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Abb.15 Indirekte Immunfluoreszenz zur Darstellung des ZP3-Proteins in humanen und 

porcinen Eizellen. Humane Eizellen (A-C) und Schweine Eizellen (D-F)

wurden mit AS ZP 3-5 (A und D), mit AS ZP 3-6 (B und E) und

Präimmunserum (C und F) in einer Verdünnung von 1:100 inkubiert. Zur

Markierung gebundener Antikörper wurden Cy-3 konjugierter anti-Kaninchen

IgG (1:600) eingesetzt.

(Orginalvergrößerung x 500).
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3.7 Einsatz der Peptidantiseren im Immunoblot und Chemilumineszenzverfahren

Im Immunoblot sollten die Antigene, die die anti ZP3-Peptid Antikörper erkennen, betreffend

ihrer apparenten Molekularmassen bestimmt werden. Eingesetzt wurden die Antiseren

AS ZP3-5, AS ZP3-6 und AS PO.

Antiserum AS ZP3-6 war unter den gegebenen Immunoblotbedingungen nicht geeignet zur

immunbiochemischen Identifizierung seines Antigens. Es zeigte keine Immunreaktivität mit

Zona pellucida oder Eizellproteinen im Immunoblot (nicht gezeigt).

Abbildung 16 stellt einen Immunoblot dar, bei dem Antiserum AS ZP3-5 eingesetzt wurde.

Dieses Antiserum richtet sich gegen einen ZP3 Sequenzabschnitt, der in Maus, Hamster und

Mensch vorkommt.

Abbildung 17 zeigt einen identischen Westernblot, der mit einem polyklonalen Antiserum

gegen Schweineoozyten, AS PO, inkubiert wurde. Dieses Antiserum ist gegen isolierte

Schweineeizellen gerichtet.

Der sukzessive Einsatz derselben Nitrozellulosemembran mit unterschiedlichen Antiseren ist

aufgrund der "Stripping" Methode möglich, bei der gebundene Antikörper von der

Nitrozellulosemembran entfernt und ein weiteres Mal mit einem anderen Antiserum behandelt

werden.

Auf Spur a und c (Abb.16 und 17) wurden 40 mechanisch isolierte Schweine Zonae

pellucidae aufgetragen, auf Spur b und d (Abb.16 und 17) 40 Zona pellucida freie

Schweineeizellen. Die Spuren a und b zeigen die aufgetrennten Proteine unter nicht

reduzierenden Bedingungen, die Spuren c und d unter reduzierenden Bedingungen. Auf den

Bahnen e und f (Abb.16 und 17) sind die gereinigten ZP3α und ZP3β Proteine unter nicht

reduzierenden Bedingungen dargestellt. Diese beiden Proteine wurden aus Schweine Zona

pellucida 3 Protein durch partielle Deglykosylierung gewonnen. Auf der Spur g (Abb.16 und

17) wurde Maus Zona pellucida unter reduzierenden Bedingungen aufgetragen. Die Maus

Zonae pellucidae wurden mittels Percoll Gradienten isoliert.
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3.7.1 Antiserum AS ZP3-5

Antiserum AS ZP3-5 (Abb.16) erkannte in isolierter Schweine Zona pellucida unter nicht

reduzierenden Bedingungen eine breite immunreaktive Doppelbande im 220 kDa Bereich

(Abb.16, Spur a). Unter reduzierenden Bedingungen waren diese Proteine nicht mehr

detektierbar. Hier zeigte sich jedoch eine starke Immunreaktion mit Proteinen im 53 kDa

Bereich sowie eine wesentlich schwächere Reaktion mit einem Polypeptid im 70 kDa Bereich

(Abb.16, Spur c).

In Zona pellucida freien Schweineeizellen wurde unter nicht reduzierenden Bedingungen

durch Antiserum AS ZP3-5 ein Protein erkannt, das ebenfalls eine Molekularmassen von etwa

220 kDa (Abb.16, Spur b) aufwies. Im Vergleich zu isolierter Schweine Zona pellucida stellte

sich diese Reaktion etwas weniger intensiv aber stärker fokussiert dar. Zusätzlich war unter

diesen Bedingungen eine schwache Bande im 110 kDa Bereich erkennbar (Abb.16, Spur b).

Der Ursprung diese Polypeptids ist nicht klar. Möglicherweise stellt dieses Protein ein

reduziertes Monomer (110 kDa) des 220 kDa Polypetids (Dimer) dar.

Ähnlich wie bei isolierter Schweine Zona pellucida unter reduzierenden Bedingungen

(Abb.16, Spur c), war bei Zona pellucida freien Schweineeizellen unter reduzierenden

Bedingungen das 220 kDa Protein nicht mehr nachweisbar (Abb.16,Spur d); doch konnten

wiederum zwei Banden im 70 kDa und 53 kDa Bereich (Abb.16, Spur d) dargestellt werden.

Weiterhin war eine schwache Immunreaktion im 110 kDa Bereich (Abb.16, Spur d) wie unter

nicht reduziernden Bedingungen zu zeigen (Abb.16, Spur b).

Auffällig ist, daß das Antiserum AS ZP3-5, weder das gereinigte ZP3α, noch das gereinigte

ZP3β des Schweines im Immunoblot erkannte (Abb.16, Spur e und f).

Wie aus der Abbildung 16, Spur g ersichtlich, zeigte das Antiserum AS ZP3-5 eine starke

Immunreakton mit der Maus Zona pellucida im Molekularmassenbereich zwischen 60 und

90 kDa. Hier wurde eine breite, schlecht fokussierte Bande sichtbar.
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Abb.16 Immunoblot von Schweine Zona pellucida, Zona pellucida freien

Schweineeizellen und Maus Zona pellucida. Im Immunoblot wurde das

Antiserum AS ZP3-5 (12µg/ml) eingesetzt.

Auf Spur a und c wurden 40 Schweine Zonae pellucidae, auf Spur b und d

40 Zona pellucida freie Schweineeizellen aufgetragen. Spur a und b zeigen

aufgetrennte Proteine unter nicht reduzierenden Bedingungen, Spur c und d

unter reduzierenden Bedingungen. Auf den Spuren e und f sind die gereinigten

ZP3α und ZP3β Proteine (1µg/Spur) unter nicht reduzierenden Bedingungen

dargestellt. Auf Spur g wurde Maus Zona pellucida (2,5µg/Spur) unter

reduzierenden Bedingungen aufgetragen. Spezifisch gebundene Antikörper

wurden im Chemilumineszenzverfahren sichtbar gemacht.
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3.7.2 Antiserum AS PO

Das gegen Schweineoozyten gerichtete Antiserum AS PO erkannte sowohl in isolierten

Schweine Zonae pellucidae (Abb.17, Spur a) als auch in Zona pellucida freien

Schweineeizellen (Abb.17, Spur b) unter nicht reduzierenden Bedingungen Polypeptide von

verschiedenen Molekularmassen, unter anderem auch Polypeptide im 220 kDa Bereich

(Abb.17, Spur a und b). Diese könnten aufgrund ihrer Laufeigenschaften identisch mit denen

sein, die unter nicht reduzierenden Bedingungen sowohl von Schweine Zona pellucida, als

auch von Zona pellucida freien Schweineeizellen von AS ZP3-5 (Abb.16, Spur a und b)

erkannt wurden. Desweiteren war eine deutliche Reaktion im 53 kDa Bereich (Abb.17 Spur a

und b) nachweisbar. Unter reduzierenden Bedingungen konnten wieder ähnliche Ergebnisse

im Proteinbandenmuster zwischen isolierter Schweine Zona pellucida (Abb.17, Spur c) und

Zona pellucida freien Schweineizellen (Abb.17, Spur d) gezeigt werden. Es fanden sich

Polypeptide im Molekularmassenbereich von 100 kDa, 75 kDa, 70 kDa und 53 kDa. Die

quantitativ größte Menge immunreaktiven Materials war im 70 kDa Bereich zu erkennen.

Eine wesentlich schwächere Reaktion trat im Bereich von 53 kDa auf. Diese beiden Proteine

könnten identisch mit den durch Antiserum AS ZP3-5 nachgewiesenen Polypeptiden sein (

Abb.16, Spur c und d). Die unterschiedliche Intensität der Reaktion macht deutlich, daß die

beiden getesteten Antiseren zwar verschiedene Affinitäten zum Antigen besitzen, aber

aufgrund der identischen Molekularmassen der erkannten Proteine möglicherweise das

gleiche Antigen erkennen. Das Antiserum AS PO zeigte im Vergleich mit dem Antiserum AS

ZP3-5 eine Immunreaktion mit gereinigtem ZP3α als auch mit ZP3β (Abb.17, Spur e und f).

Diese Reaktion stellte sich als eine breite und schlecht fokussierte Bande im

Molekularmassenbereich von etwa 40 kDa dar.In der Zona pellucida der Maus konnte mit AS

PO ebenfalls eine breite, aber ausgesprochen schwach markierte Proteinbande zwischen 60

und 90 kDa nachgewiesen werden (Abb.17, Spur g). Die Intensität der Markierung war

wesentlich geringer als die von Antiserum AS ZP3-5 und ist auf der Abbildung kaum

sichtbar.Es sollte noch darauf hingewiesen werden, daß die Ergebnisse im Immunoblot nicht

immer übereinstimmend waren. Unterschiedliche Gel Systeme (7,5% und 10%ige) führten zu
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unterschiedlichen Laufgeschwindigkeiten bestimmter Polypeptide oder auch zu Differenzen

im Fokussierungsgrad einiger Proteinbanden (nicht gezeigt). Eine weitere Variable, die

möglicher-weise zu unterschiedlichen Ergebnissen führte, könnten auch der Reifegrad der

Eizellen oder das Alter der geschlachteten Tiere gewesen sein.

Abb.17 Immunoblot von Schweine Zona pellucida, Zona pellucida freien Schweine-eizellen

und Maus Zona pellucida. Im Immunoblot wurde das Antiserum AS PO (12 µg/ml)

eingesetzt.Auf Spur a und c wurden 40 Schweine Zonae pellucidae, auf Spur b und d

40 Zona pellucida freie Schweineeizellen aufgetragen. Spur a und b zeigen

aufgetrennte Proteine unter nicht reduzierenden Bedingungen, Spur c und d unter

reduzierenden Bedingungen. Auf den Spuren e und f sind die gereinigten ZP3α und

ZP3β Proteine (1µg/Spur) unter nicht reduzierenden Bedingungen dargestellt. Auf

Spur g wurde Maus Zona pellucida (2,5µg/Spur) unter nicht reduzierenden

Bedingungen aufgetragen. Spezifisch gebundene Antikörper wurden im

Chemilumineszenzverfahren sichtbar gemacht.
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4 Diskussion

Das Ziel der Dissertationsarbeit war, Antikörper gegen definierte Epitope der Zona pellucida

3 Proteine herzustellen und zu charakterisieren.

Zum Nachweis von Zona pellucida Protein in Ovarien unterschiedlicher Säugetierspezies

wurden Antiseren durch Immunisierung von Kaninchen hergestellt. Als Antigene dienten an

Trägerprotein gekoppelte synthetischen Zona pellucida 3 Peptide. Mit Hilfe dieser Antikörper

sollte Zona pellucida 3 Protein in den Zonae pellucidae verschiedener Spezies nachgewiesen

werden.

Als Antigene bieten synthetische Peptide gegenüber gereinigten Zona pellucida Proteinen

verschiedene Vorteile:
- Im Gegensatz zu Antikörpern gegen mit biochemischen Methoden gereinigte Proteine

zeigen Antiseren gegen definierte synthetische Peptide in der Regel nur Antigen-

Antikörper-Reaktionen gegen das eingesetzte Peptid.

- Antikörper gegen synthetische Peptide aus hochkonservierten ZP Protein Epitopen

können Zona pellucida Proteine von Spezies detektieren, die bisher noch nicht als

biochemisch gereinigtes Protein vorliegen oder deren cDNA noch nicht mit

gentechnologischen Methoden isoliert worden sind.

- Antikörper gegen synthetische Peptide erkennen einzelne, definierte Epitope, wogegen

Antikörper gegen das Gesamtprotein eine Fülle von Epitopen erkennen. Es können damit

Aussagen über die physiologische Bedeutung einer bestimmten linearen Proteindomäne

gemacht werden. Eine solche Spezifität gegenüber bestimmten Epitopen könnte

theoretisch nur mit monoklonalen Antikörpern erreicht werden. Hier sind jedoch die

Epitope, die von den jeweiligen Klonen detektiert werden, nicht vorhersagbar.

- Eine Herstellung von synthetischen Peptiden mit einem sehr hohen Reinheitsgrad ist mit

einem relativ geringen Arbeitsaufwand reproduzierbar möglich; sie können in größeren

Mengen synthetisiert werden.

- Fast alle der bisher beschriebenen polyklonalen Antiseren gegen gereinigte Zona

pellucida Proteine erkennen mehrere, meist nicht näher definierte Epitope. Auch bei

Einsatz hoch angereicherter Protein-Präparationen kann eine Kontamination mit anderen

Zona pellucida Proteinen oder mit Eizell- bzw. Kumuluszell-Proteinen und damit

einhergehende unerwünschte Kreuzreaktionen nicht ausgeschlossen werden.

Die Antiseren, die im Rahmen dieser Arbeit hergestellt wurden, sind gegen definierte Epitope

des ZP3 Proteins gerichtet und wurden in Kaninchen gewonnen. Als Immunogene dienten
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synthetische Peptide aus den bekannten ZP3 Aminosäuresequenzen. Die Antikörpertiter von

je 3 Kaninchen pro Peptid wurden im ELISA bestimmt. Die Titerverläufe wiesen

zeitabhängig nach Immunisierung und Boosterung ansteigende Werte auf. Keines der

Antiseren kreuzreagierte mit anderen synthetischen Peptiden, was die hohe Spezifität der

Antikörper für das detektierte Epitop unterstreicht; somit waren wichtige Voraussetzungen für

die Generierung speziesspezifischer anti Zona pellucida Protein Antikörper gegeben.

Desweiteren zeigte sich, daß trotz identischem Immunisierungsprotokoll quantitative und

qualitative Unterschiede in der Antikörperproduktion individueller Tiere aufzuweisen waren.

Dieses Phänomen deutete darauf hin, daß die Antigenprozessierung und eine entsprechende

Immunantwort in jedem Tier unterschiedlich sein kann. So wurde im Rahmen der Herstellung

geeigneter Antiseren beobachtet, daß trotz mehrerer Auffrischungen in manchen Kaninchen

keine Antikörper gegen das Antigen generiert werden konnten. Andererseits erkannten

bestimmte Antiseren zwar das als Antigen eingesetzte synthetische Peptid, aber nicht das

entsprechende Zona pellucida Protein. Auffällig war in diesem Zusammenhang auch eine

interindividuell variierende Qualität der produzierten Antikörper: Kaninchen, die mit dem

identischen synthetischen Peptid unter gleichen Bedingungen immunisiert wurden,

generierten offensichtlich Antikörper gegen unterschiedliche Epitope des synthetischen

Peptids. Es ist somit nicht allein die Auswahl der Aminosäuresequenz von Bedeutung,

sondern auch die Prozessierung und Präsentation des Antigens sowie die Generierung von

Antikörpern durch das Versuchstier.

Trotz identischer Behandlung der Kaninchen mit den gleichen Antigenen kann die

Immunantwort also ganz individuell verlaufen. Diese Feststellung konnte auch schon bei der

Gewinnung von Antikörpern gegen synthetische Peptide aus anderen Proteinen, z.B.

G-Proteine, gemacht werden (Hinsch et al., 1992). Es handelt sich hier also um eine Variable,

die vom Experimentator nicht beeinflußt werden kann. Da Vor- und Nachteile der

Immunkontrazeption mit Zona pellucida Antigenen in der Literatur Zeit ausgiebig diskutiert

werden (Dunbar et al., 1993; Jones, 1994; Sacco et al., 1994, Afzalpurkar und Gupta 1997,

Zhang et al., 1997), kann diese Beobachtung in Hinblick auf die Entwicklung einer Zona

pellucida-Vaccine erhebliche Bedeutung haben. Generell wird von einem Kontrazeptivum

eine sichere, vom Wirkmechanismus aus gesehene nachvollziehbare immunologische oder

pharmakologische Wirkung erwartet. Eine immunologische Kontrazeption ist nur dann

sinnvoll, wenn eine gesicherte und zielgerichtete Antikörperproduktion gewährleistet ist. Wie

in diesen Untersuchungen im Kaninchen gezeigt, so berichteten ebenfalls Lou et al., (1995)

im Maus-Modell und Paterson et al. (1996) bei Marmoset-Affen, daß nicht alle mit
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identischen ZP3-Peptiden immunisierten Tiere mit einer Antikörperproduktion auf die Peptide

reagierten und nicht in jedem Fall ein Antikörpertiter erreicht wurde, der die Fertilität

signifikant und dauerhaft zuverlässig herabsetzte. Eine große interindividuelle Streubreite

betreffend der Antikörperproduktion und der Antigenprozessierung könnte einen

immunkontrazeptiven Ansatz mit ZP-Antigenen grundsätzlich in Frage stellen. Desweiteren

zeigten mehrere Studien an Tiermodellen, daß eine vollständige Reversibilität einer

Immunkontrazeption nur erreicht wurde, wenn Peptidvaccine eingesetzt wurden, die

ausschließlich aus B-Zell-Epitopen bestanden (Epifano und Dean, 1994; Jones, 1994). T-Zell-

Epitope induzierten eine zelluläre Immunantwort, die zu einer destruktiven Entzündung des

Ovars führte und dies irreversibel schädigte (Lou et al., 1996).

Aufgrund eventuell in Immunseren vorhandenen unspezifischen Antikörpern, die an die Zona

pellucida binden, könnten falsch positive Ergebnisse erzielt werden. Um reproduzierbare,

valide Untersuchungen zu gewährleisten, wurden erfolgreich affinitätschromatographisch

gereinigte Antikörper gewonnen und bei Bedarf in den Testsystemen eingesetzt.

In dieser Arbeit wurden erstmals Antikörper gegen definierte, in verschiedenen Spezies

homologe ZP3 Epitope hergestellt und immunhistochemisch charakterisiert. Durch den

Einsatz von Antiseren gegen Domänen, die in allen bisher sequenzierten ZP3 Proteinen

vorkommen, konnte auch ZP3 Protein in der Eizelle von Spezies, deren ZP3

Aminosäuresequenz (d.h. cDNA) zum Zeitpunkt der Antikörperherstellung noch nicht mit

immunologischen Methoden bekannt war, dargestellt werden.

Die anti ZP3-Peptid-Antiseren reagierten in Ovarschnitten mit Zona pellucida Protein. Diese

Ergebnisse zeigten, daß Antikörper gegen relativ kurze synthetische Peptidsequenzen auch

Zona pellucida Protein erkannten. Antikörper, die gegen homologe Aminosäuresequenzen

gerichtet waren (AS ZP3-6, AS ZP3-5), detektierten immunhistochemisch Zona pellucida

Protein in Spezies, deren ZP3-Aminosäuresequenzen seinerseits nicht bekannt waren. Die

Arbeitshypothese, daß homologe Aminosäuresequenzen von Zona pellucida-Proteinen auch in

Zonae pellucidae von Spezies, deren Zona pellucida Aminosäuresequenzen noch nicht

bekannt sind, vorkommen, konnte erstmals experimentell nachgewiesen werden.

Die Antiseren AS ZP3-5 und AS ZP3-6 reagierten mit ihrem Antigen in Zonae pellucidae

aller getesteter Spezies. Im Anfärbemuster konnten jedoch deutliche speziesspezifische
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Unterschiede beobachtet werden: In menschlichen Oozyten konnte z.B. eine starke Anfärbung

der Zona pellucida mit dem Antiserum AS ZP3-6 beobachtet werden, wogegen die Reaktion

mit AS ZP3-5 weniger stark ausfiel. Andererseits haben Antikörper des Antiserums AS ZP3-5

besonders stark an boviner Zona pellucida und an antigenem Material in Schweineooplasma

gebunden; in beiden Fällen gab es jedoch keine Reaktion von Antiserum AS ZP3-6

Antikörpern mit immunreaktiven Proteinen dieser Zellen. Eine Erklärung für dieses

Phänomen könnten speziesspezifische Unterschiede in der Glykosylierung der Zona pellucida

Proteine sein. Durch eine sterische Behinderung von Zuckerketten an den Epitopen oder an

epitopnahen Bereichen könnte eine Antikörperbindung beeinträchtigt werden. Andererseits

könnte die unterschiedliche immunhistochemische Anfärbbarkeit auch auf speziesspezifische

Unterschiede im Aufbau des Zona pellucida Netzwerkes zurückzuführen sein. Es ist weiterhin

vorstellbar, daß bestimmte antigene Epitope des ZP3-Proteins je nach Spezies unterschiedlich

stark exponiert werden. Somit könnte es zu einer Maskierung von Epitopen und damit zu von

einander abweichenden Anfärbemustern kommen. Andererseits könnten auch noch nicht

vollzogene posttranslationale Modifikationen des Schweine ZP3 Proteins im Ooplasma und

die damit bessere Zugänglichkeit für die Antikörper eine Rolle für diese Beobachtung spielen.

Anti-Peptid Antikörper sind gegen kontinuierliche Aminosäuresequenzen des ZP3 Proteins

gerichtet und erkennen somit keine glykosylierten Bestandteile der Zona pellucida. Aus

diesem Grund könnte die Affiniät von Antikörpern gegen lineare Epitope für intrazelluläre,

nicht glykosylierte Antigene wesentlich höher sein als für im Netzwerk integrierte und

posttranslational modifizierte Proteine. Die starke Immunreaktivität in Schweineoozyten-

zytoplasma wäre mit einer erhöhten Synthese und Transport von ZP3 Protein während der

Oogenese zu erklären. In fast allen Oozyten verschiedener Spezies, insbesondere in denen von

Schweinen, wurde antigenes Material im Ooplasma detektiert. Diese Resultate stehen im

Einklang mit den Experimenten von Takagi et al. (1989), in denen ein monoklonaler

Antikörper gegen Schweine Zona pellucida Proteine eingesetzt wurde. Auch hier konnte

immunreakives Material sowohl in der Zona pellucida als auch im Zytoplasma von

Schweineoozyten immunhistochemisch dargestellt werden. Ebenso wurde von Dunbar et al.

(1994) bei Schwein und beim Menschen Zona pellucida Material im Ooplasma lokalisiert.
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In Ovarschnitten von Ratte, Rind, und Mensch wurden durch Antikörper gegen ZP3-Protein

ausläuferartige Strukturen der Zonae pellucidae in das umliegende Kumulusgewebe

beobachtet. Zwei in der Literatur kontrovers diskutierte Gründe für Zona pellucida Proteine

außerhalb der Eizelle könnten diese Beobachtung erklären. Bei der Maus konnte mit

gentechnologischen Methoden eindeutig nachgewiesen werden, daß zumindest ZP3-Protein

ausschließlich in der Eizelle und in keinem anderen Gewebe exprimiert wird (Bleil und

Wassarman, 1980a; Bleil und Wassarman, 1980b). Analog wurde von Shimizu et al. (1983)

die Oozyte als alleiniger Ursprungsort der Zona pellucida angenommen. Es könnte sich somit

bei diesen Strukturen um Zona pellucida Proteine oder um deren Abbauprodukte handeln, die

in der Umgebung der Eizelle zu liegen kommen und/oder von den Kumuluszellen

aufgenommen werden. In anderen Spezies als der Maus wurde aber auch gezeigt, daß

Kumulus- und Granulosazellen Zona pellucida Proteine de novo synthetisieren. Im

Kaninchenmodell konnte nachgewiesen werden, daß Zona pellucida Proteine auch in

Kumuluszellen in vitro transkribiert, translatiert und sezerniert werden (Lee und Dunbar,

1993; Wolgemuth et al., 1984). Grootenhuis et al. (1996) lokalisierten ZP3-Moleküle in den

Granulosazellen von Kaninchen, Marmoset- und Rhesusaffen sowie vom Menschen und

vermuteten einen Zusammenhang mit der Destruktion der Ovarien nach aktiver

Immunisierung mit Zona pellucida Proteinen. Neuere Untersuchungen von Totzauer et al.,

1998, wiesen mittels polyklonaler Antikörper ZPB und ZPC in bovinen foetalen Ovar- wie

auch Follikelzellen nach. Die Autoren folgerten daraus, daß beide, Eizelle und Follikelzelle,

an der Bildung der Zona pellucida beteiligt sind.

Durch die immunhistochemischen Untersuchungen konnte eindeutig nachgewiesen werden,

daß Antikörper, die gegen Maus-ZP3-Aminosäuresequenzen gerichtet sind (AS ZP3-2),

ausschließlich murines ZP3 erkennen und keine Kreuzreaktionen gegen ZP3-Proteine anderer

Spezies aufwiesen. Antiseren, die gegen synthetische ZP3-Peptide gerichtet waren, zeigten

ein auffälliges bilamelläres Färbungsmuster der menschlichen und der Maus Zona pellucida.

Die Bedeutung dieses mehrschichtigen Aufbaus der Zona pellucida ist bisher noch nicht

geklärt. Einerseits ist die Entstehung dieses Phänomens durch Artefakte während der

Präparation des Gewebes nicht auszuschließen. Andererseits könnte es sich bei der Zona

pellucida auch um eine hoch organisierte extrazelluläre Matrix handeln, die von der Eizelle

und/oder ihren umgebenden Zellen synthetisiert wird, und deren unterschiedlichen Schichten

verschiedene Funktionen zuzuordnen sind. In vorangegangenen Arbeiten wurde berichtet, daß

die Zona pellucida der Kaninchen Eizelle aus mehreren Schichten besteht, die auch
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unterschiedliche physikalische und biochemische Eigenschaften besitzen (Dunbar et al., 1991;

Dunbar et al., 1994).

Eine weitere Rolle von Zona pellucida Proteinen, die in die Kumulusmassen hineinreichen,

könnte sein, daß diese Ausläufer die Kumulusmasse an sich stabilisieren. Rankin und

Mitarbeiter (1996) haben berichtet, daß eine Insertionsmutation des ZP3-Gens der Maus einen

totalen Verlust der Zona pellucida Matrix zur Folge hat. Das Fehlen der Zona pellucida geht

bei Mäusen mit der Desorganisation des Kumulus Oophorus einher. In dieser Arbeit wurde

diskutiert, daß die Abwesenheit der Zona pellucida Matrix dazu führen könnte, daß die

Corona radiata Zellen nicht mehr zusammengehalten werden; dieses sei dann der Grund für

die fehlende Organisation des Kumulus Oophorus bei diesen Tieren.

Mit den in der hier vorgelegten Arbeit beschriebenen immunhistochemischen Untersuchungen

konnte gezeigt werden, daß Antikörper gegen Aminosäuresequenzen, die nur im Maus ZP3

Protein vorkommen, ausschließlich murines ZP3 erkennen und keine Kreuzreaktionen gegen

Zona pellucida Protein anderer Spezies nachzuweisen waren. Die These, daß homologe

Aminosäuresequenzen des ZP3 Proteins auch in Zonae pellucidae von Spezies, deren ZP3

Aminosäuresequenz noch nicht bekannt ist, vorkommen, konnte erstmals experimentell belegt

werden.

Es ist davon auszugehen, daß während der Aufbereitung und Fixierung des Gewebes sowie

bei der Herstellung von Paraffinschnitten ZP3 Protein chemisch modifiziert wird und somit

eventuell "in vivo" nicht zugängliche Epitope freigelegt werden und nur so von den

Antikörpern detektiert werden können. Deshalb war es von großer Bedeutung, zu

untersuchen, ob auch nicht chemisch modifizertes ZP3 Protein durch die Antiseren erkannt

wird.

Aus diesem Grunde wurden indirekte Immunofluoreszenzstudien mit nicht behandelten,

frischen menschlichen Eizellen und Schweineeizellen durchgeführt. Analog zu den

immunhisto-chemischen Untersuchungen mit chemisch modifiziertem Gewebe waren auch in

der Immunfluoreszenz unterschiedliche Färbeverhalten zwischen Antiseren AS ZP3-5 und

AS ZP3-6 sowie auch speziesspezifische Unterschiede im Anfärbungsmuster festzustellen.

Antiserum AS ZP3-5 zeigte eine starke Immunfluoreszenzmarkierung der menschlichen Zona

pellucida am äußeren Rand der Eizelle. Eine schwächere Fluoreszenz konnte im inneren



86

Bereich der Oozyte festgestellt werden. Verglich man das Färbeverhalten dieses Antiserums

mit den Schweineoozyten, so zeigte sich hier die Zona pellucida als etwas schmalerer und

besser abgegrenzter Ring im Vergleich zur menschlichen Eizelle. Im Zentrum der Eizelle

konnte hier keine wesentliche Fluoreszenz gezeigt werden.

Untersuchungen mit dem Antiserum AS ZP3-6 wiesen eine weniger uniforme Immun-

fluoreszenz auf. In menschlichen Oozyten ließ sich ein Ring intensiver und homogener

Anfärbung durch die gesamte Zona pellucida nachweisen; im zentralen Anteil der Oozyte war

keine Immunfluoreszenz sichtbar. Das ZP3-6 Epitop der Schweine Zona pellucida wurde

dagegen als schmaler und scharfer Ring am inneren Anteil der Zona pellucida erkannt.

Ähnliche Resultate mit polyklonalen Antiseren gegen Zona pellucida des Schweines wurden

in anderen Untersuchungen beschrieben (Dunbar und Raynor, 1980). In diesen Arbeiten

konnte gezeigt werden, daß Antiseren, die gegen mit Detergens solubilisierter porciner Zona

pellucida gerichtet sind, eine eher uniforme Fluoreszenz der Schweine Zone pellucida

aufwiesen. Antikörper gegen intakte oder hitzebehandelte Zona pellucida zeigten eine

wesentlich stärkere Fluoreszenz am äußeren Ende der Zona pellucida. Diese Ergebnisse

lassen den Rückschluß zu, daß die Behandlung von Zona pellucida mit Detergens

immunogene Epitope verändert haben könnte und somit die unterschiedliche Färbemuster zu

erklären sind. Diese Untersuchungen unterstützen die oben diskutierte Annahme, daß die

Erreichbarkeit des Antigens für die Antikörper abhängig von der Maskierung bzw.

Demaskierung bestimmter Epitope sein kann.

Ein weiterer Nachweis der Bindung von anti ZP3 Peptidantikörpern erfolgte mittels an

Objektträger gebundene humane Hemizona pellucida. Der Einsatz von Hemizonae und der

Hemizona Antikörper Bindungstest wurden aus zwei verschiedenen Gründen aufgebaut:

1. Methodische Gründe: Anhand der Untersuchungen mit der Immunfluoreszenztechnik

zeigte sich, daß im Einzelfall sowohl humane Eizellen als auch Schweineeizellen

unterschiedlich intensive Antikörperbindungsverhalten aufwiesen. So fand sich in den

meisten Eizellen zwar das gleiche qualitative Anfärbungsmuster, jedoch war die Stärke der

Immunfluoreszenz häufig sehr unterschiedlich. Aus diesem Grunde war es notwendig, durch
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die Herstellung gleich großer Hemizonae aus einer Eizelle eine interne Negativkontrolle in

das experimentelle Design einzubauen. Somit konnten z.B. zwei verschiedene Seren, wie z.B.

Präimmunserum und das zu testende Antiserum eingesetzt werden und direkt miteinander

verglichen werden.

2. Unter Einsatz einer internen Negativkontrolle sollte überprüft werden, ob es zu

unterschiedlichen Anfärbungsmustern vor und nach Bindung von Spermatozoen an die Zona

pellucida kommt.

Es wurden Hemizonae untersucht, die zur klinischen Diagnostik im Hemizona Assay

eingesetzt wurden. Der Hemizona Assay wurde von Burkmann et al. 1988 für das

menschliche System entwickelt und ermöglicht, das Bindungsverhalten von Spermatozoen

eines Patienten mit dem von Spermatozoen eines gesichert fertilen Spenders zu vergleichen.

Dabei wird eine Hemizona pellucida mit dem Patientenejakulat, die korrespondierende Hälfte

mit dem Spenderejakulat inkubiert. Abschließend wird die Anzahl der gebundenen

Spermatozoen ausgezählt und somit geprüft, ob das Bindungsverhalten der

Patientenspermatozoen dem der Spenderspermatozen entspricht.

Eingesetzt wurden Eizellen mit vergleichbaren Reifestadien. In den vorliegenden Ergebnissen

konnte gezeigt werden, daß nach Bindung von Spermatozoen an die Zona pellucida keine

wesentliche Veränderung des Antikörperbindungsmusters festzustellen war. Diese Ergebnisse

unterstützen die Hypothese, daß es nach Bindung von Spermatozoen an die Zona pellucida

sehr wahrscheinlich zu keinen wesentlichen strukturellen Veränderungen oder

Umverteilungen des durch das Antiserum AS ZP3-6 erkannten Epitops kommt. Nach

Induktion der akrosomalen Reaktion an der Zona pellucida gebundener Spermatozoen könnte

es durchaus durch die im Akrosom befindlichen Enzyme zu Veränderungen der Zona

pellucida Struktur kommen. Das Bindungsverhalten der untersuchten ZP3 Antikörper wurde

aber offensichtlich nicht verändert. Diese Befunde könnten implizieren, daß die identifizierten

ZP3 Epitope keine Domäne beinhalten, die für die Wirkung von für die akrosomale Enzyme

wichtigen Bereiche von Bedeutung sind.

Die Untersuchungen zeigten weiterhin, daß die immunhistochemischen Befunde betreffend

der unterschiedlichen Qualität der Antigene mit den Ergebnissen des Hemizona-Antikörper-
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Bindungsassays übereinstimmen. Das Antiserum AS ZP3-5, das im Ovar

immunhistochemisch nur schwach an die menschliche Zona pellucida gebunden hatte, zeigte

auch im Hemizona Antikörper Bindungstest nur einen geringgradig stärkeren Anfärbungsgrad

verglichen mit seiner internen Negativkontrolle.

Das Antiserum AS ZP3-6 hingegen, das auch in menschlichen Ovarschnitten sehr intensiv die

Zona pellucida erkannte, reagierte intensiv mit menschlichen Hemizonae. Die Affinität der

ZP3 Antikörper wie auch die Zugänglichkeit der durch sie erkannten Epitope ist sowohl unter

chemisch modifizierten als auch unter die Zona pellucida Struktur relativ gut erhaltenden

Bedingungen weitgehend stabil.

Im Hemizona-Antikörper-Bindungstest zeigte sich bei den meisten Antiseren, daß die

Hemizonae insbesondere im Randbereich intensiv angefärbt waren und sich das Zentrum

schwächer angefärbt darstellte. Dieses differenzierte Bindungsverhalten könnte dadurch

entstehen, daß antigene Epitope im Schnittbereich der Zonae pellucidae besonders stark

erkannt werden können. Bedingt durch die mechanische Manipulation könnte es zu einer

Desintegration des Zona pellucida Netzwerkes und zur Demaskierung antigener Epitope

kommen. Allerdings wäre in diesem Zusammenhang auch ein rein optisches Phänomen zu

diskutieren, das durch Projektionen der halbkugelig auf Objektträgern angetrockneten

Hemizonae entsteht. Überlagerungseffekte oder Summationsphänomene könnten ursächlich

für diese Beobachtung verantwortlich sein.

Für die immunbiochemischen Charakterisierungen der anti Zona pellucida Antiseren und die

Identifizierung von ZP3-Protein in Proteingemischen wurden Immunoblots durchgeführt.

Generell ist festzustellen, daß Zona pellucida Proteine aufgrund ihrer unterschiedlichen

Glykosylierungsmuster auf Polyacrylamid-Gelen eine starke Heterogenität betreffend ihrer

Laufeigenschaften zeigen (Epifano et al., 1994). Zona pellucida Glykoproteine stellen sich in

vielen Spezies als breite, schlecht fokussierte Banden dar. Deshalb ist es in der Regel sehr

problematisch, Zona pellucida Proteine aufgrund ihrer apparenten Molekularmassen in der

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese exakt zu definieren (Dunbar et al., 1981).

Vorausgegangene Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen zeigten, daß die Schweine Zona

pellucida aus 5 Glykoproteinen mit apparenten Molekularmassen von 92 kDa (ZP1), 69 kDa

(ZP2), 55 kDa (ZP3) und 23 kDa (ZP4) bestehen soll (Koyama et al., 1991; Skinner und
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Dunbar, 1986). Unter reduzierenden Bedingungen konnte demonstriert werden, daß Schweine

ZP1 in zwei Untereinheiten dissoziierte und zwar in ein 69 kDa Polypeptid (ZP2) und ein

23 kDa Polypeptid (ZP4). Deglykosylierung von Schweine ZP3 Protein zeigte, daß es sich bei

dem 55 kDa ZP3 Protein um zwei unterschiedliche Proteine handelt. Das partiell

deglykosylierte Protein ergab ein 37 kDa Protein und wurde als ZP3α bezeichnet, das 32 kDa

Protein wurde ZP3β genannt (Yurewicz at al., 1987). Insgesamt muß beachtet werden, daß die

Benennung porciner ZP Proteine eher zufällig ist und im wesentlichen auf ihren apparenten

Molekularmassen in der SDS-PAGE beruht.

Antiserum ZP3-6 erkannte im Immunoblot keine porcine Zona pellucida Proteine. Dieses

Ergebnis läßt den Rückschluß zu, daß nach SDS Polyacrylamid-Gelelektrophorese das durch

das Antiserum ZP3-6 erkannte Epitop nicht mehr detektiert werden kann. Diese Ergebnisse

sind mit den immunhistochemischen Untersuchungen in Einklang zu bringen. AS ZP3-6

erkannte zwar natives Schweine ZP3-Protein, aber nach chemischer Modifikation des Proteins

(partielle Deglykosylierung) fand keine Bindung des Antikörpers an porcine ZP3 mehr statt.

Generell erkannte Antiserum AS ZP3-5 in Schweine Zona pellucida und Zona pellucida

freien Eizellen immunreaktive Banden, die im SDS Gel relativ gut fokussiert sind. Diese

Tatsache könnte den Schluß zulassen, daß das Antiserum hauptsächlich nur schlecht oder

nicht glykosyliertes Zona pellucida Protein erkennt. Antiserum AS ZP3-5 ist gegen eine

Peptidsequenz gerichtet, die eine potentielle N-glykosylierte Aminosäuresequenz (Asn-Val-

Ser) im Bereich des N-Terminus des Schweine Zona pellucida 3 Proteins erkennt (Ringuette

et al., 1988). Aus diesem Grund könnte angenommen werden, daß eine sterische Behinderung

die Bindung von AS ZP3-5 Antikörpern an das glykosylierte Protein bedingt. Proteine mit

höheren Molekularmassen, die durch das Antiserum ZP3-5 erkannt werden, könnten somit als

nicht glykosylierte Vorläuferproteine erklärt werden, die im SDS-Gel schlecht dissoziieren

oder Polymere von Zona pellucida Proteinen sind.
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Immunoblots wurden mit Antiserum AS ZP3-5 an Schweine Zona pellucida unter

reduzierenden und nicht reduzierenden Bedingungen durchgeführt. AS ZP3-5 Antikörper

erkannten unter nicht reduzierenden Bedingungen eine breite immunoreaktive Doppelbande

im Molekularmassenbereich von 220 kDa. Unter reduzierenden Bedingungen wurde das 220

kDa Protein nicht erkannt; es zeigte sich eine schwache Reaktivität im Bereich von 70 kDa

und eine starke im Bereich von 53 kDa.

Wegen des Nachweises einer kräftigen Färbung im Ooplasma nach Einsatz des Antiserums

AS ZP3-5 auf Ovargewebeschnitten, wurden Immunoblots mit Proteinen von Zona pellucida

freien Eizellen durchgeführt. Unter nicht reduzierenden Bedingungen zeigte sich ebenfalls im

220 kDa Molekularmassenbereich ein reaktives Protein. Unter reduzierenden Bedingungen

konnten in Zona pellucida freien Eizellen die beiden Proteine im 70 und 53 kDa Bereich

gezeigt werden, die schon in der Zona pellucida dargestellt wurden.

AS ZP3-5 erkennt kein gereinigtes, partiell deglykosyliertes porcines ZP3β Protein, aber ein

220 kDa Protein. Es ist nicht eindeutig geklärt, ob es sich bei dem immunreaktiven 220 kDa

Polypeptid nur um nicht glykosyliertes ZP3β  in Form eines Polymers, oder um ein weiteres

porcines ZP Protein handelt, das bisher noch nicht identifiziert worden ist.

Zusammenfassend kann für Antiserum ZP3-5 festgestellt werden, daß es sowohl unter

reduzierenden als auch unter nicht reduzierenden Bedingungen sein Antigen im Immunoblot

erkannte. Antigene Proteine wurden sowohl in Zona pellucida Präparationen als auch in

Präparationen Zona pellucida freier Oozyten nachgewiesen. Diese Ergebnisse decken sich mit

den immunhistochemischen Untersuchungen, in denen mit Antiserum AS ZP3-5

immunreaktives Protein in Zona pellucida wie auch im Ooplasma detektiert wurde. Bei dem

in der Zona pellucida und dem im Ooplasma befindlichen Protein handelt es sich

wahrscheinlich um sehr ähnliche Proteine, denn sowohl in reinen Zona pellucida

Präparationen als auch in Zona pellucida freien Oozyten kam es offensichtlich unter

reduzierenden Bedingungen zur Dissoziation eines Dimers in zwei Momomeren . Gereinigtes,

partiell deglykosylieres Schweine Zona pellucida Protein wurde allerdings auch von diesem

Antiserum nicht erkannt. Diese Tatsache läßt darauf schließen, daß das Antigen durch
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Modifikationen während der Trennung und Aufreinigung von ZP3α und ZP3β so modifiziert

wurde, daß für die Antikörper das Epitop nicht mehr detektierbar war.

Zur Kontrolle und zum Nachweis auch geringgradiger Mengen an Schweine Zona pellucida

Proteinen wurde ein polyklonales Antiserum, AS ZPO, das gegen Schweineeizellen und somit

auch gegen sämtliche Schweine Zona pellucida Proteine gerichtet ist, eingesetzt. Es zeigte

sich, daß hier neben mehreren Proteinen unterschiedlicher Molekularmassen auch Proteine

mit sehr ähnlichen apparenten Molekularmassen, die durch das Antiserum ZP3-5 erkannt

wurden, detektiert wurden. Unter nicht reduzierenden Bedingungen zeigten die AS ZPO

Antikörper eine Reaktivität mit Polypeptiden unterschiedlicher Molekularmassen,

einschließlich einer breiten immunoreaktiven Bande im 220 kDa Bereich. Sehr

wahrscheinlich handelt es sich um das gleiche 220 kDa Protein, das auch von AS ZP3-5

erkannt wurde.

Unter reduzierenden Bedingungen zeigte sich die größte Immunoreaktivität mit einem Protein

im Bereich von 70 kDa, weiterhin eine im Bereich von 75 kDa und 53 kDa. Bei dem 70 kDa

und dem 53 kDa Proteinen handelt es sich möglicherweise um die gleichen Proteine, die vom

AS ZP3-5 unter reduzierenden Bedingungen dargestellt werden konnten. Es zeigte sich

jedoch ein deutlicher Unterschied in der Stärke der Reaktion, was durch eine unterschiedliche

Affinität der Antikörper bedingt sein könnte.

Das AS ZPO zeigte auch Reaktionen mit Proteinen von Zona pellucida freien Eizellen. Unter

nicht reduzierenden Bedingungen reagierte das Antiserum mit verschiedenen Polypeptiden

unterschiedlicher Molekularmassen, einschließlich des 220 kDa Proteins, mit dem sehr

wahrscheinlich auch AS ZP3-5 Antikörper reagierten.

Unter reduzierenden Bedingungen wurden durch AS ZPO mehrere Polypeptide zwischen

53 kDa und 100 kDa erkannt. Wahrscheinlich stellen das 53 kDa und das70 kDa Polypeptid

hier die gleichen Antigene dar, die auch durch AS ZP3-5 detektiert wurden.

Im Gegensatz zu AS ZP3-5 Antikörpern reagierte Antiserum AS ZPO mit gereinigtem

Schweine ZP3α und ZP3β. Beide Proteine wurden mittels partieller Deglykosylierung von
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einer 53 kDa Proteinbande abgeleitet und biochemisch aufgetrennt; sie haben eine

Molekularmasse von etwa 40 kDa.

Inzwischen konnten die porcine cDNA des ZP3α und ZP3β identifiziert werden (Harris et al.,

1994). Hierbei zeigte sich, daß das ZP3α homologe Sequenzen mit dem Maus ZP1 Protein

aufweist und daß das ZP3β Protein betreffend der Aminosäuresequenz ähnlich dem Maus

ZP3 Protein ist. In vorangegangenen Untersuchungen konnte durch andere Arbeitsgruppen

gezeigt werden, daß Antiseren gegen gereinigtes porcines Zona pellucida 3 Protein auch mit

Zona pellucida Proteinen in anderen Spezies kreuzreagieren und auch ein kontrazeptives

Potential beinhalten (Millar et al., 1992; Yurewicz et al., 1987). Weitere Untersuchungen

wiesen nach, daß porcine Zona pellucida 3β Proteine eine hohe Homologie mit dem Maus

Zona pellucida 3 Protein aufwiesen (Töpfer-Petersen et al., 1993;Yurewicz et al., 1992). Es

konnte gezeigt werden, daß die Aminosäuresequenz des proteolytischen Schweine

ZP3β Peptids (Aminosäure Nr. 144-150) homolog zu der Aminosäuresequenz ist, die als

synthetisches Peptid als Immunogen zur Herstellung von Antiserum ZP3-5 (Aminosäuren Nr.

137-150) eingesetzt wurde (Yurewicz et al., 1992). Neben gentechnologischen Methoden

konnte also auch mit immunologischen Methoden gezeigt werden, daß die

Aminosäuresequenz des Schweine ZP3β Proteins sehr ähnlich der Aminosäuresequenz des

Maus ZP3 Proteins ist.

Weder das Antiserum AS ZP3-2 noch AS ZP3-6 reagierten im Immunoblot mit antigenen

Polypeptiden aus Maus Zona pellucida. Dieses Ergebnis könnte durch eine mögliche

Veränderung der durch diese Antiseren detektierten Epitope bei der Probenaufarbeitung

erklärt werden.

Das Antiserum AS ZP3-5 und das Kontrollantiserum AS ZPO hingegen reagierten mit

Proteinbanden im Immunoblot mit Maus Zona pellucida. AS ZP3-5 erkannte Maus ZP3

Protein als eine breite, flächige und ausgezogene Bande im Molekularmassenbereich von

etwa 60-90 kDa; das anti-Schweine Oozyten Antiserum AS ZPO erkannte ebenfalls dieses

Protein, jedoch war die Bindung der Antikörper an die Maus Zona pellucida weniger stark.

Die hier dargestellten äußerst komplexen und komplizierten immunbiochemischen Ergebnisse

können wie folgt interpretiert und zusammengefaßt werden: Antiserum ZP3-5 reagiert mit

einem 220 kDa Schweine Zona pellucida Protein, das ein ähnliches oder gleiches Epitop wie
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das Maus ZP3 Protein hat. Dieses Protein beinhaltet intramolekulare Disulfidbrücken, das

unter nicht reduzierenden Bedingungen nicht dissoziiert vorliegt. Unter reduzierenden

Bedingungen kommt es zur Aufspaltung zweier Fragmente von 70 kDa und 53 kDa, die beide

das Maus ZP3 Epitop beinhalten. Da das Antiserum AS ZP3-5, das gegen ein Maus Zona

pellucida Protein gerichtet ist, das 220 kDa Protein erkennt, nicht aber das Schweine ZP3β,

könnten die Ergebnisse so interpretiert werden, daß das 220 kDa Protein das dem Maus ZP3

homologe Schweine Zona pellucida Protein ist. Der Versuch, das Maus ZP3 Analogon im

Immunoblot in porcinen Zona pellucida Proteinen eindeutig zu definieren, war allerdings

nicht erfolgreich. Gentechnologische Methoden sind hier eindeutig den immunologischen

Methoden überlegen.

Die im Rahmen der Doktorarbeit vorgestellten Ergebnisse zeigen, daß sich Antiseren gegen

synthetische ZP3 Peptide zur Charakterisierung definierter Epitope unterschiedlicher ZP3

Protein Antigene eignen. In nachfolgenden Untersuchungen könnten diese Antikörper zur

Identifizierung von Epitopen dienen, die eine funktionelle Relevanz für die Spermatozoen-

Zona pellucida Interaktion besitzen. Es können z.B. Domänen, die für die

Spermatozoenbindung von Bedeutung sind oder Bereiche des ZP3 Proteins, die für die

Induktion der Akrosomreaktion von Bedeutung sind, identifiziert werden.

In parallelen Untersuchungen zu den hier beschriebenen Experimenten, die nicht im Rahmen

dieser Dissertation durchgeführt wurden, konnte gezeigt, daß Antiserum AS ZP3-6 als

klinische Marker für die Integrität und Funktionalität der Zona pellucida eingesetzt werden

konnte (Oehninger et al.,1996). Erste klinische Untersuchungen konnten zeigen, daß dieses

Antiserum mit statistisch hochsignifikant als Marker für die Fertilisierbarkeit humaner

Eizellen aus IVF-Programmen eingesetzt werden kann.
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5 Zusammenfassung

Zielstellung dieser Arbeit war die Herstellung von polyklonalen Antikörpern gegen

synthetische Peptide des Zona pellucida 3 Proteins. Aus den veröffentlichten ZP3-

Aminosäuresequenzen der Maus, des Menschen und des Hamsters wurden verschiedene

Teilsequenzen ausgewählt und die entsprechenden Peptide synthetisiert. Zum einen wurde

eine mausspezifische Teilsequenz (ZP3-2), zum anderen zwei bei Maus, Mensch und Hamster

homologe Sequenzen (ZP3-5 und ZP3-6) ausgewählt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei anti ZP3 Peptidantiseren charakterisiert und eingesetzt:

das mausspezifische Antiserum AS ZP3-2 und die Antiseren AS ZP3-5 und AS ZP3-6, die

jeweils homologe Domänen bei Maus, Mensch und Hamster darstellten. Die gewonnenen

Antiseren wurden im ELISA, in der Immunhistochemie, in der Immunfluoreszenz und im

Immunoblot charakterisiert.

Im ELISA konnte eine titrationsabhängige Antigenerkennung der gewonnenen Antiseren und

der affinitätchromatographisch gewonnenen Antikörper nachgewiesen werden.

In der Immunhistochemie erfolgte der Einsatz der Antiseren an fixierten

Ovargewebeschnitten verschiedener Spezies. Während das mausspezifische Antiserum AS

ZP3-2 ausschließlich mit der Zona pellucida der Mauseizelle reagierte, detektierte das

Antiserum AS ZP3-5, das gegen eine homologe ZP3 Peptidsequenz gerichtet ist, die Zona

pellucida bei Maus, Ratte, Hamster, Rind und in geringem Maß auch die Zona pellucida des

Menschen. Bei der Eizelle des Schweines war eine außerordentlich kräftige Reaktion im

Ooplasma der Eizelle zu erkennen, während sich die Zona pellucida nur schwach anfärben

ließ. Ein weiteres Antiserum, das gegen eine homologe ZP3 Aminosäuresequenz gerichtet ist,

AS ZP3-6, erkannte die Zona pellucida der Mauseizelle und der menschlichen Eizelle.

Das Antiserum AS ZP3-6 wurde weiterhin an humanen Hemizonae von Metaphase II Eizellen

mit Spermatozoen oder ohne vorherige Bindung von Spermatozoen eingesetzt. Nach

Inkubation mit dem Antiserum war an allen Hemizonae eine deutliche Immunantwort

nachzuweisen. Hierbei war hinsichtlich der Bindung der Antikörper an das ZP3 Protein

qualitativ und quantitativ kein Unterschied feststellbar.
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Mittels der indirekten Immunfluoreszenz konnte gezeigt werden, daß die Antiseren auch

natives, nicht denaturiertes Zona pellucida Protein erkennen. Antiserum AS ZP3-5 zeigte an

der humanen und porcinen Zona pellucida eine kräftige Immunfluoreszenzmarkierung und

eine deutlich schwächere im Zentrum der Eizelle. Im Vergleich zu AS ZP3-5 stellte

Antiserum AS ZP3-6 die Zona pellucida sowohl der humanen als auch der Schweine Eizelle

als eher schmalen Fluoreszenzring dar. Die qualitativen Unterschiede weisen auf eine

unterschiedliche Zugänglichkeit der durch die Antikörper detektierten ZP3 Epitope hin.

Im Immunoblot erkannte das Antiserum AS ZP3-5 Maus Zona pellucida Protein als eine

breite und ausgezogene Bande im Molekularmassenbereich von 80 kDa. Antiserum AS ZP3-5

reagierte mit einem 220 kDa Schweine Zona pellucida Protein. Unter reduzierenden

Bedingungen kam es zur Aufspaltung in ein 70 kDa und 53 kDa Fragment. Nicht erkannt

wurden die partiell deglykosilierten Schweine Zona pellucida Proteine ZP3α und ZP3β. Das

Antiserum AS ZP3-6 erkannte im Immunoblot keine Schweine Zona pellucida Proteine. Das

gegen Schweineoozyten gerichtete Antiserum AS PO zeigte bei porcinen Zonae pellucidae

und Zona pellucida freien Schweineeizellen ein ähnliches Proteinbandenmuster wie das

Antiserum AS ZP3-5.

Die hier vorgestellten Untersuchungen zeigen, daß Antikörper gegen synthetische Zona

pellucida Peptide als spezifische Marker für Zona pellucida Protein eingesetzt werden

können.

Im Rahmen dieser Arbeit ist es zum ersten Mal gelungen, durch Antiseren gegen homologe

Aminosäuresequenzen des ZP3 auch ZP3 Proteine aus Spezies, deren ZP3

Aminosäuresequenz nicht bekannt ist, zu identifizieren und zu lokalisieren.
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