6 ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, dic Heparin bindenden Proteine des
equinen Seminalplasmas strukturell zu charakterisieren sowie ihre Ligandenbin-
dungsfithigkeiten zu analysi AuBerdem sollte der Ursprung des auch auf
epididymalen Spermien nachgewiesenen HSP-7 immunhistochemisch untersucht
werden.

Bei der durch heparinithnliche Glukosaminoglykane becinfluBten Kapazitation
von Bullenspermicen spiclen die Heparin bindenden Proteine der Fibronektin-
Typ-1I-Familie (PDC-109, BSP-A3 und BSP-30K) cine Rolle. Die Heparin und
Kohlenhydrate bindenden Proteine der Spermadhisin-Familic des Schweines
spiclen vermutlich eine Rolle bei der Spermien-Zona pellucida-Interaktion.
Auch das Hengstseminalptasma enthiilt Heparin bindende Proteine. CALVETE
ct al. (1994 a) hatten die N-terminalen Sequenzen der beiden HSP-1 und HSP-2
H crmittelt und eine strukturelle Gemein-
samkcll beschnebcn AuBefdem fanden sic in der Heparin bindenden Fraktion
cin Protein (HSP-7), das im Immunoblot mit Anti-AWN kreuzreagierte, cinem
monospezifischen, polyklonalen Antikdrper gegen das porcine Seminalplasma-
protein AWN, das zur Gruppe der Spermadhiisine gehdrt. Der Antikdrper
zeigte auBerdem cine Bindung an Hengstspermien.
Zuniichst wurde das Seminalplasma mittels Heparinaffinititschromatographic
in secine an Heparin bindende (Hep®) und nicht an Heparin bindende (Hep')
Proteinfraktion unterteilt. HSP-1 und HSP-2 erschien in beiden Fraktionen,
withrend HSP-7 nur in der Heparin bindenden Fraktion vorlag. Mittels Phos-
phorylcholinaffinitiitschr graphie, GelatineafTinitiitsch »graphie und
rp-HPLC wurden dic Proteine weiter aufgereinigt. AuBcrdcm wundc ihre
Masse mittels SDS-PAGE-Elektrophorese und M ic b
Ihre chemische Charakterisierung erfolgte mittels Ammosﬁun- Aminozucker-
und Zuckeranalyse sowie der N-terminalen S icrung der Proteine, und
die vollstiindige Sequenz wurde durch ihre pmwolyuschc Spaltung und Sequen-
zierung der Bruchstiicke ermittelt. AnschlieBend wurde gepriift, ob die Cystein-
reste in Disulfidbriicken gebunden waren oder isoliert voriagen.

te

So konnte dic vollstindige Sequenz von HSP-1 (Hep® und Hep') und HSP-7
ermittelt werden.
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HSP-1 Hep' hatte cinc Masse von 16604,6 Da und vier Disulfidbricken. Dic
Sequenzen beider Formen von HSP-1 (Hep® und Hep) waren identisch. HSP-1
(Hep’ und Hep') hatte an den Positionen 5, 12, 22 und 27 je cin O-glykosiliertes
Threonin. Allerdings bestand dic Glykosilicrung von HSP-1 Hep' aus vier
Ketten, die NeuNAc(a2-3)Gal(f 1-3)GalNAc enthiclien, wihrend die von HSP-1
Hep' aus cinem Disaccharid Gal(B1-3)GalNAc und drei GalNAc bestand. Die
N-terminale Sequenz von HSP-2 zcigte starke Ahnlichkeit mit der von HSP-1,
wenn am N-Terminus von HSP-1 die crsten 15 Aminosuren, von denen zwei
glykositiert waren, ausgel wurden. Allerdings wurden an einigen Positionen
von HSP-2 (Hep® und Hep') zwei Aminossiuren gefunden, was auf mindestens
zwei Isoformen hinweist. Dic beiden Glykosilierungssiellen von HSP-2 stimmten
mit denen von HSP-1 an den Positionen 22 und 27 liberein, und die Struktur
der Zuckerketten entsprach der von HSP-1 Hep®. Die Aminostiure- und Zucker-
analysen von HSP-2 Hep+ und HSP-2 Hep- stimmten tibercin.

Der Vergleich der Aminosi quenzen mit der Proteindatenbank des MIPS
ergab, daB HSP-1 und HSP-2 homolog zu den bovinen Seminalplasmaproteinen
der PDC-109-Familie waren. Wie diese wiesen sie am C-Terminus zwei unter-
cinander homologe Muster vom Fibronektin-Typ-II auf, und am N-Terminus
waren zwei (HSP-1) bzw. eine (PDC-109 und HSP2) homologe Aminosiurcketten
zu finden, die alle Glykosilierungsstelen des Proteins aufwicsen und nur in
dieser Proteinfamilic vorkommen.

HSP-1 und HSP-2 aus beiden Fraktionen banden nach der Isolierung mittels
rp-HPLC nicht an Heparin. AuBerdem war dasselbe Protein (HSP-2) sowohl in
der Heparin bindenden als auch in der nicht Heparin bindenden Fraktion zu
finden. Daraufhin wurde zuniichst der Aggregationszustand der Proteine in
beiden Fraktionen durch AusschluSchromatographie untersucht. Dabei lagen
HSP-1 und HSP-2 aus der Heparin bindenden Fraktion zusammen in cinem in
eincm Aggregat von 90 kDa vor und behielten ihre Heparinbindungsfihigkeit.
Alle anderen Proteine wurden bei 15 kDa als Monomere eluient und banden
bei der Rechromatographie nicht an Heparin. Daraus wurde der SchiuB gezogen,
daB die Heparinbindung durch die Oligomerisation vermittelt wird, dic wicderum
durch dic Glykosilierung der Proteine beeinfluBt wird.

Dic Aminosduresequenz von HSP-7 war bis auf drei Aminosiiuren identisch
mit AWN-1, cinem Heparin und Zona pellucida bindenden Protcin des porcinen
Seminalplasmas, das der Familic der Spermadhisine angehért. Seine Masse



betrug 14775 Da, das Protein war nicht glykosiliert und hatte zwei Disulfid-
brilcken.
Aufgrund der hohen Ubercinstimmung mit AWN bestand eine starke Kreuzre-
aktivitiit mit Anti-AWN. Durch die Inkubation von HSP-7 mit equiner Zona
Hucida und hlicBender Darsteliung des HSP-7 mit Anti-AWN konntc dic
Bmdung von HSP-7 an die arteig Zom flucid: hgewicsen
AuBerdem wurde mit Anti-AWN auf gcwnchenen ejakullenen und eptdldyrmlcn
Hengstspermien aus Nebenhodenkopf, -korper und -schwanz im Bereich des
Aquatorialsegmentes cinc deutliche Immunfluoreszenz nachgewiesen. Auch auf
allen Spermicn aus dem Rete testis und auf cinem Teil der Spermien aus
Hodenparenchym wurde diesc Anti-AWN-Bindung dargestellt. In der immun-
histologie an Priip aus den verschied: Abschnitten des Nebenhodens
sowie des Hodens wurde cine starke Anti-AWN-Bindung im Nebenhodenkopf
am Epithel der Tubuli recti festgestellt sowic cine schwﬁchem und nach dlstal
abnehmende an den Stereozilien des Epithels des Ductus epididymis in Neben-
hodenkopf und -korper. AuBerdem konnte eine Anti-AWN-Bindung an einigen
2.T. benachbarten Spermatogonien in den Tubuli seminiferi festgestellt werden.

Zur Klifrung einer moglichen Funktion der charakterisierten Proteine HSP-1
und HSP-7 bei der Kapazitation/Akrosomreaktion, Bindung an die Eileiterep
thelzellen und Spermien-Zona pellucida-Bindung sind noch weiterfhrende
Untersuchungen nétig.
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7 SUMMARY

Markus Reinert

Structure of heparin-binding proteins in the equine seminal
plasma and immunohistochemical localization of AWN-epitopes

In the present work heparin-binding proteins in the equine seminal plasma
were characterized structuraily and their ligand-binding ability was analysed.
Furthermore HSP-7, which was also found on epididymal sperms, was immuno-
histochemically examinated.

In the bull, heparin-binding proteins of the fibronectin type-11 family (PDC-109,
BSP-A3, BSP-30K) are important for capacitation. In the pig. the heparin- and
carbohydrate-binding proteins of the spermadhesin-family are thought to play
an important role in the interaction of sperm and zona pellucida. Also in the
equine inal pi heparin-binding proteins have been found. CALVETE
ct al. (1994 a) analyscd the N-terminal sequences of the major proteins HSP-1
and HSP-2 and described a structural similarity between both. Also, they
described an equine spermadhesin named HSP-7 in the heparin-binding fraction.
This protein showed a strong immunohistochemical cross-reactivity with Anti-
AWN, a monospecific, polyclonal antibody against the spermadhesin AWN in
the porcine seminal plasma. This antibody also bound to equine spermatozoa.

First, the equine seminal plasma was divided into its heparin-binding (Hep+)
and not heparin-binding (Hep-) fraction using heparin affinity chromatography.
HSP-1 and HSP-2 were found in both fractions, while HSP-7 was found only in
the heparin-binding fraction. Fusther purification of the proteins was performed
by phosphorylcholin affinity chromatography, gelatine affinity chromatography
and rp-HPLC. The molecular mass was determinated using SDS-PAGE-
clectrophoresis and mass spectrometry. The chemical characterization of the
proteins was performed by amino acid analysis, carbohydrate analysls and
N-terminal sequencing. The compiete amino acid seq was d
with proteolytic degradation and seq ing of the fragments. Subsequently it
was examined, whether the cystein-residues were bound in disulphide-bonds.
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With this methods, the complete sequences of HSP-1 (Hep+ and Hep-) and
HSP-7 could be determined.

HSP-1 Hep+ was a 16604,6 Da protein containing 4 disulphide-bonds. The
sequences of HSP-1 Hep+ and Hep- were identical. Nevertheless, in heparin-
binding HSP-1 O-glycosylated threonine was found at the positions 5,12,22 and
27. most probably glycosylated with NeuNAc(a2-3)Gal(b1-3)GalNAc oligo-
saccharides, whereas non-heparin-binding HSP-1 contained a disaccharide
Gal(b1-3)GalNAc and three GalNAc residues. The N-terminal sequence of
HSP-2 showed strong similarities with HSP-1, if the first 15 amino acids (two
of them glycosylated) of the N-terminus of HSP-1 were cut. The fact that two
amino acids were found at some positions of HSP-2 (Hep+ and Hep-) indicates
the existance of at least two isoforms. The two glycosylation sites of HSP-2
were identical with the ones of HSP-1 at position 22 and 27, with a structure
most probably identical with those of HSP-1 Hep+. The analyses of amino
acids and carboanhydrates of HSP-2 Hep+ and HSP-2 Hep- gave identical
results.

A comparison of the amino acid sequences with the protein sequences deposited
in the data bank of the MIPS showed that HSP-1 and HSP-2 were structurally
related to the bovine seminal plasma proteins of the PDC-109 family. They
shared the invariant residues found in the fibronectin type-1T modules, but the
sequence of the N-terminal extention contained two (HSP-1) or one (PDC-109
and HSP-2) structurally related peptides found only in these proteins. The
mentioned peptides contained all the glycosylated residues of the proteins.
Neither HSP-1 nor HSP-2 of both fractions isolated by rp-HPLC retained
heparin-binding activity. Furthermore, HSP-2 was found in a heparin-binding
and a non-heparin-binding fraction. Thercfore, the aggregation states of the
proteins in both fractions were examinated using-size exclusion chix graphy.
HSP-1 and HSP-2 from the heparin-binding fraction formed a 90 kDa heparin-
bound aggregate with the ability to bind heparin. All other proteins were
cluated as monomeres at 15 kDa and did not have heparin-binding ability. It
could be concluded, that the heparin-binding activity is determined by oligome-
rization, which for its part is influenced by the glycosylation of the proteins.

The amino acid sequence of HSP-7 was (except three amino acids) identical
with AWN-1 of the porcine seminal plasma. The molccular mass of HSP-7 was
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14775 Da, the protein was not glycosylated and contained two disulphide-bonds.
Because of the high structural similarity with AWN a strong cross reactivity
with anti-AWN could be seen.
It was possible 10 d the binding of HSP-7 to equine zona pellucida
after oomcubmon of HSP-7 and equine mna pellucuh followed by binding of
anti-AWN to HSP-7. Furthermore a distinct indi could
be shown on washed, cjaculated and epididymal spermatozoa from caput,
corpus and cauda epididymis using anti-AWN. This immunofluorescence by
anti-AWN-binding could also be shown on all spermatozoa from the rete testis
and on some spermatozoa from the testis. By means of the immunohistochemical
staining of tissue slides cut from different sections of the epididymis and testis,
a distinct immunoreaction of the cpithel of tubuli recti in the caput epididymis
and a weaker anti-AWN binding at the stereocilia of the epithel of ductus
epididymis in caput and corpus epididymis could be shown. Also, an anti-AWN
binding on some spermatogonia in the tubuli seminiferi was found.

To explain the function of the now characterized proteins HSP-1 and HSP-7 in
capacitation / acrosome reaction, binding to oviductal epithel cells and
spermatozoa-zona pellucida binding, further investigations will be Y.
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