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Zusammenfassung

Bei Saugern wurden bislang drei Formen der Cystein-reichen sekretorischen Proteine
(CRISPs), CRISP-1, CRISP-2 und CRISP-3, identifiziert. CRISP-1 und CRISP-2 werden
Uberwiegend im mannlichen Genitaltrakt exprimiert, wahrend CRISP-3 in verschiedenen
Geweben und Zellen nachgewiesen wurde. CRISPs besitzen 16 konservierte Cysteinreste, die
Uberwiegend in der C-terminalen Halfte der Proteinsequenz lokalisiert sind. Funktionelle
Untersuchungen an der Ratte zeigen, dal® CRISP-2 an der Spermatogenese und CRISP-1 an
der Gametenfusion beteiligt ist.

Die ldentifizierung eines equinen Seminalplasmaproteins als Mitglied der CRISP-Familie
eroffnete die Mdoglichkeit diese fertilitatsrelevanten Proteine naher zu untersuchen. Die
Identifizierung und Sequenzierung von drei equinen und zwei porcinen CRISPs zeigte, daf}
diese Proteine in weiten Bereichen mit ihren Homologen aus anderen Saugerspezies
identisch sind. Darlberhinaus konnte gezeigt werden, dall CRISP-1 und CRISP-2 im
mannlichen Genitaltrakt nicht wie bisher angenommen auf den Nebenhoden bzw. Hoden
beschrankt sind. Beide Proteine werden in den akzessorischen Geschlechtsdrisen
transkribiert, CRISP-2 darUberhinaus auch im Nebenhodenkopf.

Das im equinen Seminalplasma vorkommende Protein konnte durch
massenspektrometrische Analyse seiner Peptide als CRISP-3 identifiziert werden. Die
leichte Zuganglichkeit groter Mengen dieses Proteins gab die Mdglichkeit zur biochemischen
und biophysikalischen Charakterisierung. Equines CRISP-3 ist ein |dsliches monomeres
Protein mit einem Molekulargewicht von 25 kD. Die 16 Cysteinreste bilden acht
Disulfidbriicken, die das wichtigste strukturgebende Element des Proteins darstellen. CRISP-
3  Dbesitzt wie alle CRISPs keinerlei hydrophobe oder zur Interaktion mit
Phospholipidmembranen geeignet erscheinende Domane. Es konnte allerdings gezeigt
werden, dal} equines CRISP-3 in vitro mit Phospholipidvesikeln wechselwirkt.

Auch bei Pferd und Schwein konnte, wie flr andere Spezies beschrieben wurde, eine
Assoziation der CRISPs an die Spermatozoen nachgewiesen werden, deren Mechanismus
allerdings noch unklar ist. Eine direkte Interaktion mit den Phospholipiden scheint jedoch
moglich. Eine Beteiligung an der Spermatogenese und der Gametenfusion ist damit
prinzipiell méglich. Die Bedeutung von CRISPs fir die Fruchtbarkeit wird durch die
Quantifizierung der spermiengebundenen CRISPs bei 12 verschiedenen Hengsten deutlich.
Die pro Spermium bestimmte Menge CRISPs korreliert sehr gut mit der Fertilitdt der Tiere.
Damit kdnnten CRISPs als Marker fur die Fertilitdt von Zuchttieren geeignet sein.

Auch equines CRISP-3 scheint eine Rolle beim Befruchtungsvorgang zu spielen. CRISP-3
bindet an ein sekretorisches Protein des Endometriums, p19. Dieses Protein der Lipocalin-
Familie ist sehr wahrscheinlich an der frihen Embryonalentwicklung beteiligt. CRISP-3
kénnte im Komplex mit p19 sowohl zum Zeitpunkt der Besamung als auch nach der
Befruchtung eine moéglicherweise regulatorische Funktion haben.

Die Klarung der Funktion von CRISPs bei der Befruchtung bedarf weiterer Untersuchungen.
Mit der Identifizierung der equinen und porcinen CRISPs eroffnet sich die Moglichkeit diese
Proteine an Haus- und Nutztieren mit gut untersuchter Reproduktionsbiologie weiter zu
erforschen.
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Abstract

In mammals, three forms of CRISPs, referred to as CRISP-1, CRISP-2, and CRISP-3, have
been identified. CRISP-1 and CRISP-2 are expressed predominantly in the male genital tract,
but CRISP-3 has been detected in a variety of tissue and cell types. CRISPs are characterized
by 16 conserved cysteine-residues, 14 of them located in the c-terminal half of the protein.
Studies on the rat CRISPs indicate that CRISP-2 seems to be involved in spermatogenesis
while CRISP-1 is thought to play a role in gamete fusion.

The identification of an equine seminal plasma protein as a new member of the CRISP family
has been the basis of further studies on these fertility related proteins. Sequencing of three
equine and two porcine CRISPs revealed a high degree of homology to the known
mammalian CRISPs, particularly to the human homologues. In the equine and porcine male
genital tract the expression of CRISP-1 and CRISP-2 is not restricted to the epididymis and
the testis. Expression of both proteins in accessory sexual glands, and of CRISP-2 in caput
epididymis could be detected.

The seminal plasma protein of the horse has been identifies as CRISP-3 by mass
spectrometry and peptide mapping. The secretion of this protein in seminal plasma allowed
isolation of considerable amounts followed by biochemical and biophysical characterization.
Equine CRISP-3 is a soluble monomeric 25 kDa protein. All 16 cysteine-residues are
engaged in 8 disulphide bridges which seem to be a main structural feature of the protein.
Although CRISP-3, like the other CRISPs, contains no hydrophobic or lipid-binding domains,
the protein does interact with phospholipid vesicles in vitro.

Equine and porcine CRISPs associate with the sperm plasma membrane, as demonstrated
for rat mouse and human CRISPs before. Although the mechanism of membrane interaction
is not known yet, a association with the phospholipid bilayer seems possible. The presence
of CRISPs on the head of acrosome reacted spermatozoa, as demonstrated, is a
prerequisite for participation in gamete fusion. A critical role of CRISPs in fertilization in
supported further by the fact that the amount of sperm bound CRISPs of stallion
spermatozoa shows a strong correlation to the fertility of the stallion as judged by statistics
from artificial insemination obtained during the breeding season. These results indicate that
CRISPs could be useful as a marker in fertility diagnostics.

The physiological functions of CRISP-3 are up to now unknown. Equine CRISP-3, which is
one of the main seminal plasma proteins in the horse, could play a role in the early stage of
fertilization- The binding of CRISP-3 to p 19, a secretory protein of the equine endometrium,
has been demonstrated. P 19, a member of the lipocalin family, seems to play a role in early
development of the embryo. A complex of p 19 and CRISP-3 could play a role, probably as
regulatory factors, at the time of insemination as well as in later events.

The function of CRIPS-3 and also of CRISP-1 and CRISP-2 in the fertilization process has to
be studied in detail, to determine the role of these proteins on a molecular basis. The
identification of equine and porcine CRISPs allows studies on domestic animals with well
characterized reproduction and thus may lead to a better understanding of the molecular
basis of fertilization.

key words: CRISP, male genital tract, fertilization
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hydrophobic interaction chromatography
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1. Einleitung

Die Reproduktionsbiologie beschaftigt sich mit der Entwicklung und Interaktion der
Keimzellen, welche letztlich zu einem neuen Lebewesen fiuhrt. Die Befruchtung, also die
Fusion eines Spermiums mit einer Eizelle, ist nur das Ende einer Reihe komplexer
Vorgange (Review Aitken 1997). Trotz groRer wissenschaftlicher Fortschritte, die nicht
zuletzt durch den Einsatz moderner biochemischer und molekularbiologischer Methoden
ermdoglicht wurden, sind die molekularen Mechanismen der Fortpflanzung noch

weitgehend ungeklart.

Der Ablauf des Befruchtungsvorgangs wird beim Sauger in verschiedene Abschnitte
unterteilt. Nach der Ejakulation wandern die Spermien im weiblichen Genitaltrakt
zunachst in den Eileiter (Ovidukt). Hier werden die Spermien bis zur Ovulation der Eizelle
gespeichert. Nach der Freisetzung durchlaufen sie einen notwendigen, aber bisher nur
wenig verstandenen Prozel, die Kapazitation. Erst danach sind die Spermien in der Lage
die Eizelle zu befruchten. Die eigentliche Interaktion zwischen Spermien und Eizelle
beginnt mit der Bindung der Spermien an die Oocyte umgebende zona pellucida,

wodurch in kapazitierten Spermien eine Exocytose, die sogenannte Akrosomreaktion
ausgelost wird. Die Freisetzung lytischer Enzyme ermdglicht die Penetration derzona

pellucida und die Spermien erreichen die Eizelle. Nach Bindung an die Zellmembran der
Oocyte wird die Fusion eingeleitet. Die Penetration der Eizellmembran fuhrt zur

Aktivierung der Eizelle und die Entwicklung des Embryos beginnt.

Voraussetzung dafur ist die vollstandige Entwicklung und Reifung der Keimzellen. Daher
soll auf die Vorgange von der Entwicklung eines Spermiums bis zur eigentlichen

Befruchtung naher eingegangen werden.

Spermatogenese

Als Spermatogenese bezeichnet man die Bildung haploider Keimzellen (Spermien) aus
diploiden Stammzellen (Spermatogonien) im Hoden. Die Spermatogonien vermehren sich
durch mitotische Teilung. Mit Beginn der Differenzierung entwickeln sich zunachst
Spermatocyten |. Ordnung, aus denen durch die beiden Reifeteilungen (Meiose) je zwei
Spermatocyten Il. Ordnung (nach der 1. Reifeteilung) und schliellich je vier Spermatiden

(nach der 2. Reifeteilung) entstehen.



Neben den Spermatogonien findet man im Hoden weitere sehr spezialisierte Zellen: Die
Leydig-Zellen liegen aulerhalb der Samenkanadlchen in der Umgebung der
Blutkapillaren. Sie produzieren unter hormoneller Kontrolle der Hypophyse
(Luteinisierendes Hormon LH) das mannliche Sexualhormon Testosteron. Die als Sertoli-
Zellen bezeichneten somatischen Zellen der Samenkanalchen Ubernehmen
verschiedene Aufgaben. Sie blden die Blut-Hoden-Schranke, eliminieren nicht
lebensfahige Spermien durch Phagocytose und unterstitzen die Entwicklung der
Spermatogonien zu unreifen Spermien. Die Spermatogonien sind mit den Sertoli-Zellen
und untereinander durch gap-junktions und Desmosom-ahnliche Strukturen miteinander
verbunden. Wahrend ihrer Entwicklung wandern die Keimzellen in Richtung des Lumens
der Hodenkanalchen, begleitet von Verschlul und Nebildung der Zell-Zell-

Verbindungen.

Die Einleitung und zeitliche Steuerung dieses Reifungsprozesses ist bis heute noch
weitgehend ungeklart. Neuere Arbeiten zeigen jedoch in eindrucksvoller Weise, dal} die
Reifung von den Spermatogonien und nicht von den Sertoli-Zellen kontrolliert wird. Die
Madoglichkeit der Transplantation von Spermatogonien zwischen Maus und Ratte erlaubt
die Beobachtung der Spermatogenese einer Spezies in einem fremden Organismus. Es
zeigte sich, dal® die Spermatogenese immer dem Zeitablauf der Spenderspezies folgt.
Die Spermatogenese wird folglich durch den Genotyp der Keimzellen bestimmt und nicht
durch die umgebenden somatischen Zellen. Die Sertoli-Zellen unterstlitzen sowohl die
Reifung eigener als auch fremder Spermien, so dal} selbst die parallele Entwicklung der
Spermatocyten zweier verschiedener Spezies in einer Testis mdglich ist Franca et al.
1998).

Bereits wahrend der Reifung der Spermatocyten zu Spermatiden kénnen Veranderungen
in der Expression verschiedener Proteine beobachtet werden. Eine Bedeutung dieser
Proteine an der Spermatogenese wird diskutiert Cossio et al. 1995). Die Spermatiden

entwickeln sich unter Chromatinkondensation, Langsstreckung, Mitochondrienfusion,
Ausbildung des Flagellums vom distalen Centriol aus und Abstof3ung des Cytoplasmas
zu unreifen Spermien. Diese zeigen bereits den typischen Aufbau eines Spermatozoons
(Abb. 1-1). Wahrend dieser Phase bilden sie einen proakrosomalen Vesikelaus dem das

spatere Akrosom entsteht.

Das Akrosom kann aufgrund seiner Entstehung aus fusionierenden Golgi-Vesikeln und

seiner enzymatischen Ausstattung als ein spezialisiertes Lysosom betrachtet werden. Es
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Abb. 1-1: Schematische Darstellung eines Spermiums

enthalt ebenso wie Lysosomen viele hydrolytische Enzyme, darunter Proteasen und
Hyaluronidasen, die vermutlich fir das Durchdringen der die Oocyte umgebenden
Glykoproteinmatrix, der zona pellucida, benétigt werden. Weiterhin enthalt das Akrosom
auch spezifische Proteasen, die in Lysosomen nicht vorkommen, z.B. Proacrosin, die

inaktive Vorstufe von Acrosin (Yanagamachi 1994).

Spermien werden morphologisch in Kopf, Mittelstick und Schwanz unterteilt. Auch die
Plasmamembran von Spermien ist im Unterschied zu somatischen Zellen in bstimmte
voneinander abgegrenzte Bereiche gegliedert: Akrosom oder akrosomale Kpape,
Aquatorialsegment, Postakrosom, Mittelstiick und Schwanz (Abb. 1-1). Diese Gliedrung
scheint mit den darunter liegenden Organellen in Zusammenhang zu stehen.
Beispielsweise umfalit die akrosomale Kappe das Akrosom und das Mittelstick den
Bereich des Flagellums, in dem sich die Mitochondrien befinden. Die Organisation und
Aufrechterhaltung der Kompartimentierung wird vermutlich durch Membranproteine
erreicht, welche mit dem darunterliegenden Cytoskelett verbunden sind Mei et al. 1997,
Moos et al. 1998). Die Membrankomponenten kénnen zwar innerhalb einer Region nicht
aber zwischen den Regionen frei diffundieren. Dies gilt insbesondere fur

Membranproteine, Cholesterol und Glykolipide Eddy 7994). Die Kompartimentierung
7



kann beispielsweise Uber monospezifische Antikorper oder Lektine, die spezifische

Kohlenhydratstrukturen erkennen, demonstriert werden.

Oogenese

Die Oogenese beginnt bereits wahrend der Embryonalentwicklung. Es entstehen durch
mitotische Teilung der Urkeimzellen im Ovar Oogonien, aus denen sich Oocyten |I.
Ordnung entwickeln, die von einer Follikelzellschicht umgeben sind (Primarfollikel). Die
Oocyten |. Ordnung sind in der Prophase der ersten Reifeteilung arretiert. Nach der
Geschlechtsreife entwickeln sich die Follikel unter hormoneller Kontrolle weiter. Das
Follikelepithel wird vielschichtig und der Follikel wird von Bindegewebe umschlossen
(Sekundarfollikel). In diesem Stadium beginnt die Bildung der die Eizelle umgebenden
Glykoproteinschicht, der zona pellucida. Je nach Spezies reifen in jedem Zyklus ein oder
mehrere Follikel unter Bildung der flussigkeitsgefullten Follikelhdhle zu Graaf’'schen
Follikeln (Tertiarfollikeln). Die Meiose wird erst in den reifen Follikeln fortgesetzt. Die
zweite Reifeteilung wird in der Metaphase unterbrochen und erst nach der Befruchtung

vollendet (Wassarman 1994).

Die Oocyte (Abb. 1-2) ist zum Zeitpunkt der Ovulation vollstandig gereift. Im Gegensatz

dazu sind testikulare Spermien nicht befruchtungsfahig.

cumuluc oophorus

zona pellucida

Oocyte

Abb. 1-2: Schematische Darstellung einer Oocyte.



Ampullen

Samenleiter

Samenblase

Nebenhodenschwanz

(cauda epididymis)
Prostata

Nebenhodenkorper
(corpus epididymis)

Bulbourethaldriise

Hoden (testis)

Nebenhodenkopf
(caput epididymis)

Abb. 1-3: Schematische Darstellung der médnnlichen Geschlechtsorgane

Posttestikulare Spermienreifung

Nach der Spermatogenese im Hoden passieren die Spermien den Nebenhoden
(Epididymis). Die Epididymis liegt zwischen Hoden und Samenleiter (Abb1-3). Sie
besteht aus einem vielfach aufgewundenen Kanal mit stark gefalteten Wanden und
Mikrovillibesatz, der zur VergroRerung der Oberflache fuhrt. Der Nebenhoden wird in drei
Bereiche unterteilt, die als Nebenhodenkopf, -kérper und -schwanz (caput, corpus und
cauda) bezeichnet werden. Diese unterscheiden sich in ihrer Proteinexpression und
-sekretion. Im Nebenhodenkopf und -korper durchlaufen die Spermien eine Reihe von
Veranderungen, die als Nebenhodenreifung bezeichnet  werden. Der
Nebenhodenschwanz dient als Speicherorgan fur gereifte Spermatozoen, die dort nach

der Passage von Nebenhodenkopf und-kérper bis zur Ejakulation verblaben.

Beim Eintritt in den Nebenhoden sind die Spermien weder beweglich noch
befruchtungsfahig. Diese Fahigkeiten erlangen sie erst wahrend ihrer Passage durch die
Epididymis. Im Verlauf des Reifungsprozesses beobachtet man im Kern eine
Stabilisierung des Chromatins und eine Vernetzung der Protamine durch zusatzliche
Disulfidbricken. Die Lipidzusammensetzung und damit die Fluiditat der Plasmamembran,
insbesondere der Cholesterolgehalt, wird modifiziert. Anderungen der Proteinausstattung
9



der Membran koénnen zwischen einzelnen Membrankompartimenten variieren. Die
Steuerung dieser Vorgange ist noch unklar, allerdings werden einige dieser
Veranderungen durch Enzyme des Nebenhodensekrets bewirkt, beispielsweise
Anderungen der Kohlenhydratstruktur von Glykoproteinen, Cluster-Bildung, verénderte
Lokalisation auf der Spermienoberflache Srivastava und Olson 1991), Variationen der
Epitop-Expression und posttranslationale Modifikation Review: Myles 1993, Linder et al.
1995, Cooper 1996). Diese Prozesse sollen im folgenden an einigen ausgewahlten

Beispielen erlautert werden.

Das Nebenhodensekret enthalt sowohl extrazellulare Glykosidasen als auch
Glykosyltransferasen. Die Sekretion dieser Proteine ist in den einzelnen Regionen des
Nebenhodens verschieden, was auf eine schrittweise Modifikation von Glykostrukturen
wahrend der Nebenhodenpassage deutet. Ein Beispiel fur diese Vorgange ist ein 26 kD
Glykoprotein der Rattenspermien, dessen Kohlenhydratanteil 60% der Gesamtmasse

ausmacht. Wahrend der Nebenhodenpassage konnte die Ubertragung von Galactose auf
endstandige N-Acetyl-Glucosaminreste durch eine Galactosyltransferase gezeigt werden
(Fourie et al. 1996).

Beispiele fur die Anderung der Lokalisation und proteolytische Prozessierung wahrend
der Nebenhodenpassage sind die bereits im Hoden exprimierten integralen
Membranproteine PH-20 und PH-30 (Fertilin, Blobel et al. 1992). Diese Proteine sind im

Hoden auf dem gesamten Spermium (PH-20) bzw. dem gesamten Kopf (PH-30) verteilt.
Nach der Nebenhodenreifung ist die Lokalisation beider Proteine auf das Postakrosom
beschrankt. Diese Veranderung der Lokalisation ist mit einer proteolytischen
Prozessierung gekoppelt, die zur Prasentation neuer Epitope fuhrt. Die im Nebenhoden
aktiven Proteasen sind bislang noch unbekannt, die Prozessierung a3t sich aberin vitro

mit Trypsin imitieren. Fur PH-30 wurde auch eine autokatalytische Prozessierung
postuliert, da dieses Protein eine Metalloproteasedomane enthalt, die nach der

Nebenhodenpassage nicht mehr nachweisbar ist Review: Evans und Kopf 1998).

Neben der Modifikation vorhandener Proteine assoziieren sekretorische Proteine des
Nebenhodenepithels (Vreeburg et al. 1992), darunter das fur die Vorwartsbeweglichkeit
notwendige forward motility protein (Acott et al. 1978, Acott et al. 1981, Acott et al. 1983,

Majunder et al. 1990), an die Spermienmembran. Lange Zeit wurde angenommen, dafl}
diese Proteine nur peripher an die Membran assoziieren, wahrend

Transmembranproteine bereits wahrend der Spermatogenese synthetisiert werden.
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Neuere Arbeiten zeigen jedoch, dal} einige Proteine des Nebenhodensekrets, darunter
die DE-Proteine der Ratte, nicht nur oberflachlich an die Plasmamembran binden,
sondern sehr fest assoziiert werden. Die Mechanismen fur diese Assoziation sind noch
unbekannt. Kirzlich konnte fir ein humanes Nebenhodenprotein gezeigt werden, dal

dieses Uber Glycosylphosphatidylinositol (GPI, Abb. 1-4) in der Membran verankert wrd.

o]

Protein —C

Abb. 1-4: Grundstruktur eines GPI-Ankers

Das humane epididymale CD 52 Antigen wird wahrend der Nebenhodenpassage Uber
seinen GPI-Anker in die Spermienmembran integriert Kirchhoff et al. 1997, Schroter et al.

1997). GPl-verankerte Proteine scheinen auch als Membranrezeptoren fur l0sliche
Proteine zu fungieren (Fraser 1998). Obwohl GPI-Anker nur in die aul3eren Lipidschicht
der Membran eingelagert sind, konnte fur GPl-verankerte Proteine von Leukozyten
gezeigt werden, dal} sie durch Aktivierung einer Tyrosinkinase an der Signaltransduktion
beteiligt sind. Der Mechanismus der Aktivierung eines intrazellularen Enzyms durch ein
nur in der aulReren Lipidschicht der Membran verankertes Protein ist zur Zeit noch unklar.
Nach der Abspaltung des GPI-Ankers ware aber eine Interaktion der Spaltprodukte mit

anderen Rezeptoren denkbar (Pratt und Gaulton 1993).

Manche intrazellularen Enzyme der Spermien werden erst wahrend der
Nebenhodenreifung aktiviert. Ein eindrucksvolles Beispiel ist die Aktivierung der
Proteinkinase A. Pmoteinkinase A ist zwar bereits in testikularen Spermien vorhanden,
zeigt jedoch nur geringe Aktivitat. Wahrend der Passage durch die Epididymis wird sie an
der Membran verankert und aktiviert Sullivan 1998). Auch hier wird die Beteiligung eines
epididymalen GPI-Proteins vermutet. Nebenhodenschwanzspermien sind im Gegensatz
zu Nebenhodenkopfspermien bereits in der Lage, eine Eizelle zu befruchten. Diese
Fahigkeit erlangen sie durch die Vvielfaltigen Reifungsprozesse wahrend der
Nebenhodenpassage. Die Verankerung der Proteinkinase A ist einer von vielen Faktoren,

die dazu beitragen.
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Der Befruchtungsvorgang

Akzessorische Geschlechtsdriisen und Seminalplasma

Bei der Ejakulation werden die Spermien mit den Sekreten der akzessorischen
Geschlechtsdriusen, dem Seminalplasma, vermischt. Der Begriff akzessorische
Geschlechtsdrisen umfalt die sekretorischen Verdickungen der Samenleiter, die
Ampullen, die Samenblasen, die Prostata und die Bulbourethraldriisen. Speziesabhangig
werden nicht alle dieser Organe ausgepragt. Die Hauptmenge des Seminalplasmas wird
von der Samenblase, ein geringerer Anteil von den Ubrigen akzessorischen
Geschlechtsdrisen produziert. Das Seminalplasma enthalt neben verschiedenen
Proteinen Gelbildner, bbgene Amine, das Antioxidans Ergothionin sowie Citrat, das als
Puffersubstanz und neben K-lonen der Osmoregulation dient. Die Proteinausstattung
des Seminalplasmas ist speziesabhangig unterschiedlich. Die wichtigsten
Seminalplasmaproteine bei Pferd, Rind und Schwein Esch et al. 1983, Seidah et al.

1987, Scheit et al. 1988, Einspanier et al. 1991, Wempe et al. 1992, Calvete et al. 1994,

Calvete et al. 1996a, Calvete et al. 1996b, Calvete et al. 1997,) sind in Tabelle 1-1

dargestellt.

Tabelle 1-1: Hauptproteinkomponenten des Seminalplasmas von Hengst, Eber und Bulle

Pferd Schwein Rind
Fibronectin-Typ HSP-1, HSP-2 pB1 PDC-109
Spermadhasine AWN AWN-1, AWN-2, AQN-1, AQN-2, AQN-3 aSFP
CRISPs CRISP-3 (HSP-3)

Durch den Kontakt der Spermien mit dem Seminalplasma wird eine Anreicherung von
Seminalplasmaproteinen auf der Spermienoberflache beobachtet. Diese Proteine dienen
als Dekapazitazionsfaktoren dem Schutz der Spermien bei der Ejakulation und der
Passage durch den weiblichen Genitaltrakt. Andere Proteine tragen zur gelartigen
Verfestigung des Ejakulats bei und verhindern so ein AbflieRen aus dem weiblichen
Genitaltrakt.

Die Rolle des Ovidukts

Die Spermien gelangen nach der Ejakulation aus dem Uterus zunachst in den Isthmus,
den uterusnahen Bereich des Eileiters (Ovidukt), wo sie mit den Epithelzellen interagieren

(Thomas et al. 1997) und ihre aktiven Bewegungen nahezu einstellen. Die Bindung der
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Spermien an das Oviduktepithel wird vermutlich Uber Kohlenhydrate vermittelt, die von
spezifischen Kohlenhydrat-bindenden Proteinen, Lektinen, der Spermien erkannt werden
(Suarez 1998, Suarez et al. 1998). Beim Rind verlauft die Bindung Uber Fucose-Reste
(Lefevbre et al. 1997). Die Kohlenhydratreste, die bei der Bindung erkannt werden,

konnen speziesabhangig varieren.

Das Ovidukt dient jedoch nicht nur als Spermienspeicher, sondern spielt eine wichtige
Rolle fir das Uberleben der Spermien, die Regulation der Kapazitation, sowie die Anzahl
Spermatozoen, die auf die Eizelle treffen. Die Bindung an das Oviduktepithel bewirkt die
Erhaltung eines niedrigen intrazellularen Calciumspiegels in den Spermien trotz der
hohen Calciumkonzentration im Ovidukt und halt die Spermien im unkapazitierten
Zustand (Dobrinski et al. 1997). Dies ermdglicht das Uberleben der Spermatozoen bis zur
Ovulation, da kapazitierte Spermien nur eine kurze Lebensdauer haben. Das Ovidukt

spielt aber auch eine Rolle flir die Steuerung der Kamzitation (Ellington et al. 1993).

Kapazitation

Die Kapazitation (Yanagimachi 1994) ist ein durch Ca**-Influx gekennzeichneter, wenig

definierter Vorgang, der die Spermien befahigt, die Eizelle zu befruchten. Wahrend der
Kapazitation treten erneut verschiedene Modifikationen der Spermien auf. Einige Enzyme
werden aktiviert, die Membranzusammensetzung und die Stoffwechselaktivitat verandern
sich, ebenso die Menge oder Lokalisation bestimmter Glykoproteine Medeiros und

Parrish 1996).

Kapazitierte Spermien zeigen Anderungen in ihren Bewegungsmustern, die als
Hyperaktivierung bezeichnet werden. Die Kapazitation 4Rt sich auch durch C&'-
abhangige Fluorophore wie Chlortetracyclin (CTC), anhand der Tyrosinphosphorylierung
bestimmter Proteine und der Induzierbarkeit der Akrosomreaktion verfolgen. Am
gebrauchlichsten ist derzeit die CTC-Farbung Varner et al. 1987, Varner et al. 1992,
Adeoya-Osiguwa und Fraser 1993), bei der je nach Zustand der Spermien

charakteristische Fluoreszenzmuster auftreten (Abb.1-5).

Die Kapazitation kann in vitro in Kulturmedien mit Ca#*, HCO3 und BSA erreicht werden.
Die Funktion dieser Substanzen, insbesondere des Albumins (BSA) bei der Kapazitation
war lange Zeit strittig. Mit der Aufklarung der Signaltransduktionskaskaden, die zur
Kapazitation filhren, wurde die Bedeutung von C&* und HCOs klar (Review Fraser

1995). Die Rolle von BSA scheint inzwischen ebenfalls geklart zu sein. Es konnte gezeigt
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Abb. 1-5: CTC-Fiarbung von Hengstspermien in verschiedenen Stadien. a: unkapazitiert, b: kapazitiert, c:
akrosomreagiert

werden, dal} in vitro Cholesterol aus der Spermienmembran von BSA gebunden wird. Die

Bedeutung des Cholesterolefflux aus der Spermienmembran ist allgemein aerkannt.

Bislang wurde angenommen, dal} der Cholesterolefflux die Fluiditat der Membran so
modifiziert, dal} die nachfolgende Akrosomreaktion erleichtert wird. Der Verlust von
Cholesterol ist aber darUber hinaus auch notwendig fiur die Induktion der
Signaltransduktionskaskaden (Zarintash et al. 1996), die zur Hyperaktivierung (Cross und
Razy-Faulkner 1997) und Akrosomreaktion fihren. Dartiberhinaus wurde die Exposition
eines Mannose-Rezeptors beobachtet, der eine Rolle fur die Interaktion mit den
Glykoproteinen der zona pellucida spielen konnte. High-density-Liporoteine (HDL) und
weitere Lipidtransferproteine des Oviduktsekrets spielen durch die Bindung von
Cholesterol der Spermienmembran eine wichtige Rolle bei der Kapazitationin vivo
(Review Cross 1998).

Die Signaltransduktion des Spermiums wird durch den Anstieg der intrazellularen C%'-
und HCOj3 -Konzentration ausgelost. Parallel steigt durch den Cholesterol-Verlust der
intrazellulare pH-Wert (Cross 1998) und es kommt zu einer Hyperpolarisation der
Zellmembran (Abb. 1-6). Wahrend der Kapazitation werden lonenkanale und -transporter
aktiviert sowie eine Ca#*-ATPase deaktiviert (Fraser und McDermott 1992, DasGupta et
al. 1994), so dak Ca** und HCOjs in die Zelle einstrdmen und K aus der Zelle ausstromt.
Der Anstieg der Ca*-Konzentration aktiviert Adenylatcyclasen und fiihrt somit zur
Erhdhung des cAMP-Spiegels, welche die Aktivierung der cAMP-abhangigen
14



Proteinkinase A zur Folge hat Carrera et al. 1996, Galantino-Homer et al. 1997, Visconti

et al. 1998, Review Visconti und Kopf 1998). Proteinkinase A phosphoryliert Serin- und

Threoninreste an ihren Zielproteinen und aktiviert oder inhibiert diese. Proteinkinase A ist
im Mittelstiick an das Cytoskelett gebunden (Moos et al. 1998) und spielt eine Rolle bei

der Steuerung der Motilitat (Mei et al. 1997, Visconti et al. 1997).

Obwohl noch nicht geklart ist, wodurch die lonenkanale der Spermien aktiviert werden,
liegen der Kapazitation dieselben Signaltransduktionswege zugrunde, die bereits von
somatischen Zellen bekannt sind. Allerdings werden bei den Spermatozoen im
Gegensatz zu somatischen Zellen Rezeptoren mit Tyrosinkinaseaktivitat nicht direkt
durch die Bindung des entsprechenden Liganden aktiviert. Die Tyrosinkinasen der
Spermien werden cAMP-abhangig reguliert, ein bislang einzigartiger Mechanismus
(Fénichel et al. 1996, Galantino Homer 1997, Aitken et al. 1998, Visconti und Kopf 1998).

Es ist noch nicht bekannt, wodurch die Kapazitation und das Loslésen der Spermien vom
Epithel ausgeldst und reguliert wird. Bei einigen Spezies ist dieser Vorgang allerdings mit
der Ovulation koordiniert, d.h. die Spermien kapazitieren erst dann, wenn die Ovulation

stattgefunden hat. Die Diskussionen Uber die auslésenden Faktoren umfassen praktisch
Cholesterol-Efflux HCO; Ca2t K*

Rezeptoraktivierung

yperpolarisierung

e [N
i A[Ca¥, HCO,

AcAMP
ApH;

ACAMP — = 5’AMP

VRN
Tyrosinkinase Tyrosinphosphatase
+l l-
Tyrosin-Phosphorylierung

Abb. 1- 6: Die wichtigsten bei der Kapazitation auftretenden Verdnderungen des Spermiums und ihr
Zusammenhang mit der Signaltransduktion. AC=Adenylatcyclase, PDE=Phosphodiesterase, PK-A=Proteinkinase A
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alle im weiblichen Genitaltrakt vorkommenden Substanzen, insbesondere Proteine und

Hormone.

Die kapazitierten Spermien binden nicht mehr an das Oviduktepithel, sondern bewegen
sich aktiv in Richtung des Ovars und treffen im oberen Teil des Ovidukts, der Ampulle,

auf die Eizelle. Damit beginnt die eigentliche Interaktion der beiden Gameten.

Zunachst muly das Spermium den cumulus oophorus, eine Hille von Cumulus-Zellen
passieren. Das grofdte Hindernis auf dem Weg des Spermiums zur Eizelle ist jedoch die

zona pellucida, eine dichte Glykoprotenmatrix, die die Eizellen der Sauger umgibt.

Bindung an die zona pellucida

Die zona pellucida ist 2 bis 25 ym dick und besteht aus drei Glykoproteinen, die bei der

Maus als ZP 1, ZP 2 und ZP 3 bezeichnet werden. Aufgrund uneinheitlicher Benennung

der Proteine anderer Spezies, werden die Zona-Proteine nach ihren Genen ZPA, ZPB
und ZPC genannt. Diesen entsprechen ZP2 (=ZPA), ZP 1 (=ZPB) und ZP 3 (=ZPC) der
Maus. ZPA und ZPC bilden heterodimere Filamente, die uber ZPB-Homodimere
quervernetzt sind (Abb. 1-7, Wassarman et al. 1996, Yurewicz et al. 1998).

Abb. 1-7: Aufbau der zona pellucida (schematisch). weiBl-grau: ZPA-ZPC-Heterodimere, schwarz: ZPB Homodimere

Sowohl die Kohlenhydratketten als auch die Proteine werden als Liganden bei der
Bindung der Spermien an die zona pellucida diskutiert (Jones und Williams 1990,
Review: Foltz 1995). Dabei unterscheidet man vor und nach der Akrosomreaktion
primare und sekundare Bindung der Spermien an diezona pellucida. Die Bindung an die
zona pellucida ist bei der Maus am besten untersucht. Daher sollen die folgenden

Ablaufe an diesem Beispiel erlautert werden.

Der wichtigste Ligand fur die primare Bindung scheinen O-glykosidische Kohlenhydrate
von ZPC zu sein (Wassarman 1992, Wassarman 1995a, Wassarman 1995b). Die
Beteiligung von N-glykosidisch verknupften Strukturen wird derzeit diskutiert Shur 1998).

Welche Spermienproteine als primare Rezeptoren in Frage kommen ist noch unklar.
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Kohlenhydratstrukturen mit Galactose, N-Galactosamin, N-Glucosamin, Fuscose und
Mannose kommen als Liganden in Frage (Thaler und Cordullo 1996, Shur 1998, Loeser
und Tulsiani 1999). Als mdgliche primare Zona-Rezeptoren werden beispielsweisep-1,4-
Galactosyltransferase (GalTase), und die Proteine p95 und sp56 diskutiert. GalTase und
sp56 binden die Kohlenhydratanteile derzona pellucida, fir p95 wird sowohl eine Protein-
Kohlenhydrat als auch eine Protein-Protein-Interaktion diskutiert Wassarman und
Litscher 1995, Shur 1998). Die Transmembranproteine GalTase und p95 kdénnen direkt
die zur Akrosomreaktion fuhrende Signalkaskade auslosen Gong et al. 1995), periphere
Membranproteine wie sp56 nur indirekt. Fir GalTase konnte bereits die Aktivierung von
G-Proteinen gezeigt werden, allerdings sind GalTase defizienteknock out Mause fertil
und die Bindung ihrer Spermien an diezona pellucida ist unverandert (Shur 1998). Es ist
daher wahrscheinlich, dafld nicht nur ein primarer Zona-Rezeptor existiert, sondern die
primare Bindung und Auslésung der Akrosomreaktion speziesspezifisch Uber mehrere

Rezeptoren vermittelt wird Wassarman 1995c, Johnston et al. 1998).

Neben den bisher genannten Proteinen wird auch fur PH-20, sp47 und eine
Mannosidase eine Beteiligung an der Zona-Bindung diskutiert. Bei anderen Spezies
werden dartberhinaus weitere potentielle Zona-Rezeptoren diskutiert. Beim Schwein
dominieren N-glykosidisch verknupfte Kohlenhydrate als Liganden Kudo et al. 1998). Es
wurde gezeigt, dal® neben sp47 (Ensslin et al. 1998) und p68/62 (Tanphaichitr et al.
1998) auch Spermadhasine an Kohlenhydrate der porcinen zona pellucida binden.
Spermadhasine sind kleine  Seminalplasmaproteine, die peripher an die
Spermienmembran assoziieren Review Topfer-Petersen et al. 1995a, Tdpfer-Petersen et
al. 1995b, Tdpfer-Petersen et al. 1997, Tépfer-Petersen et al. 1998). Auch Zonadhasin
(Hardy und Garbers 1995, Gao und Garbers 1998) kdnnte eine Rolle spielen.

Die sekundare Bindung an die zona pellucida erfolgt Uber ZPA. Als sekundarer Rezeptor
wirkt vermutlich eine Protease, eventuell Acrosin ones und Wiliams 1990, Wassarman

1992, Review: Foltz 1995). Dieses besitzt neben der Proteaseaktivitat eine Affinitat zu
sulfatierten Kohlenhydraten, im Fall des Akrosins zurzona pellucida und zu Fucoidan.

Ein anderer moglicher sekundarer Zona-Rezeptor ist PH-20, ein 64 kD Protein mit
Hyaluronidase-Aktivitat. PH-20 nach der Akrosomreaktion auch auf der inneren
akrosomalen Membran nachweisbar und kdonnte dort als sekundarer Zona-Rezeptor

fungieren.
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Die Erkennung von Kohlenhydratstrukturen ist ein zentrales Element der Bindung an die
zona pellucida und der Auslosung der Akrosomreaktion. Die speziesabhangig
unterschiedliche Glykosylierung der zona pellucida wird auch als Element der

Speziesspezifitat der Fortpflanzung diskutiert. Die Interaktion von Proteinen mit
Kohlenhydraten wird Uberwiegend von Wasserstoffbricken und in geringerem Ausmafl
von hydrophoben Wechselwirkungen vermittelt Weis und Drickamer 1996). Die Bildung

von Wasserstoffbricken zwischen den Sauerstoffatomen und Hydroxylgruppen der
Zucker und basischen und sauren Aminosauren in einer definierten Orientierung erlaubt

die spezifische Erkennung bestimmter Kohlenhydratstrukturen.

Akrosomreaktion

Die Akrosomreaktion ist ein exocytotischer Prozel3, bei dem die auliere akrosomale
Membran (outer acrosomal membrane, OAM) und die Plasmamembran fusionieren
(Abb. 1-8). Zwischen der Plasmamembran und OAM liegt ein Actin-Gerust, welches
vorzeitige, spontane Fusion dieser beiden Membranen und damit die spontane

Akrosomreaktion verhindert.

Die Akrosomreaktion wird durch die Bindung an diezona pellucida induziert. Die Zona-
Rezeptoren aktivieren Uber einen oder mehrere Rezeptoren G-Proteine. Der weitere
Ablauf ist noch nicht vollstindig gekldrt. Die Erhohung der intrazellularen C&'-
Konzentration lal3t auf eine Phosphatidylinositolkaskade schlieen. Durch Diacylglycerol,
ein Spaltprodukt von Phosphatidylinsositoldiphosphat, wird die C&"-abhangige
Proteinkinase C aktiviert. Es ist noch weitgehend unbekannt, welche Proteine durch die
Proteinkinase C aktiviert werden. Man beobachtet allerdings Tyrosinphosphorylierung
(Naz et al. 1996, Brewis et al. 1998), den Abbau der Aktinfilamente zwischen
Plasmamembran und OAM und die Aktivierung von lonenkanalen §pungin und Breitbart
1996).

Auf den ersten C&*-Influx folgt eine zweite starkere Erhdhung der intrazellularen C4
Konzentration. Dabei spielt neben der Aktivierung von lonenkandlen auch die
Depolarisierung der Plasmamembran und dadurch ausgeléste Offnung von
spannungsgesteuerten Ca*-Kanalen eine Rolle (Arnoult et al. 1996, Florman 1998). Die
Ca**-Kanale werden vermutlich erst bei der Kapazitation in Funktion gesetzt und sind
durch die Hyperpolarisierung bis zur Akrosomreaktion geschlossen. Die Erhdhung des
Ca®*-Spiegels induziert die Exocytose, analog zur gesteuerten exocytotischen

Freisetzung sekretorischer Vesikel in somatischen Zellen. Plasmamembran und OAM
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fusionieren an mehreren Stellen und I6sen sich im Gegensatz zur Exocytose somatischer

Zellen vom Spermienkopf, so dal® bei der Akrosomreaktion die innere akrosomale
Membran (IAM) freigelegt wird (Abb.1-8).

PM

VR

7

J

Abb. 1-8: Schematische Darstellung der Akrosomreaktion (nach: Yanagamachi 1988)

A=Akrosom, ES=Aquatorialsegmant, PM=Plasmamembran, OAM=AuBere Akrosomale Membran, IAM=Innere
Akrosomale Membran

Durch die Freisetzung der hydrolytischen Enzyme wird die zona pellucida partiell

gespalten und die Spermien durchdringen die Glykoproteinhtlle. Daneben treten mit der
Akrosomreaktion erneut Veranderungen in der Plasmamembran des Spermiums auf.
Einerseits wird durch die Akrosomreaktion die innere akrosomale Membran (IAM) des
Spermiums exponiert, andererseits findet man eine Neuorientierung von verschiedenen
Proteinen der Plasmamembran. Diese Veranderungen betreffen Uberwiegend die speziell
fur die spatere Fusion mit der Eizelle relevanten Regionen, die Aquatorialregion sowie
den postakrosomalen Bereich Review: Myles 1993). Nach der Akrosomreaktion sind die
Spermien in der Lage, die zona pellucida zu durchdringen und mit der Eizelle zu

fusionieren.

Fusion

Auch die Bindung des Spermiums an die Eizelle ist ebenso wie die Bindung an diezona
pellucida eine spezifische Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung. Die Bindungsproteine
befinden sich im Aquatorialsegment bzw. im hinteren Bereich des Kopfsegments der
Spermatozoen (Review: Myles 1993, Abb.1-9a). In diesem Membranbereich findet man
nach abgeschlossener Akrosomreaktion vermehrt Proteine, von denen man annimmt,
dald sie an der Bindung an das Oolemma und an der Fusion der Gameten beteiligt sind.
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Bindung und Fusion kdnnen durch Antikorper gegen Immunzellen blockiert werden,
woraus geschlossen wurde, dal® hier Fc-Rezeptor-und CD 4-ahnliche Proteine beteiligt
sein konnten. (Review: Foltz 1995). Man vermutet weiterhin, dal’ Integrine bei der Zell-
Zell-Erkennung zwischen Spermium und Eizelle eine Rolle spielen. Auf Eizellen konnten
verschiedene Integrine nachgewiesen werden, wobei dem IntegrinogP4, das auf den

Mikrovilli der Eizelle lokalisiert ist, besondere Bedeutung zuzukommen scheint Almeida

et al. 1995). Diese These wird unterstltzt durch die Identifizierung von Integrinliganden,
sogenannte Disintegrine, in der Spermienmembran. Die meisten Disintegrine
prasentieren das Tripeptid RGD an ihrer Oberflache. Das am besten untersuchte
Spermien-Disintegrin ist PH-30 oder Fertilin Blobel et al. 1992, Evans et al. 1998).

Die eigentliche Fusion zwischen Spermium und Eizelle wird durch Verschmelzen der
Spermienmembran mit Mikrovilli der Plasmamembran der Eizelle eingeleitet (Abb1-9b).
Benachbarte Mikrovilli umschlielen den Kopf des Spermiums, der zusammen mit den

Mikrovilli von der Eizelle aufgenommen wird (Abb.1-9c und 1-9d). Man nimmt an, daf} die

N

e
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Abb. 1-9: Fusion eines Spermiums mit der Plasmamembran der Eizelle. ES=Aquatorialsegment, N=Nukleus (nach:
Yanagamachi (1994)
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Membranfusion durch Proteine der Spermienmembran initiiert wird, die entweder bereits
an der Bindung beteiligt sind oder durch die Bindung eine die Fusion begunstigende

Konformation einnehmen.

Es existieren nur wenige Modelle fur den Ablauf der Fusion zweier Zellmembranen. Der
am besten untersuchte Fusionsprozel} ist das Eindringen eines Virus in seine Wirtszelle.
Das Modell beruht auf der Untersuchung des Infektionsmechanismus von Influenza-
Viren. Die Viren werden Uber Rezeptor-gekoppelte Endocytose in einem Lysosom von
der Zelle aufgenommen. Der saure pH-Wert im Innern des Lysosoms flhrt zu einer
Konformationsanderung eines viralen Transmembranproteins, so dall zwei
Fusionspeptide exponiert werden. Diese integrieren in die Membranen von Virus und
Lysosom und induzieren die Fusion. Ahnliche Mechanismen, die keine extremen pH-

Anderung erfordern wurden auch fiir andere Viren postiliert.

Die Homologie eines Abschnitts von PH-30 mit viralen Fusionspeptiden fuhrte zu
intensiven Untersuchungen dieses potentiellen Fusionspeptid und der Interaktion mit
Lipidvesikeln. Es zeigte sich, da® das Peptid in der Lage ist, unilamellare Vesikel zu
fusionieren, sofern sie etwa 20% saure Phospholipide enthalten (Martin et al. 1998). Die

biologische Funktion dieses Proteins sollte anhand eines Fertilin-defizienten
Mausmodells untersucht werden. Dabei zeigte sich, dal® Spermien der Knock-out-Mause
in vitro weder an die zona pellucida binden, noch mit der Eizelle fusionieren. Die
physiologische Relevanz dieser Beobachtungen ist fraglich, da in vivo die Spermien
Fertilin-defizienter Mause auch nicht an die Epithelzellen des Ovidukts binden Cho et al.

1998). Die Mdglichkeit, dal in den knock out Mausen neben Fertilin auch andere
Proteine nicht funktionell exprimiert weden wurde von den Autoren nicht
ausgeschlossen. Eine Betiligung von Fertilin an der Fusion von Spermium und Eizelle ist

damit unwahrscheinlich gewaden (Myles 1998).

Weitere moglicherweise an der Fusion von Spermium und Eizelle beteiligte Proteine sind
Cystein reiche sekretorische Proteine (CRISP), die aus dem Nebenhodensekret an die
Spermien assoziieren. Es konnte gezeigt werden, daly CRISP-spezifische Antikérper und
gereinigte CRISPs die Fusion von Spermien mit der Eizelle hemmen. Die Bindung der
Spermien an die Plasmamembran der Oocyte wird dagegen nicht beeinflultRochwerger
et al. 1992). Diese Beobachtung zeigt, da} Bindung und Fusion zwei voneinander
getrennt Prozesse sind, die durch verschiedene Proteine vermittelt werden. CRISPs

besitzen weder Transmembrandomanen noch ausreichend lange hydrophobe Bereiche,

21



so dal} ein Interaktionsmechanismus dieser Proteine nach dem beschriebenen Modell
nicht mdglich erscheint. Es gibt zur Zeit noch keine Hinweise, wie CRISPs mit der Eizelle
interagieren, es ist aber anzunehmen, dal} sie bei der Fusion von Spermium und Eizelle

eine wichtige Rolle spielen.

Nach der Fusion mit einem Spermium werden in der Eizelle eine Reihe von Reaktionen in
Gang gesetzt, welche die Befruchtung durch weitere Spermien (Polyspermie) vertmidern.

Man unterschiedet schnelle und langsame Blockade der Polyspermie. Die schnelle
Blockade wird durch eine bis zu 60 sec anhaltende Depolarisierung der Eizellmembran
erreicht, die eine Fusion mit weiteren Spermien verhindert. Gleichzeitig findet man eine
Erhdhung des intrazelluldren pH-Wertes und Oszillationen der intrazelluldren C%'-

Konzentration, mdglicherweise induziert durch ein Spermienprotein Parrington et al.

1996), die die exocytotische Ausschuttung des Inhalts der Rindengranula bewirken.
Diese enthalten proteolytische Enzyme Miller et al. 1993), welche die Glykoproteine der
zona pellucida so modifizieren, dal} sie die Akrosomreaktion nicht mehr auslésen und die
zona pellucida fur die Spermien undurchlassig wird. Auch bereits akrosomreagierte
Spermien binden nicht mehr an die zona pellucida, da die Bindungsstelle an ZPA durch

proteolytische Spaltung zerstort wird (Moller und Wassarman 1989).

Durch die Fusion mit einem Spermium wird die Eizelle aktiviert. Die zweite Reifeteilung
wird unter Abstol3ung eines Polkérperchens vollendet und das Chromatin beginnt ebenso
wie das des Spermiums zu dekondensieren. Mit der Bildung eines gemeinsamen

Zellkerns und der ersten Zellteilung beginnt die Entwicklung des Embryos.
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Cystein-reiche sekretorische Proteine (CRISPs)

CRISP-Proteine im médnnlichen Genitaltrakt

Erstmals wurden Nebenhoden-spezifische Proteine der Ratte, deren Transkription und
Expression androgenreguliert ist, 1976 von Cameo und Blaquier beschrieben. Sie
wurden aufgrund ihres Laufverhaltens in SDS-PAGE relativ zu BSA als Protein B, C, D
und E bezeichnet. Ein weiteres Protein, das AEG (Acidic Epididymal Glycoprotein) der
Ratte, fur das eine Beteiligung an der Spermienreifung angenommen wurde, erwies sich
als identisch mit Protein D/E (Charest et al. 1988).

Innerhalb des Nebenhodens findet man regionale Unterschiede in bezug auf die
Expression der einzelnen Proteine: Protein D wird in caput, corpus und cauda exprimiert,
Protein E dagegen nur in corpus und proximaler cauda. Da die Proteine ausschliel3lich
auf Spermien nach Passage des Nebenhodens, nicht aber auf testikularen Spermien
nachgewiesen werden, nimmt man an, dal} sie aus dem Nebenhodensekret an die
Spermienoberflache assoziieren (Brooks 1987a). Spatere Arbeiten zeigen, dal3 die
Proteine D und E im Nebenhoden mannlicher Ratten bereits am ersten postnatalen Tag
nachweisbar sind. Die Proteinmenge steigt dann vom 20. bis zum 120. Tag stetig an bis

sie ca. 10% des gesamten ldslichen Proteins ausmacht Charest et al. 1989).

Ahnliche bzw. homologe Proteine wurden inzwischen auch in anderen Spezies gefunden,
wobei das Homologon aus der Maus neben dem DE-Protein der Ratte am besten
untersucht ist. Es wird entweder als MEP-7 oder als CRISP-1 bezeichnet(Rankin et al.
1992, Eberspaecher et al. 1995).

Neben den bisher beschriebenen DE-Proteinen und dem Maus-Homologon CRISP-1
wurden weitere Vertreter der CRISP-Familie identifiziert. In der Maus sind neben dem
epididymalen CRISP-1 ein testikulares CRISP-2 Kasahara et al.1989 ) und ein weiteres

CRISP-3 (Haendler et al. 1993, Mizuki et al. 1992a) genanntes Protein aus der

Speicheldrise bekannt. Auch CRISP-1 wird in geringen Mengen androgenabangig in der
Speicheldrise der Maus gebildet (Haendler et al. 1993). Diese Proteine sind vermutlich

identisch mit den Genprodukten von aeg-1 und aeg-2 aus den Speicheldrisen
mannlicher Mause (Mizuki et al. 1992a). Kurzlich wurden die humanen Proteine CRISP-1,
CRISP-2 und CRISP-3 identiiziert und sequenziert (Krdtschmar et al. 1996).

Zur CRISP-Familie gehéren auch die in den Hoden von Mensch, Maus und Ratte

gefundenen TPX-Proteine (Kasahara et al. 1989, Maeda et al. 1998) sowie ein 28 kD-
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Protein, das aus speziellen Granula humaner Neutrophiler isoliert wurde Kjeldsen et al.
1996). TPX-1 ist identisch mit CRISP-2 Krdtzschmar et al. 1996, Mizuki et al. 1992b).
Beim Meerschweinchen wurde das akrosomale Autoantigen 1 (AA1) als Homologen der
murinen und humanenTPX-1 Proteine identifiziert Hardy et al. 1988, Foster at al. 1996).
Man sollte eine Vereinheitlichung der Bezeichnungen in Erwagung ziehen, da die
epididymalen Proteine DE, AEG und CRISP-1 als identisch anzusehen sind, ebenso das
testikulare TPX-1 und CRISP-2 sowie das in der Speicheldrise gefundene CRISP-3 und
das aeg-2 Genprodukt (Kasahara et al. 1995).

Strukturelle Eigenschaften von CRISP-Proteinen

Mitte der achtziger Jahre wurde die Aminosauresequenz von Protein D ermittelt Brooks et
al.1986b), das 227 Aminosauren, vier potentielle Glykosylierungsstellen und eine Masse
von ca. 30 kD besitzt. Interessanterweise sind 14 von insgesamt 16 Cysteinresten in der
C-terminalen Halfte des Proteins zu finden. Sequenzvergleiche und Untersuchungen der
Sekundarstruktur von Protein D, ergaben keinen Hinweis auf potentielle
Membranintegrationsdomanen. Das Protein besitzt einen Isoelektrischen Punkt von 4,0-
4,4 (Lea et al. 1978).

Aufgrund von Sequenzanalysen interner Peptide der Proteine D und E wurde
angenommen, dald es sich bei diesen beiden um identische Proteine handelt, die
unterschiedlich glykosyliert sind Brooks et al. 1996b, Brooks 1987). Neuere Ergebnisse
zeigen jedoch, dal die Differenz von 2 kD im Molekulargewicht nicht auf Variationen der
Glykosylierungsmuster sondern auf das Protein selbst zurlickzufliihren ist. Protein E
scheint gegenuber Protein D N-terminal verlangert zu sein, was bisher aufgrund der N-
terminalen Modifikation beider Proteine nicht erkannt wurde, da eine Sequenzierung des
N-Terminus nicht moglich ist. Ein neuer monoklonaler Antikorper erkennt jedoch ein
Epitop in der N-terminalen Region von Protein E nicht aber Protein D. Das Epitop kann
nur durch Proteasen, aber nicht durch Deglykosylierung zerstort werden, was auf eine
unterschiedliche N-terminale Aminosauresequenz schlielen lalkt Xu und Hamilton 1996,
Xu und Hamilton 1997).

Proteine mit zu CRISPs homologen Doméanen findet man in Reptilien- und Insektengiften
und in einigen PR-Proteinen (Pathogenesis-related protein) von Pflanzen, z.B. Tabak und
Mais. PR-Proteine sind Teil der pflanzlichen Stressantwort. Sie werden teilweise
konstitutiv, vor allem aber bei pathogenen Infektionen oder osmotischem Stress

exprimiert. PR-Proteine werden in funf Familien unterteilt, wobei die fungizid wirkenden
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Proteine der PR-5 Familie Ahnlichkeiten mit CRISP-Proteinen aufweisen Review Rigden
und Coutts 1988). Die Struktur von Zeamatin, ein PR-5 Protein aus Mais, ist inzwischen
bekannt. Sie enthalt sehr viel B-Faltblatt, organisiert zu einem sogenanntenf-Sandwich
(Batalia et al. 1996).

Funktion von CRISP-Proteinen

Uber die Funktion der CRISP- bzw. DE-Proteine ist derzeit nur wenig bekannt. Erste
Hinweise auf eine mogliche Funktion erhielt man fur ein CRISP-Protein, das im Gift einer
mexikanischen Eidechsenart gefunden wurde. Helothermin, das ca. 45% Ahnlichkeit mit
den CRISP-Proteinen aufweist, blockiert durch die Bindung an einen spezifischen
Rezeptor die Ca?*-Freisetzung aus dem Sarkoplasmatischen Reticulum (SR) von Herz-
und Skelettmuskelzellen. Dabei ist unklar, wie das Protein in die Zellen gelangt,
vermutlich sind dafir andere Komponenten des Giftes erforderlich, eine
membrandestabilisierende Wirkung kann jedoch nicht ausgeschlossen werden Mochca-
Morales 1990, Morrissette et al. 1995).

Uber die Funktion der CRISP-Proteine der Sauger wurde lange spekuliert. Alle bisher
bekannten CRISP-1 wurden auf den Spermien der jeweiligen Spezies nachgewiesen. Die
Tatsache, dal} bei den DE-Proteinen der Ratte freie SH-Gruppen gefunden wurden,
fuhrte zu der Annahme, das Protein sei Uber Disulfidbricken kovalent an ein
Membranprotein der Spermien gebunden. Diese Vermutung wurde durch den Befund
gestarkt, dall das Protein auch mit Salzkonzentrationen von 0,6M NaCl nicht von

Spermien extrahiert werden konnte Rochwerger et al. 1992).

Bei den Maus-Proteinen gibt es keine Hinweise auf eine kovalente Bindung an ein
Membranprotein, die Proteine sind im Gegenteil nur lose an die Spermienmembran
assoziiert und lassen sich weitgehend ohne Verwendung von Detergenzien extrahieren
(Rankin et al. 1992). Ein weiterer Unterschied ist der annahernd neutrale IP der Maus
Proteine; man findet hier vier Isoformen mit Isoelektrischen Punkten zwischen 6,8 und
7,4. Humanes CRISP-1 konnte ebenfalls auf den Spermien nachgewiesen werden
(Hayashi et al. 1996).

Da das DE-Protein akrosomreagierter Spermien in der fir die Bindung und Fusion der
Gameten verantwortlichen Aquatorialregion zu finden ist, wird jedoch eine Rolle in der
Bindung und/oder Fusion angenommen Rochwerger und Cuasnicu 1992). Erste

Hinweise auf eine solche Funktion lieferten Studien Uber die Inhibition der Gametenfusion
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durch gereinigtes DE-Protein (Rochwerger et al. 1992). DE-Protein inhibiert
konzentrationsabhangig die Fusion, nicht aber die Bindung der Gameten. Die Inhibition
kann durch Uberfiihren der Zellen in DE-freies Medium aufgehoben werden. Ein
ahnlicher Effekt lalt sich mit Antikbrpern gegen das DE-Protein erzielen Cuasnicu et al.
1984). Neuere Arbeiten haben gezeigt, dal} es eine Bindungsstelle auf dem Oolemma
gibt, die erst wahrend der Reifung der Eizellen. Erst mit dem Erscheinen der DE-
Bindungsstelle erlangen die Eizdlen die Fahigkeit zur Fusion mit dem Spermium Cohen
et al. 1996). Untersuchungen zur Eignung von DE als Immunkontrazeptivum zeigten, dal®
die Immunierung gegen DE sowohl bei mannlichen als auch bei weiblichen Ratten zu
temporarer Unfruchtbarkeit fuhrt. Perez Martinez et al. 1995). Bei mannlichen
immunisierten Tieren wird weder die Synthese, noch die Sekretion und Assoziation an
die Spermien im Nebenhoden beeintrahtigt. Die Spermien solcher Tiere binden zwarin

vitro an Zona-freie Eizellen, fusionieren jedoch nicht. Ellerman et al. 1998)

Kirzlich wurde demonstriert, dal3 das testikulare CRISP-2 an der Bindung der
Spermatocyten an die Sertoli-Zellen beteiligt ist und damit eine Rolle fir die
Spermatogenese spielen kdonnte (Maeda et al. 1998). Das sehr ahnliche CRISP-3 wurde
auller in der Speicheldrise beim Menschen in sekretorischen Vesikeln von Granulocyten
(Kjeldsen et al. 1996) und in der Maus in Pre-B-Zellen gefunden Pfisterer et al. 1996),

die Funktion dieses Proteins in den Immunzellen ist allerdings bislang noch ungeklart.
Die Transkription des CRISP-3-Gens wurde auf’erdem in einer Reihe von Geweben,
darunter Thymus, Ovar und Prostata nachgewiesen, wahrend die Transkription von
CRISP-2 auf den Hoden beschrankt ist und CRISP-1 nur im Nebenhoden und in

geringerem Ausmal} in der Speicheldruse trarskribiert wird (Haendler et al. 1996).
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Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Die CRISP-Proteinfamilie umfaldt strukturell einzigartige Proteine, deren acht
Disulfidbricken das Hauptstrukturmerkmal darstellen. Zwei der drei beim Sauger
bekannten Typen kommen Uberwiegend im mannlichen Genitaltrakt vor und spielen nach
neueren Erkenntnissen eine wichtige Rolle bei der Spermatogenese, der posttestikularen
Spermienreifung und bei der Fusion mit der Oocyte. Bislang wurden CRISPs
ausschlieBlich bei Nagern und Menschen untersucht. Die Identifizierung eines
Hauptproteins des equinen Seminalplasmas als Homologon zur CRISP-Proteinfamilie

bildet die Grundlage zur Untersuchung der CRISP-Homologen in Haus- und Nutztieren.

Vorrangiges Ziel dieser Arbeit ist die Sequenzierung und Charakterisierung des equinen
Seminalplasmaproteins. Aus der Sequenz lassen sich Informationen zum Aufbau und zur
GroRe des Proteins ableiten, die die Grundlage fur eine proteinbiochemische
Charakterisierung bilden. Darlberhinaus ist die Kenntnis der Sequenz essentiell fur die
Abgrenzung von den anderen, einander sehr ahnlichen Formen der CRISPs im Gewebe
und auf Spermien. Die Sequenzierung eréffnet Uberdies die Mdglichkeit, mit spezifischer
RT-PCR die Transkription der fur dieses Protein codierenden mRNA im mannlichen

Genitaltrakt zu untersuchen.

Mit diesen Untersuchungen lieRen sich Informationen Uber die Bedeutung und
moglicherweise die Funktion des CRISPs bei der Befruchtung gewinnen. Es kann
erwartet werden, dald die Charakterisierung dieses Hauptproteins des equinen
Seminalplasmas zu einem besseren Vestandnis der Funktion der CRISP-Proteine

beitragt.
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2. Material und Methoden

Alle verwendeten Chemikalien wurden soweit nicht anders vermerkt in Analysenqualitat
von den Firmen Applichem (Darmstadt, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland)

und Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen.

Proteinchemische Methoden
SDS-Gelelektrophorese

Proteinproben werden mit dem gleichen Volumen 2x Auftragspuffer (50 mM Tris-HCI

pH 6,8, 2 % (w/v) SDS, 10 % (v/v) Glycerin, 0,1 % Bromphenolblau) gemischt und 5 min

auf 95°C erhitzt. Nach dem Abkuhlen werden die Proben kurz anzentrifugiert und in
diskontinuierlichen SDS Polyacrylamid Gelen nach Laemmli Laemmli 1970) aufgetrennt.

Ublicherweise werden 15%ige Trenngele (15% Acrylamid, 0,375M Tris-HCI pH 8,8,

0,1% SDS, 8,3ul/10ml TEMED, 25ul/10ml 40 % APS) verwendet, alternativ

Gradientengele von 4-20 % bzw. 10-20 % (4-20 % bzw. 10-20 % Acrylamid, 0,375M

Tris-HCI pH8,8, 0,1% SDS, 8,3ul/10ml TEMED, 25ul/10ml 40 % APS). Die

Trenngele werden mit einem 5%igen bzw. 4 %igen Sammelgel (4 bzw. 5% Acrylamid,

0,125M Tris-HCI pH6,8, 0,1% SDS,10pul/10ml TEMED, 25pl/10ml APS)

Uberschichtet, nach dem Auspolymerisieren in die Elektrophoresekammer mit Laufpuffer
(192 mM Gilycin, 25 mM Tris, 0,1 % SDS) eingesetzt und die Prdben aufgetragen (max.

20 pl / Tasche). Zum Einlauf der Proben wird eine Spannung von konstant 100V, danach

von konstant 200 V angelegt (Elektrophorese System: BioRad Mini-Protean Il, BioRad,
USA).

Coomassie-Firbung

SDS-Gele werden direkt nach dem Lauf 30 min in Farbelésung (0,25% Coomassie
Brilliant Blue R (Serva Heidelberg, Deutschland), 40% Methanol, 10 % Eisessig) leicht
geschdttelt. Zur Entfarbung des Hintergrundes werden die Gele drei- bis viermal 30 bis

60 min in Entfarbeldsung (7 % Eisessig) gewaschen.

Silberfirbung

Die Silberfarbung wird nach dem Prinzip der sauren Farbung durchgeftihrt. Die SDS-Gele
werden zunachst mindestens 45min in 12,5 % TCA fixiert und zweimal 5min in HO
gewaschen. Danach werden die Gele 45min in Thiosulfat-Losung (0,5M Na-Acetat,

20 mM Na-Thiosulfat je 250 ml, 0,5% Glutaraldehyd) inkubiert. Die Gele werden nach
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sechsmaligem Waschen fir 5min in H,O 30 min in Silberldsung (6 mM AgNOs;, 0,05 %
Formaldehyd) inkubiert. Uberschiissiges Silbernitrat wird durch abspiilen (10s) mit H,O
entfernt und die Banden in 0,236 M Na,CO;, 0,01 % Formaldehyd entwickelt bis sie
deutlich zu sehen sind. Die Farbereaktion wird mit 50mM Glycin gestoppt.

Gefarbte Gele werden zwischen zwei Lagen angefeuchtetenGel Drying Film (Promega,
Madison, WI, USA) gelegt, in Trocknungsrahmen (Promega, Madison, WI, USA)

eingespannt und bei Raumtemperatur getrodknet (ca. 18 - 24 h).
Proteinbestimmung

Der Gesamtproteingehalt von Proben wird mit einem Mikrobiuret-Assay bestimmt,
Stammlésung: 0,59 M Na-Citrat-Dihydrat, 0,94 M Na,COs3, 69 mM CuSOy in 100 ml H,O.

Alle Standards und Proben werden in Duplikaten angsetzt.

Um storende Einflisse von Puffersubstanzen zu minimieren, werden die Proteine aus der
Probelésung mit TCA gefallt. Dazu wird ein Aliquot der Probe mit dem gleichen Volumen
20 % TCA gemischt und 30 min auf Eis gekuhlt. Eine Standardreihe von 50 bis 800ug
BSA wird analog behandelt. Das gefallte Protein wird in einer auf 4°C vorgekuhlten
Zentrifuge (Biofuge fresco, Heraeus Hanau, Deutschland) 10min bei 13000 rpm

zentrifugiert und der Uberstand méglichst vollstandig abgenommen.

Die Proteinpellets werden in 50ul 2 M NaOH gelost und mit 500pul Gebrauchslésung
(1 Teil Stammlésung, 20Teile 0,75M NaOH) gemischt. Nach 15min bei
Raumtemperatur werden 450 pl H,O zugesetzt, gemischt und die Extinktion bei 334nm

gemessen.
Gewinnung und Vorbehandlung von Spermien

Hengstejakulate werden unter Verwendung einer kunstlichen Vagina, Eberejakulate mit
Hilfe der Massagetechnik von darauf trainierten Tieren gewonnen. In beiden Fallen
werden die Ejakulate durch Gaze filtriert, um eventuell vorhandenen Schleim zu
entfernen. Die so vorbereiteten Ejakulate kdnnen direkt fur in vitro Kapazitationsversuche

eingesetzt werden. In diesem Fall mul’ die Temperatur auf 3739°C gehalten werden.

Fur biochemische Untersuchungen lal3t man die Ejakulate auf Raumtemperatur
abkuhlen. Zur Entfernung des Seminalplasmas werden die Ejakulate 10min bei 150 x g
zentrifugiert (Labofuge GL, Heraeus Hanau, Deutschland), das Seminalplasma
abgenommen und die Spermien noch dreimal (Hengst) bzw. finfmal (Eber) mit PBS
(10 mM Na-/K-Phosphat pH7,4, 150 mM NaCl) gewaschen. Zur Entfernung oberflachlich
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assoziierter Proteine werden die Spermien noch zweimal mit PBHS (10nM Na-/K-
Phosphat pH7,4, 500mM NaCl) gewaschen. Bei Eberspermien wird den
Waschlésungen 1 mM PMSF und 10 mM Benzamidin zugesetzt, da die sehr fragilen
Spermien leicht hochaktive Serinproteasen freisézen. Diese Hochsalz-gewaschenen
Spermien werden fur ELISAs, Indirekte Immunfloreszenz und zur Gewinnung von

Spermienextrakten verwendet.
Herstellung von Spermienextrakten

Membrangebundene Proteine der Spermien koénnen aus Hochsalz-gewaschenen
Spermien durch Extraktion mit verschiedenen Detergenzien gewonnen werden. Je nach
weiterer Verwendung werden die Spermien in TBS resuspendiert und mit dem gleichen
Volumen 2 % OGP oder CHAPS und 1mM PMSF, 20 mM Benzamidin in TBS 1h bei

4°C extrahiert. Zellreste werden 10min bei 13000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand

in einem frischen Gefal’ bei -20°C aufbewahrt.
Gewinnung und Vorbehandlung von Gewebeproben

Organe von Schlachttieren oder Kastrationen werden von Haut, Fett- und Bindegewebe
befreit und falls nétig zerteilt. Die Gewebestliicke werden auf Trockeneis schockgefroren,

in sterile Gefalle verpackt und bei -80°C gelagert.
Herstellung von Gewebeextrakten fiir Blots

Fur Proteinextrakte werden etwa 0,5g Gewebe in 5 ml TBS/ complete® (Boehringer
Mannheim, Mannheim, Deutschland) mit dem Ultrathurrax homogenisiert und
anschlieBend 10 min bei 13000 x g zentrifugiert. Der die I6slichen Proteine enthaltende
Uberstand wird abgenommen und das Pellet gegebenenfalls in 250ul TBS / complete®
resuspendiert. Nach der Bestimmung des Proteingehalts werden die Proben
entsprechend verdinnt, mit 2x SDS-Auftragspuffer gemischt, denaturiert und gleiche

Mengen Gesamtprotein / Tasche im SDS-Gel aufgetrennt.
2 D-Gelelektrophorese

Die 2 D Gelelektrophorese wird unter Verwendung von 11cm langen Immobilin Drystrips
(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) durchgefluhrt. DieStrips werden vor
der Verwendung 18 h rehydratisiert (9 M Harnstoff, 0,5 % Nonidet P 40, 0,5 % Ampholine
pH 3-pH 10, 3ul Eisessig). Die Proben, etwa 510ug Protein, werden in
2 D-Auftragspuffer (9 M Harnstoff, 2 % Nonidet P 40, 0,25 % Bromphenolblau) gelést und

je Strip 15-20 yl in einem Probengefald (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
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Schweden) auf die Strips gesetzt. Die Proteine werden auf einem Multiphor
Elektrophorese System (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) 20h nach

Herstellerangaben fokussiert.

Nach Beendigung der ersten Dimension werden dieStrips in 20 ml SDS-Equilibrierldsung

(0,06 M Tris-HCI, pH 6,8, 6M Harnstoff, 1% SDS, 30% Glycerin, 0,25%

Bromphenolblau) 15min equilibriert und in die Tasche eines 15%igen SDS-

Polyacrylamidgels eingesetzt. Der Lauf erfolgt wie fir SDS-Gele beschrieben. Aufgrund

der relativ geringen Probenmenge wird eine Silberfarbung durchgeftihrt.

Falls nicht alle fokussierten Strips gleichzeitig in der zweiten Dimension aufgetrennt

werden, kdnnen sie nach der Fokussierung bei -20°C aufbewahrt werden.
Enzymatische Spaltung

Fur die Spaltung von Proteinen mit Endoproteinasen (Boehringer Mannheim, Mannheim,
Deutschland), werden die Proteine mittels Reversed-Phase-HPLC gereinigt und in KO

aufgenommen. Falls moglich wird die Konzentration durch Messung der Absorption bei
280 nm, sonst bei 220 nm bestimmt. Durch Zugabe eines entsprechenden Volumens
10 x konzentrierter Puffer werden die folgenden Puffer hergestellt: 20mM NH4HCO;

pH 9,0 fur Endoproteinase Lys-C, 25 mM NH;HCO; pH 7,8 fir Endoproteinase Glu-C,
und 50 mM Na;HPO4 pH 8,0 fur Endoproteinase Asp-N. Nach Zugabe von 1ug Protease

je 100 pg Protein werden die Ansatze 18h bei 37°C bzw. 25°C (Endoproteinase Glu-C)
inkubiert und die Proteasen 5min bei 90°C hitzeinaktivert. Falls die Probenkonzentration
geringer als 1ug/ ul ist, werden die Proben lyophilisiert und in einem entsprechend

geringeren Volumen wieder aufgenommen.
Analyse der Peptide mittels LC-MS

Massenspektrometrie und LC-MS-Laufe wurden mit der freundlichen Unterstlitzung von

Dr. Manfred Raida im Institut fir Peptidforschung, Hannover durchgeftihrt.

Der enzymatische Verdau wird in einem Mikro-HPLC-System (PE Applied Biosystems,
Weiterstadt, Deutschland) mit einer Kapillar-UV-Durchfluf3zelle (LC-Packings,
Amsterdam, Niederlande) Uber eine Cig-ODS-AQ Reversed-Phase Saule (1 x 100 mm,
YMC, Schembeck, Deutschland) bei einer Fluf3rate von 20 pl/ min bei Raumtemperatur
getrennt. Das Injektionsvolumen betragt 5pl. Alle Trennungen werden in einem
Gradienten aus H,O mit 0,08 % TFA (Laufmittel A) und Acetonitril/ Wasser (9:1) mit
0,065 % TFA (LaufmittelB) von 10 % Laufmittel B bis 100 % Laufmittel B bei einem

Anstieg von 1 % / min durchgefihrt.
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Das Eluat wird Uber eine Silica Kapillare (50um ID, 45cm Lange, Polymicro
Technologies, Phoenix, AZ, USA) direkt in einem Sciex API |Il Massenspektrometer (PE-
Sciex, Langen, Deutschland) im positiven Modus analysiert. Die Daten werden Uber
einen m/z Bereich von 400 bis 2400 mit 4s / scan in 0,3 m/z Schritten aufgenommen. Die
Datenaufnahme erfolgt Uber das Tune-Programm, die manuelle Auswertung mit
MacSpec 3.3 (beide PE-Sciex, Langen, Deutschland). Zur Analyse der Rohdaten wird
aulRerdem das Programm SHERPA 3.1.1 (Taylor und Walsh 1996) eingesetzt.

Isolierung von CRISPs

Isolierung von CRISP-3 aus equinem Seminalplasma

Frische Hengstejakulate werden durch Mull filtriert und falls erforderlich von Schleim
befreit. Das Seminalplasma wird durch 10minutige Zentrifugation bei 13000x g
gewonnen. Zelfreies Seminalplasma kann bis zur Verwendung bei -20°C gelagert

werden.

Im ersten Schritt werden die Heparin-bindenden Proteine aus 200 bis 500ml
Seminalplasma mittels Affinitatschromatographie an Heparin-Sepharose (Amersham-
Pharmacia, 3,7 cm x 25 cm) abgetrennt. Als Puffer wird TBS (50 mM Tris-HCI pH 7,4,
150 MM NaCl) verwendet. Alle Chromatographien werden bei Raumtemperatur
durchgeflhrt. Die nicht gebundene Fraktion wird durch Dialyse (SpektraPor MWCO 6000-
8000) bei 4°C gegen HO von niedermolekularen Substanzen und Salz befreit und
anschliel3end lyophilisiert (Christ Osterode/ Harz, Deutschland). Die Proteine werden in
maximal 50 ml TBS aufgenommen und im gleichen Pudfer Uber eine Sephadex G50
Gelfiltrationssaule (Amersham Pharmacia, zwei gekoppelte Saulen a 5m x 90 cm)
aufgetrennt. Die CRISP-3 enthaltenden Fraktionen werden im ELISA ermittelt, vereinigt
und lyophilisiert. Das Lyophilisat wird in 4-6ml 1 M (NH4),SO,4 gepuffert mit 20 mM Tris-
HClI pH7,4 aufgenommen, 5min bei 13000x g zentrifugiert und CRISP-3 Uber
Hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC) an Butyl-Separose (Amersham
Pharmacia, 1 cm x 10 cm) in einem Gradienten von 1M bis 0 M (NH4).SO4, 20 mM Tris-
HCI pH 7,4 eluiert. Zur Entfernung von (NH,),SO4 wird das Protein ausgiebig gegen HO
dialysiert und lyophilisiert. Das Lyophilisat wird bei-20°C gelagert und bei Bedarf eine
Lésung von 1,5 mg/ ml hergestellt. Proteinlésungen weaden aliquotiert bei -20°C
gelagert. In einigen Fallen kann der letzte Schritt durchReversed-Phase-HPLC ersetzt

werden. In diesem Fall wird Uber eine Gg-Saule (Macherey Nagel) mit einem Gadienten
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von 25 % bis 55 % Acetonitril/ 0,1 % TFA in Wasser/ 0,1 % TFA chromatographiert
(HPLC-System: Beckman, Minchen, Deutschland).

Isolierung von CRISP-1 aus equinem und porcinem Nebenhoden

Zur Proteinisolierung werden etwa 5-8g Nebenhodengewebe in 50ml TBS mit dem
Ultrathurrax homogenisiert und anschlieBend 10min bei 13000x g (Sorvall RC 5C,
Sorvall Bad Homburg, Deutschland) zentrifigiert. Der Uberstand enthalt die Idslichen
Proteine, darunter CRISP-1.

Die |6slichen Proteine werden mittels Chromatofocussierung an PolybuffeExchanger 94
(Amersham Pharmacia, 1cm x 50 cm) in einem pH-Gradienten von pH8 bis pH 6 nach
ihrem isoelektrischen Punkt getrennt. Der Startpuffer ist 25mM Tris-Acetat pH 8,3, als
Eluent wird Polybuffer96 (Amersham Pharmacia) 1:10 verdinnt und pH6,0 mit

Essigsaure eingestellt.

Die weitere Reinigung erfolgt Uber Reversed-Phase HPLC an einer Gg-Saule (Macherey
Nagel, Duren, Deutschland) in einem Gradienten von 10% bis 70 % Acetonitril/ 0,1 %
TFA in Wasser/ 0,1 % TFA.

Isolierung von CRISPs aus equinen Spermien

Hochsalz-gewaschene Spermien aus frischen Ejakulaten werden fur 2h bei 4°C mit OGP
extrahiert und danach 10min bei 4°C mit 13000x g abzentrifugiert. Die solwilisierten
Spermienproteine werden Uber Chromatofocussierung getrennt, wie fir CRISP-1
beschrieben, jedoch wird dem Elutionspuffer 0,8% OGP zugesetzt. Die nicht
gebundenen Proteine werden in einem pH-Gradienten von pH9 bis pH7
rechromatographiert. Als Startpuffer wird dabei 25mM Ethanolamin HCI pH9,4, als
Eluent Polybuffer96 1:10, pH 7,0 (HCI) verwendet.

Immunchemischer Nachweis von CRISPs

Zum immunchemischen Nachweis stand ein polyklonales Huhnerantiserum zur
Verfligung, das durch Immunisierung von SPF-Hihnern mit HPLC-gereinigtem equinem

CRISP-3 erhalten wurde. Das Antiserum wird im folgenden als anti-HSP-3 bezeichnet.
Western Blot

Fur Western Blots werden die Proteine aus SDS-Gelen im Semi-Dry Verfahren (Semi-Dry
Blotter Biometra, Goéttingen, Deutschland) auf PVDF-Membranen (Boehringer Mannheim,

Mannheim, Deutschland) Ubertragen. Dazu werden die auf GelgroRe zugeschnittenen
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PVDF-Membranen zunachst mit Methanol befeuchtet und anschlieend ebenso wie 6
Lagen Blotpapier (Schleicher & Schuell Dassel, Deutschland) in Blot-Puffer (39mM

Glycin, 48 mM Tris, 0,0375% SDS, 20% (v/v) Methanol) equilibriert. Der Blot-Sandwich
wird nach Herstellervorschrift aufgebaut und die Proteine in 90 bis 180min mit 1 mA /

cm? geblottet. Die Qualitat der Ubertragung kann bei ausreichenden Proteinmengen
durch Farbung der Membran in PonceauS (5 min, 0,5 % Ponceau S in 1 % Essigsaure)

und anschlielendes Entfarben in HO kontrolliert werden. Sollten die Membranen trocken
werden, mussen sie vor dem Kontakt mit walrigen Lésungen zunachst wieder in
Methanol befeuchtet und danach mit HO abgespult werden.

Die Membranen werden vor der Detektion mindestens 1h bei Raumtemperatur in TBS

mit 1 % Blocking Reagenz (Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland) blockiert.
Zum Nachweis von CRISPs wird das Antiserum 1:30000 in TBS mit 1% Blocking

Reagenz (= Blockierldsung) verdunnt und die Membranen fur 1h bei Raumtemperatur in

dieser Losung inkubiert. Die Inkubation kann alternativ iber Nacht bei 4°C durchgefihrt
werden. Uberschissiges Antiserum wird durch dreimaliges Waschen fiir 10min in TBS

entfernt und die Membranen anschliefiend 1h in einer 1:5000 Verdinnung eines anti-
Huhner-IgY-Alkalische Phosphatase Konjugats (Dianova) bei Raumtemperatur inkubiert.
Vor der colorimetrischen Detektion werden die Membranen dreimal in TBST (0,7

Tween 20 in TBS) und zweimal in Detektionspuffer (0,1M Tris-HCI pH 9,5, 0,1 M NaCl)

gewaschen. Die Membranen werden in Detektionslésung (0,4mg/ ml NBT, 0,19 mg/ mi

BCIP in Detektionspuffer) entwickelt bis die Banden gut sichtbar sind (15min bis 18 h)

und die Reaktion in H,O gestoppt.

Indirekte Immunfluoreszenz

Spermiensuspensionen werden 10min in PBS-gepuffertem 3% Formaldehyd, 1%
Glutaraldehyd fixiert und Uberschussiger Aldehyd durch Waschen mit 50mM Glycin in
PBS fir 3 x 5 min entfernt. Die Suspensionen werden dann auf sauberen Objekttragern
ausgestrichen und Uber Nacht getrocknet. Die Praparate konnen trocken bei 4°C gelagert
werden. Zum Nachweis von CRISPs werden die Praparate in PBS rehydriert und h bei
37°C in PBSS (PBS, 10% Ziegenserum) blockiert. AnschlieRend werden die
Objekttrager jeweils 1 h bei 37°C mit Antiserum, 1:3000 in PBSS, und einem anti-HUhner-
IgY-Cy 3-Konjugat, 1:300 in PBSS, inkubiert, gefolgt von jeweils drei Waschschritten in
PBS. Die Praparate werden mit einem Tropfen Mounting Medium (2,5% DABCO, 50 %
Glycerin, PBS) und einem Deckglas abgedeckt und mit Nagellack abgedichtet. Die

Praparate werden unter einem Zeiss-Axioskop Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Fur
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Cy-3 Konjugate wird ein 546 nm-Excikationsfilter und ein 590nm-Emissionsfilter

verwendet.
Immunhistologie

Das Gewebe wird direkt nach der Praparation in max. 1cm x 1 cm grof3e Stucke zerteilt
und in 4% PBS-gepuffertem Formaldehyd mindestens 48h fixiert. Zur Entfernung
Uberschussiger Fixierldsung werden die Gewebe 24h in 70 % Ethanol gewaschen, dann
in frischer 70 % Ethanollésung nochmals Uber Nacht gewaschen und anschlielend
dehydriert. Dazu werden die Praparate jeweils 1h in 80 % Ethanol, 2 x in 96 % Ethanol
und 2 x in 100 % Ethanol inkubiert. Es folgen jeweils zwei einstindige Inkubationsschritte
in Essigsaure-N-butylester und in Paraffin bei 60°C. Die Praparate werden dann in

Paraffin eingebettet und bei 4°C gelagert.

Zur Immunfarbung werden 8 bis 10um dicke Schnitte angefertigt und auf Superfrost plus
Objekttrager aufgebracht. Die Objekttrager werden tUber Nacht bei 37°C und dann £ h

bei 56°C getrocknet und kdnnen dann bis zu einer Woche bei 4°C gelagert weden.

Zur Rehydrierung werden die Schnitte 3x 5 min in Xylol, 5 min in 100 % Ethanol, 2 min in
96 % Ethanol, 30 min in 85 % Ethanol und 3x 5 min in PBS inkubiert. Es folgt eine
Inkubation in 10 % Ziegenserum in PBS fur 20min, um unspezifische Bindung der
Antikorper zu minimieren, Uberschiussiges Serum wird durch Waschen mit PBS fur Smin
entfernt. Danach werden die Objekttrager je 1h mit anti-HSP-3 und mit anti-chicken-
Alkalische Phosphatase (Dianova) inkubiert, gefolgt von je drei Waschschritten in PBS.
Zur Farbung werden die Praparate mit einer 1:50-Verdinnung von NBT BCIP-
Stammldsung (Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland) in Detektionspuffer
mindestens 2 h inkubiert, falls nétig kann bis zu 18h gefarbt werden. Die Reaktion wird
durch Waschen mit H,O gestoppt und die Praparate mit Glyceringelatine (Sigma Aldrich

Steinheim, Deutschland) eingedeckt und nach dem Erkalten mit Nagellack abgedichtet.

ELISA

Qualitativer ELISA

Dieser Test dient zur qualitativen Bestimmung von CRISPs, z.B. in Chromatographie-
Fraktionen. Die zu testende Proteinprobe wird an eine Mikrotiterplatte (Immobilon,
Dynatech, Deutschland) gebunden, indem 25ul der Probeldésung und 75ul Coating-

Puffer (50 mM NaHCO3 pH 9,6) je well gemischt und 1 h bei 37°C oder tber Nacht bei

4°C inkubiert werden. Fur HPLC-Fraktionen werden zur Neutralisation 25ul 1,5 M Tris-

HCI pH 8,8 zu 25 ul Probelésung gegeben und nur 50ul Coating-Puffer zugesetzt. Nach
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der Bindung der Probe wird die Platte mit BSA gesattigt, dazu wird 1h bei 37°C mit
200 pl / well mit 5 % BSA in ELISA-Puffer (10mM Tris-HCI pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,1 %

Triton X-100) inkubiert. CRISPs werden mit 100pl / well einer 1:200000 Verdinnung von
anti-HSP-3 in 0,5% BSA/ELISA-Puffer detektiert. Es folgen jeweils Inkubationen mit
100 pl / well anti-chicken-biotin (1:2000, Dianova) und Streptavidin-Peroxidase Konjugat
(1:40000, Dianova). Alle Schritte werden bei 1h bei 37°C inkubiert. Nach jedem Schritt
wird die Platte dreimal mit 200ul / well ELISA-Puffer, nach der letzten Inkubation
zusatzlich einmal mit Wasser, gewaschen. Zur colorimetrischen Detektion werden
100 pl / well  Orthophenylendiamin (OPD Sigma Aldrich Steinheim, Deutschland)
20 mg / 10 ml Substratpuffer (20 mM Zitronensaure, 50 mM Na,HPO,4 pH 5,0) eingesetzt.

Nach 20 bis 45 min bei Raumtemperatur wird die Reaktion durch Zugabe von 50ul 4 M

H,SO, gestoppt und die Extinktion bei 492nm in einem ELISA-Reader (ICN

Meckenheim, Deutschland) gemessen.

Zur Bestimmung von Bindungskurven wird analog verfahren, jedoch von einem Reagenz

eine Verdunnungsreihe pipettiert und alle anderen Konzentrationen konstant ghalten.

Kompetitiver ELISA zur Quantifizierung von CRISPs

Bei diesem Verfahren wird die Menge Antikorper, die das gebundene Antigen erkennt,
durch Inkubation mit einer Antigen-haltigen Losung konzentrationsabhangig reduziert.
Durch Standardisierung mit definierten Mengen Kompetitor kann die Menge CRISPs in

einer unbekannten Probe bestimmt werden.

Die Mikrotiterplatte wird mit 1ug / well HPLC-gereinigtem equinen CRISP-3 beschichtet
und blockiert. Eine Standardreihe von 5uM bis 5 pM HIC-gereinigtes equines CRISP-3
sowie Verdunnungsreihen von 1:2 bis 1:1024 der zu bestimmenden Probeldésungen
werden mit einer 1:600000 Endverdinnung von anti-HSP-3 1h bei 37°C inkubiert,
Spermienproben 5 min bei 13000 rpm zentrifugiert, und zweimal 100ul auf die blockierte
Platte pipettiert. Alle weiteren Schritte werden wie flir den qualitativen ELISA
durchgefuhrt.

Ermittlung von potentiellen Bindungspartnern von equinem CRISP-3

Gewinnung und Vorbehandlung von Uterus-Spiilungen

Der Uterus einer Stute wurde mit 11 154 mM NaCl gespluilt. Die Spulflissigkeit wird
anschlielend lyophilisiert, in 200ml H,O wieder aufgenommen und Uber eine

Ultrafiltrationsmembran mit 1 kD Ausschluf3grenze (Millipore Eschborn, Deutschland) in
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einer 250 ml Ultrafiltrationskammer (Millipore Eschlorn, Deutschland) konzentriert. Das
Konzentrat wird in derselben Kammer dreimal mit je 200ml H,O gewaschen und erneut
lyophilisiert. Die bei der Spllung gewonnenen Proteine weden in 1 ml H,O gel6st und bis

zur weiteren Verwendung aliquotiert eingeforen.
Identifizierung potentieller CRISP-3 Liganden im equinen Uterus

Die Proteine aus der Uterus-Spulung werden 1:10 mit Coating-Puffer verdinnt und an
eine Mikrotiterplatte gebunden. Vor der immunchemischen Detektion mit anti-HSP-3 wird
1h mit 5ug/ml equinem CRISP-3 inkubiert. Als Kontrolle wird dieser Schritt

weggelassen.

Fur Western Blot Analysen wird analog verfahren. Dazu werden 10ul der Proteinldsung

mit 10 yl Auftragspuffer gemischt, 5min auf 95°C erhitzt und in 4-20% SDS-Gelen

aufgetrennt. Die Proteine werden auf PVDF-Membranen udbertragen. Vor der
immunchemischen Detektion von CRISPs werden die Membranen mit S5ug / ml equinem

CRISP-3 1 h inkubiert.

Zur |Isolierung der potentiellen Bindungspartner werden je 300ul Proteinldsung mit 20 pl

Ameisensaure versetzt und mittels RP-HPLC aufgetrennt. Die erhaltenen Fraktionen
werden wie oben beschrieben an Mikrotiterplatten gebunden und im ELISA getestet. Die
positiven Fraktionen werden konzentriert und die Proteinmassen bestimmt. Zur

Identifizierung der Proteine werden sie N-terminal ansequenziert.

Molekularbiologische Methoden

mRNA Isolierung

Poly-A"-RNA  wird durch Bindung an Oligo-dTis-Dynabeads (Dynal, Hamburg,
Deutschland) direkt aus Gewebelysaten isoliert. Das Gewebe wird in flissigem Stickstoff
aufgeschlossen und ca. 10 mg Homogenat in 5ml Lysis-Binding-Puffer (100mM Tris-HCI
pH 7,5, 500 mM LiCIl, 10 mM EDTA, 1 % SDS) suspendiert. Nach vollstandiger Lyse wird
die genomische DNA durch eine 0,9mm Kanule geschert und das Lysat 5min unter
leichtem Schitteln bei Raumtemperatur mit 200yl Dynabeads inkubiert. Die Beads
werden je einmal mit SDS-Hochsalz-Puffer (100mM Tris-HCI pH 7,5, 250 mM LiCl, 2 mM
EDTA, 0,5 % SDS), Hochsalz-Puffer (50mM Tris-HCI pH 7,5, 250 mM LiCl, 2 mM EDTA)
und Niedrigsalz-Puffer (10mM Tris-HCI pH 7,5, 125 mM LiCl, 1 mM EDTA) gewaschen
und anschlieend die mRNA durch dreiminitiges Erhitzen auf 65°C mit 20Qul
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Elutionspuffer (2 mM EDTA pH 8,0) eluiert. Zur weiteren Reinigung wird das Eluat mit
dem gleichen Volumen Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol (25:24:1) ausgeschuttelt und
die mRNA aus der walrigen Phase mit 600ul Ethanol und 20 ul 3 M Natrium-Acetat
gefallt. Das Prazipitat wird durch Zentrifugation bei 4°C fur 20min bei 13000 x g pelletiert,

zweimal mit 70 % Ethanol gewaschen undin 20 ul 0,1 x TE Puffer aufgenommen.
RT-PCR

10 pl der RNA-Praparation werden mit 1ul 10 uM Oligo-dT1s-Primer und 1 pl H,O 10 min
auf 70°C erhitzt und danach sofort auf Eis abgekuhlt, um die RNA zu denaturieren. Nach
der Zugabe von 4 ul 5 x RT-Puffer, 2yl 100 mM DTT und 1 pl 10 mM dNTP-Mix (GIBCO
Life Technologies, Eggenstein, Deutschland) wird die Mischung 2min auf 42°C erwarmt
und dann 1l Superscriptll Reverse Transcriptase (GIBCO Life Technologies,
Eggenstein, Deutschland) zugegeben und weitere 50min bei 42°C inkubiert. Das Enzym
wird durch Erhitzen auf 70°C denaturiert und die cDNA bei -20°C gelagert. Falls RNA die
weiteren Reaktionen storen konnte, kann die RNA durch 2U RNAse H 20 min bei 37°C

verdaut werden. Die RNAse wird ebenfalls durch Erhitzen auf 70°C denaturiert.

Die so hergestellte cDNA wird als Template fur die folgende PCR-Reaktion eingesetzt.
Als Primer wurden verschiedene, den jeweiligen Erfordernissen angepalite

Oligonucleotide verwendet.
Fur einen 50 yl PCR-Ansatz werden folgende Kanponenten gemischt:

5 ul 10 x Puffer

3 pl 25 mM MgCl,

1 pl 10 mM dNTP-Mix
1 ul cDNA

1yl Primer 1

1 ul Primer 2

37,8 ul H,O

0,2 pl (1 U) AGS Gold

Alternativ wurden 2,5U Taqg-Polymerase (Perkin Elmer, Weiterstadt, Deutschland oder
AGS Hybaid, Heidelberg, Deutschland) mit 3yl 25 mM MgClL und dem vom Hersteller
mitgelieferten 10 x Puffer eingesetzt. Der Ansatz wird mit Mineraldl Uberschichtet und die
PCR-Reaktion in einem Thermocycler (Landgraf, Hannover, Deutschland oder AGS
Hybaid, Heidelberg, Deutschland) durchgeflihrt. Die Reaktionsbedingungen wurden flr

die jeweiligen Primerpaare optimiert.

Die Reaktionsprodukte werden in einem 1,5%igen Agarose-Gel (Agarose: GIBCO Life

Technologies, Eggenstein, Deutschland) in TPE-Puffer (20mM Tris-Phosphat, pH8,0,
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2mM EDTA) mit 0,3 ug/ml Ethidiumbromid aufgetrennt und die Banden auf einem

Transilluminator mit Videodokumentationssystem bei 254nm angeregt und fotogmafiert.
-RACE

Fur die 3'-RACE (Frohman et al. 1998) PCR wird die cDNA-Synthese nach obigem
Protokoll durchgefihrt. Fur die folgende PCR, Ansatz mit AGS Gold Polymerase wie
oben beschrieben, werden ein sequenzspezifischerPrimer (SSP) und ein 5’ verlangerter
Oligo-dTie-Primer (3’-RACE-Primer) verwendet. Zur Amplifikation wird féggendes PCR-

Programm durchlaufen:

5 Zyklen 40 Zyklen
5 min 92°C 60 s 92°C 60 s 92°C 10 min 72°C
abkihlen mit 3°C / s auf 40°C 60 s Ty (SSP)
30s40°C 90s72°C
90 s 72°C

5’-RACE

Zur Amplifikation der 5’-Enden der mRNA Erohman et al. 1998) wird zur cDNA-Synthese
nach dem oben beschriebenen Protokoll statt des Oligo-dTs-Primers ein
sequenzspezifischer Primer fur die zu amplifizierende mRNA eingesetzt und nach der
cDNA-Synthese ein RNAse H-Verdau durchgefuhrt. Die so erhaltene cDNA wird mit dem
High Pure PCR Product Purification Kit (Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland)
nach dem Herstellerprotokoll aufgereinigt und mit 30ul 10 mM Tris-HCI pH 8,0 eluiert. An
die 3’-Enden der gereinigten cDNA wird durch Terminale Desoxynukleotid Transferase
(TdT) ein Homopolymer von dC angehangt. Dazu werden 17 plcDNA, 5 ul 5 x TdT-Puffer
und 2,5 ul 1 mM dCTP gemischt, 5min bei 95°C denaturiert und sofort auf Eis gestellt.
Nach Zugabe von 10 U TdT wird der Ansatz 20 min bei 37°C inkubiert und anschliel3end
das Enzym 10 min bei 70°C inakfiviert.

Die folgende PCR-Reaktion wird nach dem Protokoll fur AGS-Gold Polymerase
angesetzt. Es werden jedoch 2ul cDNA und als Primer ein zweiter sequenzspezifischer
Primer und ein 5-RACE-Primer eingesetzt. Die PCR wird unter den folgenden
Bedingungen durchgefuhrt, wobei die  Annealingtemperatur  fur  jeden

sequenzspezifischen Primer individuell empirisch ermittelt werden muf3.

45 Zyklen

5 min 95°C 90 s 95°C 10 min 72°C
abkihlen mit 3°C / s auf 54-45°C
45 s 54-45°C

60 s 72°C
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Herstellung kompetenter Zellen

Fur die Transformation wird der Bakterienstamm E. Coli JM109 (Promega, Madison, WI,
USA) verwendet. Der Stamm hat folgenden Genotyp: endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17
(re-, my+), relA1, supE44, A(lac-proAB), [F’, traD36, proAB, laqfZAM15].
Medienkomponenten und Agar werden von GIBCO Life Technologies, Eggenstein,

Deutschland bezogen.

Die Bakterien werden auf Minimalmedium-Platten (34mM Na,HPO,4, 22 mM KH;PQOq,

8,6 mM NaCl, 19mM NH,CIl, 2 mM MgSO4, 0,1 mM CaCl, 11 mM Glucose, 1mM

Thiamin-HCI, 15g/| Agar, pH7,4) angezogen. Ein einzelner Klon wird in einer Uber-
Nacht-Kultur in LB-Medium (10g/1 Trypton, 5g/| Hefeextrakt, 5g/1 NaCl) unter
Schiitteln bei 37°C vermehrt. Die Uber-Nacht-Kultur wird 1:100 mit frischem Medium
verdunnt und bis zu einer Zelldichte von 0,40,6 ODggo nm bei 37°C geschuttelt. Die Zellen
werden 5 min bei 4500 x g zentrifugiert, das Pellet in 40% des Kulturvolumens eskaltem

TFB-1 (30 mM K-Acetat, 10mM CaCl,, 50 mM MnCl,, 100 mM RbCI, 15% Glycerin,

pH 5,8) resuspendiert und 5min auf Eis inkubiert. Die Zellen werden erneut wie oben
zentrifugiert und in 4% des Ausgangsvolumens TFB-2 (10mM MOPS, pH6,5, 75 mM

CaClp, 10 mM RDbCI, 15% Glycerin) resuspendiert und 10min auf Eis inkubiert. Die
Zellsuspension wird in 100 pl Aliquoten in vorgekuhlte Reaktionsgefal’e uberflhrt und bei
-80°C gelagert.

Klonierung

Zur Klonierung von PCR-Produkten wird die DNA aus dem PCR-Ansatz mit dem DNA
Clean Kit (AGS Heidelberg) nach dem Herstellerprotokoll aufgereinigt und in 1GnM Tris

HCI pH 8,0 eluiert. Die gereinigte DNA wird Uber TA-Klonierung in einen pGEM Vektor
(pGEM-T Cloning Kit, Promega, Madison, WI, USA) kloniert. Dazu werden 1ul (50 ng)

Vektor DNA und maximal 7 uyl PCR-Produkt im molaren Verhaltnis 1:2, 1:1 oder 2:1 mit
1 pl 10 x Ligationspuffer und 1 ul (3 Weiss Units) T4 DNA-Ligase gemischt, das Volumen
falls erforderlich mit H,O auf 10 yl erganzt und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Der

Ligationsansatz kann bis zur Transformation bei -20°C glagert werden.

Auf je 100 ul auf Eis aufgetaute kompetente Zellen werden 2 pl Ligationsansatz pipettiert,
durch vorsichtiges Ruhren gemischt und 60min auf Eis inkubiert. Die Zellen werden dann
45 s bei 42 °C einem Hitzeschock ausgesetzt und danach wieder auf Eis gestellt. Nach

der Zugabe von 900 yl Soc-Medium (20 mg/ ml Trypton, 5 mg/ ml Hefeextrakt, 10 mM
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NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgChL, 10 mM MgSO,4, 10 mM Glucose) werden die Zellen
60 min bei 37°C geschlittelt und anschliefiend 200ul und 400 ul auf LB-Agarplatten mit
100 pg / ml Ampicilin, 0,1 mM IPTG und 40 ug / ml X-Gal ausplattiert. In Plasmiden, die
ein Insert tragen, ist das Gen fur dasa-Peptid der B-Galactosidase zerstort, so dal die
Kolonien nicht gefarbt sind, wahrend Klone mit intaktemp-Galctosidase Gen durch die

Umsetzung von X-Gal blau erschéanen.

Positive Klone werden auf eine neue Platte umgesetzt und eine Probe der Kultur in einer
PCR mit fur das Insert spezifischen Primern Uberpruft. Von Klonen, die das korrekte
Insert tragen, werden Uber-Nacht-Kulturen in 4ml LB-Medium mit 100 yg / ml Ampicillin

angeimpft und das Plasmid aus der Uber-Nacht-Kultur gewonnen. Die Plasmid-
Praparation erfolgt nach dem Protokoll flir Nucleobond AX20 Plasmid Kit (Macherey

Nagel, Duren, Deutschland).
Sequenzierung

FUr die Sequenzierung nach der Sanger-Methode Ganger et al. 1977) wird sowohl
Plasmid-DNA als auch PCR-Produkte eingesetzt. Plasmid-DNA wird mit demDIG-Taq
Sequencing Kit (Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland) sequenziert. Das Kit
enthalt Digoxygenin-markierte M13-Sequenzieprimer, deren Bindungsstelle auf dem
Plasmid liegt. Pro Sequenziereaktion werden 500ng Plasmid-DNA eingesetzt und die
Reaktion nach dem Herstellerprotokoll pipettiert, jedoch wird die Tag-Polymerase durch
2,5 U Tag-Pwo-Mix (AGS, Heidelberg, Deutschland) pro Ansatz und den entsprehenden

Puffer ersetzt.

PCR-Produkte konnen direkt mit dem BioCycle Sequencing Kit (GATC, Konstanz,
Deutschland) sequenziert werden. Als Sequenzieprimer werden die PCR-Primer oder
andere sequenzspezifische Primer eingesetzt. Die Markierung der Strange erfolgt in
diesem Fall Uber biotinylierte didesoxy-Nukleotide. Die Reaktionen werden mit
mindestens 100ng PCR-Produkt nach dem Protokoll des Herstellers angesetzt. Es
wurde der Herstellerempfehlung folgend 3U Thermosequenase (Amersham Pharmacia

Biotech, Uppsala, Schweden) verwendet.

Die Sequenzierreaktionen werden auf einem Direct Blotter (GATC, Konstanz,
Deutschland) aufgetrennt und direkt auf eine Nylonmembran Ubertragen. Das
Sequenziergel ist ein 4%iges Polyacrylamidgel (Long Ranger, Biozym Hess. Oldendorf,
Deutschland) in TBE-Puffer (128mM Tris, 42 mM Borsaure, 2,4mM EDTA) mit 7M

Harnstoff. Nach dem Lauf wird die Membran getrocknet und die DNA Z2min 30 s unter
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UV-Licht kovalent an die Membran gebunden. Vor der Detektion der Banden wird die
Membran je 5min mit H,O und Maleinsaurepuffer (10mM Maleinsaure, 150 mM NaCl)
gewaschen und 45min mit 1% Blocking Reagenz (Boehringer Mannheim, Mannheim,
Deutschland) in Maleinsaurepuffer blockiert. AschlieBend wird 45min mit anti-
Digoxygenin-Alkalische Phosphatase Konjugat (1:10000, Boehringer Mannheim,
Mannheim, Deutschland) bzw. mit Streptavidin-Alkalische Phsphatase Konjugat
(1:10000, Dianova) in 1% Blocking Reagenz inkubiert und danach dreimal 10min mit
Waschpuffer (0,3% Tween20, Maleinsaurepuffer) und zweémal 5min mit
Detektionspuffer (100mM  Tris-HCI pH9,5, 100mM NaCl) gewaschen. Alle
Inkubationsschritte werden in einem Hybridisierungsofen (AGS Hybaid, Heidelberg,
Deutschland) unter Rotation bei 37°C durchgefihrt. Die Detektion der Banden erfolgt

entweder mittels Chemolumineszenz oder alternativ mit NBT/ BCIP.

Fur die Chemolumineszenzdetektion wird die Membran 10min mit CDP-Star (Boehringer
Mannheim, Mannheim, Deutschland), 1:100 in Detektionspuffer, inkubiert, mit moglichst
wenig Flussigkeit in Polypropylenfolie eingeschweil3t und ein Réntgenfilm (BioMax MR,
Kodak) 2 bis 8 h exponiert. Der Film wird 3min entwickelt, kurz in Wasser gewaschen

und 5 min fixiert (Rontgenentwicker und -fixierer, Agfa).

Fir die colorimetrische Detektion wird die Membran Uber Nacht in einer 1:50 Verdlinnung
von NBT/BCIP (Stammlésung Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland) in

Detektionspuffer entwickelt und die Reaktion durch Waschen in HO gestoppt.

in vitro Kapazitation

Die Vorgange im weiblichen Genitaltrakt, die die Spermatozoen befahigen, mit der Eizelle
zu interagieren, koénnen in vitro nachgeahmt werden. Nach der Entfernung des
Seminalplasmas, werden die Spermien kapazitierenden Bedingungen ausgesetzt und die
Anderungen in der Calcium-Verteilung in der Zelle mit Calcium-bindenden Fluorophoren

verfolgt. Vor Versuchsbeginn wird die Zellzahl und die Matilitdt der Spermien bstimmt.

Zur Zellzahlbestimmung wird ein Aliquot 1:200 in 10% NaCl verdinnt und in einer
Thoma-Kammer gezahlt. Zur Beurteilung der Motilitdt werden Sul Spermiensuspension
auf einen vorgewarmten Objekttrager gebracht und auf einem Heiztisch bei 39°C unter

dem Mikroskop beobachtet.

Ejakulierte Spermien mussen vor der Kapazitation vom Seminalplasma getrennt werden,

da dieses kapazitationshemmende Proteine enthalt. Um die Zellen moglichst wenig zu
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belasten und gleichzeitig eine Selektion motiler Spermien zu erreichen, wird ein swim-up
durchgefihrt. Man unterschichtet 10ml swim-up-Puffer (20mM Hepes, 1,5mM CaCl,,
1 mM MgCl, - 6 H,O, 95 mM NaCl, 1 mM K;HPO,4, 5 mM Glucose, 60 mM Saccharose,
5 mM Na-Pyruvat, 0,5% BSA, pH 7,6) mit 1,5 ml Ejakulat und nimmt nach einer Stunde
die oberen 2-3 ml, welche die motilen Spermien enthalten, ab. Die Spermien werden
durch Zentrifugation bei 100x g (Labofuge GL, Heraeus) konzentriert und die Zellzahl

sowie die Motilitat bestimmt.

Die Spermiensuspension wird auf 2x10° Zellen/ml mit Kapazitationsmedium
(Medium 199 (Serva Heidelberg, Deutschland) supplementiert mit 29mM Na-Lactat,
10 mM Hepes, 2,3 % BSA, 75 pug / ml Penicillin, 25 pg / ml Streptomycin) verdinnt und je
2 ml in einem sterilen Reaktionsgefaly 1 bis 3h bei 37°C unter 5% CO; inkubiert. Je
nach Versuchsablauf wird alle 30 bis 60min ein Aliquot entnommen und der Fortgang
der Kapazitation verfolgt. Die Akrosomreaktion kann bei kapazitierten Spermien durch
Zusatz von Calcium-lonophor A 23132 in einer Endkonzentration von 1ug/ ml oder
Lyso-Phosphatidylcholin in einer Endkonzentration von 10ug/ ml induziert werden. In
beiden Fallen werden die Reagenzien direkt dem Kapazitationsmedium zugesetzt und
die Spermien 5 min bei 37°C inkubiert.

Nachweis der Kapazitation mit CTC-Fadrbung

Die Farbung beruht auf der Fluoreszenzzunahme von Chlortetracyclin (CTC, Sigma
Aldrich Steinheim, Deutschland) in Gegenwart von C&". Die CTC-Lésung (20 mM Tris-
HCI, 5 mM Cystein, 130 mM NaCl, 1 mM CTC, pH 7,6) mul} taglich frisch angesetzt und
dunkel aufbewahrt werden. Zur Farbung werden 20ul Spermiensuspension mit 20l
CTC-Lésung gemischt, 1-2min lichtgeschltzt bei Raumtemperatur irkubiert und sofort
unter einem Fluoreszenzmikioskop (Zeiss Axioskop, Jena, Deutschland) bei 450-490nm

Excitation, 520 nm Emission beurteilt.
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Biophysikalische Untersuchungen

CD-Spektren

Die CD-Spektren wurden mit der freundlichen Unterstitzung von Prof. Dr. Jurgen Alves
im Institut fur Biophysikalische Chemie der Medizinischen Hochschule Hannover
durchgefihrt.

Fir die Messungen wurden natives und HPLC-gereinigtes CRISP-3 in einer
Konzentration von 1 mg/ml und reduziertes CRISP-3 in einer Konzentration von

0,08 mg/ml eingesetzt.
Interaktion von equinem CRISP-3 mit Lipidvesikeln

Die Untersuchungen zur Interaktion mit Lipidvesikeln wurden mit der freundlichen
Unterstutzung durch Prof. Dr. Andreas Herrmann und Dr. Peter Muller in der Abteilung
Biophysik der Mathmatisch-Naturwissenschaftlichen Fakultdt | an der Humboldt-

Universitat in Berlin durchgeftihrt.

In Chloroform geléste Phospholipide werden in einem Glasréhrchen in der gewlinschte
Zusammensetzung gemischt und unter Stickstoffstrom getrocknet. Nach der
Resuspension in 0,5ml PBS werden die Lipidlosungen auf Eis 10min mit Ultraschall
behandelt, um Small unilamellar vesicles (SUVs) herzustellen. Es wurden 4mM
Lipidldsungen aus reinem Phosphatidylcholin (PC) und Phosphatidylcholin in einem
molaren Verhaltnis von 2:1 mit Phosphatidylethanolamin (PE). Phosphatidylserin (PS)
und Sphingomyelin (SM) verwendet. Eine Stanmmlésung von 100uM CRISP-3 in PBS
wird aliquotiert bei -20°C aufbewahrt.

Die Fluoreszenzmessungen werden in einem Aminco Bowman Spektrometer (Rochester,
USA) durchgeflihrt. Eine 2 uM Lésung von CRISP-3 wird bei 37°C unter Rihren mit einer
Vesikelsuspension titriert und nach jedem Schritt ein Fluoreszenzspektrum mit Excitation

bei 285 nm (Spaltbreite Ex. 2nm, Em. 4 nm) aufgenommen.
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3. Ergebnisse

RT-PCR und Sequenzierung von CRISP-3

Da mit den vorhandenen Antikrpern keine Unterscheidung der einzelnen Mitglieder der
CRISP-Proteinfamilie moglich war, muf3ten Moglichkeiten gefunden werden, zwischen
verschiedenen CRISPs zu differenzieren. Von der equinen CRISP-Familie lagen auller
drei internen Peptidsequenzen von CRISP-3 keine Sequenzinformationen vor. Diese sind

aber fur die proteinchemische Identifizierung einzelner Proteine notwendig.

Daher wurde zunachst aufgrund der bekannten Peptidsequenzen Nessau et al. 1994)
und Vergleichen der bis zu diesem Zeitpunkt bekannten mRNA-Sequenzen fiur CRISPs
anderer Spezies ein sequenzspezifischer Primer entwickelt (Abb3-1). Die
Aminosauresequenz des Peptids ist identisch mit der von humanem CRISP-3 und die
daftr codierende humane mRNA-Sequenz enthalt einen in allen CRISPs konservierten
Bereich. Als Primersequenz wurde die humane Sequenz verwendet und zwar so, dal’ der

Primer mit der konservierten Sequenz endet.

ec CRISP-3-AS: TPNA V Y G H Y T Q Y Y W Y
hs CRISP-3-AS: TPNA V \Y G H Y T Q \Y Y W Y
hs CRISP-3-RNA: GTG GTT GGA CAT TAT ACA CAG GTT GTT TGG

Abb. 3-1: Peptidsequenzen von equinem und humanem CRISP-3 und mRNA-Sequenz von humanem CRISP-3 zur
Konstruktion eines sequenzspezifischen Primers. Ein in allen bekannte CRISPs konservierter Bereich ist fett markiert.

Aufgrund der grofien Mengen CRISP-3 im Seminalplasma, war anzunehmen, dal} es von
den akzessorischen Geschlechtsdrisen Ampulle, Samenblase, Prostata und
Bulbourethraldrise exprimiert wird. Der sequenzspezifische Primer (ssp CRISP) wurde in
Kombination mit einem Oligo-dT-Primer (RACE 1) zur Amplifikation eines Fragmentes
der CRISP-3 mRNA aus den akzessorischen Geschlechtsdriisen eingesetzt. Die PCR
lieferte ein etwa 800 bp grof3es Produkt in der Ampulle und wesentlich schwacher in der
Samenblase. (Abb. 3-2)

Das Produkt aus der Ampulle wurde kloniert, sequenziert und aus der daraus erhaltenen
Sequenz Primer fur eine 5-RACE-PCR und Uberlappende Fragmente ausgewahlt. Das
etwa 600 bp groRe 5-RACE Produkt und die Uberlappenden Fragmente wurden
ebenfalls kloniert und sequenziert. Alle Sequenzen wurden durch Sequenzierung von je
mindestens zwei Klonen Uberlappender Fragmente bestatigt und die endgtltige Sequenz
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Abb.3-2: 3’-RACE PCR in ¢cDNA der akzessorischen Geschlechtsdriisen

1-100 bp Standard
2-Ampulle
3-Samenblase
4-Prostata
5-Bulbourethaldriise

von 1295 Nukleotiden (AnhangA) in der EMBL-Datenbank deponiert (Acc. No.

AJ 001400).

Die mRNA besteht aus einem 58 Nukleotide langen 5’-untranslatierten Bereich, einem

offenen Leseraster von 738 und einem 3’-untranslatierten Bereich von 499 Nukleotiden

Lange. Die Nukleotide 1262 bis 1267 reprasentieren das Polyadenylierungssignal
(Wickens und Stephenson 1984, Wickens 1990). Das offene Leseraster kodiert flr 246

Aminosauren. Die Aminosauren 1-22 stellen ein potentielles hydrophobes Signalpeptid

dar. Das durch dessen Abspaltung vermutete reife Protein (AS 23-246) enthalt 16

Cysteine, deren Positionen dem fur bisher bekannte CRISPs beschriebenen Muster

entsprechen. Die abgeleitete Aminosauresequenz enthalt

Glykosylierungsstelle (NetOglyc).

keine potentielle O-

Tabelle 3-1: Homologie von equinem CRISP-3 zu anderen Mitgliedern der CRISP-Familie

mRNA Protein
hs CRISP-2 (TPX 1, Q 60477) 82 % 73 %
cp CRISP-2 (AA1 U35712) 78 % 70 %
hs CRISP-3 (SGP 28 X94323). 77 % 65 %
rn CRISP-1 (SCG, P12020) 57 %
mm CRISP-1 (SCG-1, Q03401) 57 %
Helothermin (Q91055) 54 %
hs CRISP-1 (P54107) 44 %
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Die Ergebnisse des Vergleichs sind in Tabelle 3-1 dargestellt. Die grof3te Homologie
sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene besteht zu humanem CRISP-2 und
humanem CRISP-3. In Abb. 3-3 ist beispielhaft die Homologie zwischen equinem CRISP-
3 und humanem CRISP-2, humanem CRISP-3 und SCG der Ratte gzeigt.

ec CRISP-3 MALLBVLLEFLAAVLLIPF SGQ LS ITKSEVOKEIWNKHNDLRRTVSP L
hs CRISP-2 MALLIVL FLVTVIL.IPS L EGK];1§IT LLTTQLQVQRE%INKHNELRKAVSPi%IL
hs CRISP-3 MTLFEVLLEFLVAGLEES F NEDKDEAETALLTTQTOVOREINNKHNELRRAVSP L
rn SCG MALMIVLLELAAVLPESLLODTTDEWDRDLENLSTTKLSVOEET INKHNOLRRTVSPSGSDLL

hs CRISP-2 EWSREVTTNAQRWANKCTLOHSDPEDRKTST RCGENLY DPTSWSSATIQSWYDEILDE
hs CRISP-3 EWNKEAAANAQKWANQCNYRHSNPKBRMT SLKCGENLY ASSSWSOAIQSWFDEYNDE
rn SCG RVEWDHDAYVNAQKWANRCIYNHSPLOHRTT TLKCGENLFMANYPASWSSVIQDWYDESLDE

ec CRISP-3 KYGVGPKT VGHYTQVVWYSSYR CGIAYCPKOGTLKYYYVCOYCPACGNYVNKINTPYE
hs CRISP-2 VYGVGPKS.VGHYTQLVWYS'£1Q£GIICPNQDSLKYIYVCIYCEIGNNMIRKNTPYQ
hs CRISP-3 DFGVGPKT VGHYTQVVWYSSY L CGNAYCPNOKVLKYNMYVCOYCPAGNWANRLYVPYE
rn SCG VFGFGPKKVGVKVGHYTQVVWNSTFLVACGVAECPDQ PLKYFYVCHYCEGGNYVGRLYSPYT

ec CRISP-3 IQWDSKTATNAQNWANKCLLQHSKAEIRAVGTMKCGENLFEﬂ I PNSWSDIIQNWHDEVHDF

hs CRISP-2 GTPCAGCEDDCEBKGLCTNSCOYODLLSNCDSLKNTAGCEHELLKEKCKATCLCE
hs CRISP-3 GAPCASCEDNCEDGLCTNGCKYEDLEYSNCKSLKLTLTCKHOLVRDSCKASCNCS
rn SCG EGEPCDSCPGNCEDGLCTNSCEYEDNYSNCGDLKKMVSCDDPLLKEGCRASCFCEDKIHZ

ec CRISP-3 CTPCARCPGNCBENGLCTNSCEYEDEVSNCDSLKKIAGCEHELLKENCKTTCOCENKIYZ
KIYZ
SINZ

Abb. 3-3: Homologie zwischen equinem CRISP-3 und humanem CRISP-2 und CRISP-3 und dem SCG der Ratte

hellgrau: in allen Sequenzen identische Aminoséduren, dunkelgrau: in ec CRISP-3, hs CRISP-2 und hs CRISP-3
identische Aminoséuren

Aus der Gesamtsequenz der mRNA wurden zwei spezifische Primer (eC3-5 und eC3-6),
die in Regionen mit geringer Homologie zu anderen CRISP-Sequenzen liegen,
ausgewahlt. Die Transkription der mRNA in den Geweben des equinen mannlichen
Genitaltraktes wurde mittels RT-PCR detektiert. Es zeigte sich, dal} die Transkription auf
die Ampulle, die Samenblase und die Speicheldrise feschrankt ist (Abb. 3-4).

Das aus der sequenzierten mRNA abgeleitete Protein wurde als equines CRISP-3
eingestuft, obwohl sowohl die mRNA als auch die Proteinsequenz gréf3ere Homologie zu
CRISP-2 aus Mensch und Meerschweinchen aufweisen. Dagegen sprach die
Transkription in Ampulle, Samenblase und Speicheldrise. Bisher konnte nur CRISP-3 in
akzessorischen Geschlechtsdriisen nachgewiesen werden, wahrend CRISP-2 immer im
Hoden transkribiert wird. Darliberhinaus entspricht der Aufbau der gefundenen mRNA
der von CRISP-1 und CRISP-3, aber nicht der von CRISP-2. Der 5-untranslatierte
Bereich aller bisher bekannten CRISP-2 mRNAs umfal3t etwa 250 Nukleotide, wahrend
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1-100 bp Standard
2-Hoden
3-Nebenhoden
4-Ampulle
5-Samenblase
6-Prostata
7-Bulbourethraldriise
8-Speicheldriise
9-Leber
10-Kontrolle (kein
Template)

Abb.3-4: Gewebeverteilung der CRISP-3 Transkripte im Genitaltrakt des Hengstes

der von CRISP-1 und CRISP-3 deutlich klrzer ist. Damit spricht auch ein 5-

untranslatierter Bereich von 58 Nukleotiden fiir eine Einstufung als CRISP-3.

Die spezifische RT-PCR wurde durch eine 3’-RACE-PCR (ssp CRISP uns RACE 1) mit
dem ersten sequenzspezifischen Primer, der nur eine CRISP-spezifische Bande lieferte
erganzt. Die 3-RACE-PCR ergab neben Ampulle, Samenblase und Speicheldrise
zusatzlich positive Signale im Hoden und Nebenhoden (Abb. 3-5). Die cDNA-Synthese
wurde in allen Fallen durch eine fur die B-Aktin mRNA spezifische PCR Uberpruft. Die

Kontrolle der cDNA-Synthese war fur alle verwendeten cDNAs podiv (nicht gezeigt).

1-100 bp Standard
2-Hoden
3-Nebenhoden
4-Ampulle
5-Samenblase
6-Prostata
7-Bulbourethraldriise
8-Speicheldriise
9-Leber
10-Kontrolle (kein
Template)

Abb.3-5: 3°-RACE-PCR zur Amplifizierung CRISP-spezifischer Transkripte im Genitaltrakt des Hengstes

48



RT-PCR und Sequenzierung von CRISP-1 und CRISP-2

Die Produkte des 3’-RACE aus Hoden und Nebenhoden wurden kloniert und
sequenziert. Es stellte sich heraus, dal} beide Sequenzen sowohl voneinander als auch
von der CRISP-3 mRNA Sequenz verschieden sind. Aus den erhaltenen Sequenzen
wurden ebenfalls Primer fir eine 5-RACE PCR und Uberlappende Fragmente (eC1-1 bis
eC1-7 und eC2-1 bis eC2-6) ausgewahlt und die Produkte kloniert und squenziert.

Alle Sequenzen wurden durch Sequenzierung von je mindestens zwei Klonen
Uberlappender Fragmente bestatigt und die endgultigen Sequenzen von 1379
Nukleotiden fur ec CRISP-1 und 1195 Nukleotiden fur ec CRISP-2 (Anhang B und C) in
der EMBL-Datenbank eingereicht (Acc. No. AJ0O06631 und AJ 006632).

Die CRISP-1 mRNA umfal3t 1379 Nukleotide, darunter ein offenes Leseraster von 753
Nukleotiden (109-861). Die mRNA enthalt 518 Nukleotide 3’-untranslatierten Bereich mit
einem Polyadenylierungssignal an Position 1339-1343. Das offene Leseraster der 1195
Nukleotide grolken CRISP-2 mRNA umfalt 735 Nukleotide (204-938). Der
3’-untranslatierte Bereich mit dem Polyadenylierungssignal an Position 1146-1150 ist
insgesamt 257 Nukleotide lang. Das offene Leseraster der CRISP-1 mRNA kodiert fur
251, das der CRISP-2 mRNA fir 244 Aminosauren. Beide Aminosauresequenzen
enthalten potentielle hydrophobe Signalpeptide, bei CRISP-1 Aminosaure 1-24, bei
CRISP-2 Aminosaure 1-22. Die daraus abgeleitete reifen Proteine (AS 25-251 und AS
23-244) enthalten die fur CRISPs charakteristischen 16 Cysteine..

Die mRNA und die abgeleitete Aminosauresequenz wurden mit dem FASTA- Pearson
und Lipman 1988) bzw. BLAST- (Altschul et al. 1990) Programm mit Sequenzen aus der
EMBL- und der swissprot-Datenbank verglichen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 2a und
3-2b dargestellt

Tabelle 3-2: Homologie von equinem CRISP-2 (a) und CRISP-1 (b) zu anderen Mitgliedern der CRISP-Familie

a mRNA Protein
hs CRISP-2 (X95239, M25532) 86 % 75 %
cp CRISP-2 (AA1 U35712) 80 % 72 %
mm CRISP-2 (TPX-1 P16563) 73 % 65 %
rn CRISP-2 (D1032991) 76 %

hs CRISP-3 (SGP 28 X94323) 77 %

ec CRISP-3 (AJ001400) 83 % 65 %
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b mRNA Protein
hs CRISP-1 (X95237, S80310, D38451) 75 % 79 %
hs CRISP-3 (SGP 28 X94323) 60 % 47 %
cp CRISP-2 (AA1 U35712) 60 % 47 %
hs CRISP-2 (X95239, M25532) 58 % 47%
ec CRISP-3 (AJ001400) 58 %

mm CRISP-1 (SCG-1, Q03401) 40%
rn CRISP-1 (SCG, P12020) 39 %

a

ec CRISP-1: MTMKHFLFLAAAAAGFLPVVIIRAKPASVPYHT V!
hs CRISP-1: MEIKHLLFLVAAAC-LLPMLSMKKKSARDQFEFNK I
hs TPX-1 FLVTVLLPSLPAEGKDPAFTA NK

ec CRISP-3: LFLAAVLLPFFP-—--—- ASGQDPGFAA NK
mm CRISP-1: MALMLVLFFLAAV---LPPSLLQODSSQENRLEK SK

rn CRISP-1: NK

ec CRISP-1: I V. S VIIEH KRRSTQ
hs CRISP-1: Tﬁ?LE :IT‘ITTDH QQGSIR
hs TPX-1 QHSDPEDRK-TSTR LDFVYGVGPKSPNAVV-GH! NODSLK
ec CRISP-3: QHSKAEDRAVGTMK HDFKYGVGPKTPNAVV-GH! KOGTLK
mm CRISP-1: SHSP-IELRTTNLR KDLTYDVGPKQPDSVV-GH KN-PLR
rn CRISP-1: YNHSPLQHRTTTLK LDFVFG-FGPKKVGVKVGH DQ-PLKY]
ec CRISP-1: K NKCKTQKEA
hs CRISP-1: ETE FDCDIQVHY I
hs TPX-1 : MNRKNT SLKNTAG

ec CRISP-3: VNKINT VSNCDSLKKIAG
mm CRISP-1: QGRLYT YTNCKYLKKMLS

rn CRISP-1: VGRLYS DLKKMVS
b

ec CRISP-2: Y LPTE

hs TPX-1 -L TV LPAE

cp TPX-1 L ITM VLTN I

ec CRISP-3: LLPVLLFLAAVLLPFFPASGODPGFAALSITKSE

mm TPX-1 WEQVMLEFVFALLLRSPLTEGKDPDEFTSLLTNQLQ

rn CRISP-1: VLLFLAAVLPPSLLODTTDEWDRDLENLSTTKLS

ec CRISP-2: P

hs TPX-1 S

cp TPX-1 : SS

ec CRISP-3: S

mm TPX-1 H L -NSA

rn CRISP-1: S VGVK

ec CRISP-2: Q

hs TPX-1 D T

cp TPX-1 T

ec CRISP-3: YVNKINTPYEQ YEDLV DS IAGCEHE ENCKTT

mm TPX-1 NVMKKSTPYQO FEDLL S SAGCKHE TKCOAT

rn CRISP-1: YVGRLYSPYTE YEDNY D MVSCDDP EG S
Abb.3-6

a: Homologie zwischen equinem CRISP-1 und humanem CRISP-1 und CRISP-2, equinem CRISP-3 und CRISP-1 aus
Maus und Ratte

b: Homologie zwischen equinem CRISP-2 und humanem CRISP-2, Meerschweinchen CRISP-2, equinem CRISP-3,
murinem CRISP-2 und CRISP-1 der Ratte.

hellgrau: in allen Sequenzen identische Aminoséuren, dunkelgrau: in den ndchsten Homologen identische
Aminosduren

50



In Abb. 3-6a ist beispielhaft die Homologie zwischen equinem CRISP-1 und humanem
CRISP-1 und CRISP-2, CRISP-1 der Maus und der Ratte und equinem CRISP-3 gezeigt.
Homologien zwischen equinem CRISP-2 und CRISP-2 aus Mensch, Meerschweinchen
und Maus sowie equinem CRISP-3 und CRISP-1 der Ratte zeigt Abb. 3-6b.

Aus den Sequenzen wurden jeweils zwei spezifische Primer (eC1-8 und eC1-9 bzw. eC2-
2 und eC2-4) ausgewahlt, um die Transkription in den Geweben des mannlichen
Genitaltrakts mittels RT-PCR nachzuweisen. Die Amplifikation eines 350p grofien

Fragments von CRISP-1 und eines 450bp Fragments von CRISP-2 wurde wie bei
CRISP-3 beschrieben durchgefuhrt. Die Transkription von CRISP-1 und CRISP-2 ist weit
weniger auf bestimmte Organe beschrankt als die von CRISP-3. CRISP-1 Transkripte
wurden im gesamten Nebenhoden, dem Samenleiter, der Ampulle und der Samenblase
amplifiziert. Schwachere Signale zeigten Hoden, Prostata und Speicheldrise (Abb. 3-7).
CRISP-2 wird stark in Hoden, Nebenhodenkopf und Prostata detektiert, schwacher in
Nebenhodenkorper, Samenleiter und Ampulle (Abb. 3-8). Keine Produkte wurden in der

Bulbourethraldrise, der Leber und der Negativkontrolle (ohne Template) erhalten.

1-100 bp Standard
2-Hoden
3-Nebenhodenkopf
4-Nebenhodenkorper
5-Nebenhodenschwanz
6-Samenleiter
7-Ampulle
8-Samenblase
9-Prostata
10-Bulbourethraldriise
11-Speicheldriise
12-Leber

13-Kontrolle (kein Template)
14-100 bp Standard

Abb. 3-7: Transkription von equinem CRISP-1 im ménnlichen Genitaltrakt

1-100 bp Standard
2-Hoden
3-Nebenhodenkopf
4-Nebenhodenkorper
5-Nebenhodenschwanz
6-Samenleiter
7-Ampulle
8-Samenblase
9-Prostata
10-Bulbourethraldriise
11-Speicheldriise
12-Leber

13-Kontrolle (kein Template)
14-100 bp Standard

Abb. 3-8: Transkription von equinem CRISP-2 im ménnlichen Genitaltrakt
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Die Expression der CRISPs in den Geweben wurde durch einen Western Blot der
entsprechenden Gewebeextrakte bestatigt (Abb.3-9). CRISPs konnten im Hoden, im
gesamten Nebenhoden, der Ampulle, der Samenblase, der Prostata, der
Bulbourethraldrise und der Speicheldrise nachgewiesen werden. In der
Bulbourethraldrise wurde keine Transkription von CRISPs gefunden. Es konnte sich also
um die Expression eines weieren CRISPs handeln oder, was wahrscheinlicher ist, um
Sekrete aus den anderen akzessorischen Geschlechtsdriisen, die sich vor der Entnahme

der Gewebe verteilt haben.

1-Hoden
2-Nebenhodenkopf
3-Nebenhodenkorper

{ 4-Nebenhodenschwanz

1 5-Ampulle

{ 6-Samenblase
7-Prostata

N —_— D Sy~ 4 8-Bulbourethraldriise
9-Speicheldriise

10-gereinigtes ec CRISP-3

Abb. 3-9: Western Blot von equinen Gewebextrakten

Mit Ausnahme der akzessorischen Geschlechtsdrisen wird in den Extrakten eine
Doppelbande angefarbt. Dies kdnnte auf das Vorhandensein von zwei Proteinen oder auf
proteolytischen Abbau wahrend der Extraktion zurickzufuhren sein. Da die Ergebnisse
der RT-PCR zeigen, dafl in Hoden, Nebenhodenkopf und -kérper CRISP-1 und CRISP-2
und in der Speicheldriise CRISP-1 und CRISP-3 transkribiert werden, ist dies vermutlich
auf die Expression von zwei verschiedenen CRISPs zurlickzufihren. In den

akzessorischen Geschlechtsdrisen wird dagegen scheinbar nur éne Form exprimiert.

Aufgrund der Schwierigkeiten, Gewebe von fertilen Hengsten und insbesondere Stuten
zu erhalten und der Probleme bei der Kultivierung undin vitro Fertilisation equiner
Oocyten, eignet sich das Pferd schlecht flr physiologische und funktionelle Experimente.
Beim Schwein existieren diese Probleme nicht, so dal} es als ein geeignetes Modelltier
erscheint. Allerdings waren bislang keine porcinen CRISPs bekannt. Daher wurde

zunachst versucht, die entsprechenden mRNA-Sequenzen zu erntieln.
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RT-PCR und Sequenzierung von porcinem CRISP-1 und CRISP-2

Die Strategie, die zur Klonierung und Sequenzierung der porcinen CRISPs verfolgt
wurde, ist an die erfolgreiche Sequenzierung der equinen Homologen angelehnt. Das 3’-
RACE mit dem sequenzspezifischen Primer (ssp CRISP) und dem Oligo-dT-Primer
(RACE 1) lieferte in Hoden, Nebenhoden, Samenblase und Bulbourethraldriise ein

Produkt, nicht aber in Prostata, Speicheldrise und Leber.

Die Sequenzierung der Produkte aus Hoden, Nebenhoden und Samenblase zeigte, dal®
die Sequenzen aus Hoden und Samenblase identisch und homolog zu humanem
CRISP-2 sind. Die Sequenz aus dem Nebenhoden unterscheidet sich von dieser und ist
homolog zum humanen CRISP-1. Das Produkt aus der Bulbourethraldriise konnte nicht

kloniert und sequenziert werden.

Fur CRISP-1 und CRISP-2 wurden die von der ersten Sequenzierung nicht erfaldten
Bereiche mit spezifischen Primern sequenziert (sC1-3 bis sC1-6 und sC2-3 bis sC2-6)
und eine 5’-RACE-PCR (sC1-1, sC1-2, sC2-1 und sC2-2) durchgefliihrt, um die Sequenz
des 5-Endes der mRNA zu erhalten. Dies ist fur die CRISP-2 mRNA gelungen, der
Sequenz der CRISP-1 mRNA fehlt der 5 untranslatierte Bereich und die ersten
Aminosauren. Die gelesenen Sequenzen wurden durch Sequenzierung mehrerer Klone
und Uberlappender Fragmente bestatigt. Die Nukleotidsequenz der CRISP-2 und die
partielle Sequenz CRISP-1 mRNA-Sequenz wurden in der EMBL Datenbank eingereicht
(Acc. Number AJ 006633 und AJ 006634).

Das offene Leseraster der porcinen CRISP-2 mRNA kodiert fir 244 Aminosauren.
Aminosaure 1-22 stellen ein potentielles hydrophobes Signalpeptid dar. Das daraus
abgeleitete reife Protein (AS 23-244) enthalt die in allen CRISPs konservierten 16
Cysteine. Das Leseraster der CRISP-1 mRNA wurde aufgrund der Homologie zur
humanen und equinen CRISP-1 mRNA und der Positionen der 16 Cysteinreste ermittelt.
Die partielle Sequenz kodiert fir 201 Aminosauren. Damit sind erstmals Sequenzen flr

porcine CRISPs vollstandig bzw. partell bekannt.

Die aus der mRNA abgeleiteten Aminosauresequenzen wurden mit dem dem FASTA-
(Pearson und Lipman 1988) bzw. BLAST- (Altschul et al. 1990) Programm mit anderen

bisher bekannten Sequenzen verglichen. Die Egebnisse sind in Tabelle 3-3 dargestellt.
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Tabelle 3-3: Homologie der abgeleiteten Aminosduresequenz von porcinem CRISP-1 und CRISP-2 zu den

Homologen aus Mensch, Maus Ratte und Meerschweinchen

a ss CRISP-1
hs CRISP-1 (P54107 64 %
mm CRISP-1 (SCG Q03401) 42 %
rn CRISP-1 (SCG P12020) 39 %
b ss CRISP-2
hs CRISP-2 (TPX-1 16562) 80 %
mm CRISP-1 (TPX-1 P16563) 69 %
rn CRISP-2 (TPX-1 D1032991) 68 %
cp CRISP-2 (AA1) 78 %

Abb. 3-10 zeigt die Homologie zwischen porcinem CRISP-1 (Abb3-10a) und seinen
Homologen aus Mensch, Maus und Ratte und humanem CRISP-2 (Abb3-10b).

a

ssCRISP-1: YKTLLTELATVQEEIVTVHNT FRRGVSPPASNSL 34
hsCRISP-1: MEIKHLLFLVAAACLLPMLSMKKKSARDQFNKLVTDLPNVQEEIVNIHNALRRRVVPPASNML 63
rnSCP: MALMLVLLFLAAVLPPSLLQDTTDEWDRDLENLSTTKLSVQEEIINKHNQLRRTVSPSGSDLL 63
mmCRISP-1: MALMLVLFFLAAVLPPSLLQDSSQE-NR-LEKLSTTKMSVQEEIVSKHNQLRRMVSPSGSDLL 61
hsCRISP-2: MALLPVLFL-VTVLLPSL-PAEGKDPA--FTALLTTQLQVQREIVNKHNELRKAVSPPASNML 59
ssCRISP-1: KMNGSEEAAQONARMLLKDCELLESNALKRRITNTEFCGENRYLTTDPVSWN-VIRIWYSESKYF 96
hsCRISP-1: KMSWSEEAAQONARIFSKYCDMTESNPLERRLPNTEFCGENMHMISYPVSWS SVIGVWYSESTSE 126
rnSCP: RVEWDHDAYVNAQKWANRC-IYNHSPLOHRTITLKCGENLFMANYPASWSSVIQDWYDESLDE 125
mmCRISP-1: KMEWNYDAQVNAQQOWADKCTFSHS-PIELRTINLRCGENLFMSSYLASWSSAIQGWYNEYKDL 123
hsCRISP-2: KMEWSREVTTNAQRWANKCTLQHSDPEDRK-TSTRCGENLYMSSDPTSWSSAIQSWYDEILDE 121
ssCRISP-1: KYGEWTLTDDDVTVEHYTOIVWATSYLIGCGLSSCGKGKSAHYLYICHYCHEGNDPNKKNEPY 159
hsCRISP-1: KHGEWTTTDDDITTDHYTOIVWATSYLIGCAIASCRQQGSPRYLYVCHYCHEGNDPETKNEPY 189
rnSCP: VFG-FGPKKVGVKVGHYTOVVWNSTFLVACGVAECP-DOPLKYFYVCHYCPGGNYVGRLYSPY 186
mmCRISP-1: TYDV-GPKQPDSVVGHYTQVVWNSTFQVACGVAECPK-NPLRYYYVCHYCPVGNYQGRLYTPRPY 184
hsCRISP-2: VYGVGPKSPNAV-VGHYTQLVWYSTYQVGCGIAYCPNQDSLKYYYVCQOYCPAGNNMNRKNTPY 183
ssCRISP-1: RRGTPCGDCPDYCEDKLCTNPCLYYDEYSNCKAQTRGPGCSHVSVQQLCKASCLCHTETK 239
hsCRISP-1: KTGVPCEACESNCEDKLCTNPCIYYDEYFDCDIQVHYLGCNHSTTILFCKATCLCDTEIK 249
rnSCP: TEGEPCDSCEGNCEDGLCTNSCEYEDNYSNCGDLKKMVSCDDPLLKEGCRASCFCEDKIH 246
mmCRISP-1: TAGEPCASCPDHCEDGLCTNSCGHEDKYTNCKYLKKMLSCEHELLKKGCKATCLCEGKIH 244
hsCRISP-2: QQGTPCAGCPDDCDKGLCTNSCOYQDLLSNCDSLKNTAGCEHELLKEKCKATCLCENKIY 243
Abb.3-10

a: Homologie von porcinem CRISP-1 zu humanem CRISP-1 (P54107), SCP Ratte (P12020), SCP Maus (Q03401)
und humanem CRISP-2 (P16562)

grau: identische Aminoséuren
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ss CRISP-2: MALLPMVLFLAAVLLPSFPTEGKDPCFTALLTSQPQIQKEIVAKHNELRRSVSPPASNMLK 16
hs CRISP-2: MALLP-VLFLVTVLLPSLPAEGKDPAFTALLTTQLQVQREIVNKHNELRKAVSPPASNMLK 59
cp TPX-1: MALLPVVVELITMLLPCVLTNGKDPAFTALITTQSQVONEIINKHNQLRKSVTPPASNMLK 63
ec CRISP-3: MALLPVLLFLAAVLLPFFPASGODPGFAALSITKSEVQKEIVNKHNDLRRTVSPLASNMLK 63
mm CRISP-1: MAWFQVMLEVFALLLRSPLTEGKDPDETSLLTNQLQVQREIVNKHNELRRSVNRTGSDI LK 61
ss CRISP-2: MEWSRETSANAQKWANKCTLEHSNPDDRKTST-KCGENLYMSSDPAAWSDAIQSWFDERHD 78
hs CRISP-2: MEWSREVTTNAQRWANKCTLOHSDPEDRKTST-RCGENLYMSSDPTSWSSAIQSWYDETILD 121
cp TPX-1: MEWSREAAVNAQKWANRCTLVHSNPDDRKTST-KCGENLYMSSDPSSWSDAIQSWFDESQD 126
ec CRISP-3: MOWDSKTATNAONWANKCLLOHSKAEDRAVGEMKCGENLFMSSTPNSWSDAIONWHDEVHD 125
mm TPX-1: MEWSIQATTNAQKWANKCILEHSSKDDRKINI-RCGENLYMSTDPTLWSTVIQSWYNENED 123
ss CRISP-2: FVYGAGPKSSSAVVGHYTQLVWYSSYRVGCGIAYCPNQENLKYYYVCQYCPAPNNVSKKNT 141
hs CRISP-2: FVYGVGPKSPNAVVGHYTQLVWYSTYQVGCGIAYCPNQDSLKYYYVCQYCPAGNNMNRKNT 183
cp TPX-1: FTFGVGPKSHNAVVGHYTQLVWYSSYLVGCGIAYCPNQODSLKYYYVCQYCPAGNNVYTKNT 189
ec CRISP-3: FKYGVGPKTPNAVVGHYTQVVWYSSYRVGCGIAYCPKQGTLKYYYVCQYCPAGNYVNKINT 186
mm TPX-1: EVYGVGAKPNSAV=GHYTOLVWYSSFKIGCGIAYCPNODNLKYF YVCHYCPMGNNVMKKS T 184
ss CRISP-2: PYKEGTPCASCPGDCDDGLCTNTCQYEDLLSNCDSLKKTAGCGHELLKEKCKATCLCEGKIY 201
hs CRISP-2: PYQQGTPCAGCPDDCDKGLCTNSCQYODLLSNCDSLKNTAGCEHELLKEKCKATCLCENKIY 243
cp TPX-1: PYKQOGIPCASCPGHCENGLCTNSCEYEDLLSNCESLKNTAGCEHOLLVEKCKATCRCEDKIY 249
ec CRISP-3: PYEQGTPCARCPGNCDNGLCTNSCEYEDLVSNCDSLKKIAGCEHELLKENCKT TCOCENKIY 246
mm TPX-1: PYOQOQGTPCASCENNCENGLCTNSCDFEDLLSNCESLKTSAGCKHELLKTKCOATCLCEDKTIH 244
Abb.3-10

b: Homologie von porcinem CRISP-2 zu humanem CRISP-2 (P16562), TPX-1 (CRISP-2) aus Meerschweinchen
(Q60477), equinem CRISP-3 (Q19010) und murinem TPX-1 (CRISP-2) (P16583)

grau: identische Aminosiduren

Die Transkription der mRNA fir CRISP-1 und CRISP-2 im mannlichen und weiblichen
Genitaltrakt des Schweines wurde mit spezifischer RT-PCR nachgewiesen (porcines
CRISP-1: sC1-4 und sC1-5, porcines CRISP-2: sC2-3 und sC2-4). Die PCR wurde
analog zur spezifischen PCR beim Pferd durchgefuhrt, die Sequenzen und der Primer

sind in Anhang F aufgefuhrt.

Abb. 3-11: RT-PCR zum Nachweis der Transkription von porcinem CRISP-1

A: 1-100 bp Standard, 2-Hoden, 3-Nebenhodenkopf, 4-Nebenhodenkdrper, 5S-Nebenhodenschwanz, 6-Samenblase, 7-
Prostata, 8-Bulbourethraldriise, 9-Speicheldriise, 10.Leber
B: 1-100 bp Standard, 2-Uterus, 3-Uterotubale Verbindung (UTV), 4-Isthmus, 5-Ampulle, 6-Ovar, 7-Leber
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Abb. 3-12: RT-PCR zum Nachweis der Transkription von porcinem CRISP-1

A: 1-100 bp Standard, 2-Hoden, 3-Nebenhodenkopf, 4-Nebenhodenkdrper, 5S-Nebenhodenschwanz, 6-Samenblase, 7-
Prostata, 8-Bulbourethraldriise, 9-Speicheldriise, 10.Leber
B: 1-100 bp Standard, 2-Uterus, 3-Uterotubale Verbindung (UTV), 4-Isthmus, 5-Ampulle, 6-Ovar, 7-Leber

Im weiblichen Genitaltrakt konnte weder fur CRISP-1 noch flir CRISP-2 eine
Transkription detektiert werden. Dagegen zeigte sich, dald im mannlichen Genitaltrakt die
Transkription von CRISP-1 auf den Nebenhoden beschrankt ist. Dariberhinaus liel3 sich
eine wenn auch geringere Transkription in der Speicheldriise nachweisen (Abb. 3-11).
CRISP-2 hingegen wurde im gesamten mannlichen Genitaltrakt mit Ausnahme der
Bulbourethraldrise und in der Speicheldruse transkribiert. Die starksten PCR-Signale

fanden sich im Hoden, im Nebenhodenschwanz und in der Postata (Abb. 3-12).

Die Expression der Proteine konnte durch einen Western Blot von Gewebeextrakten
bestatigt werden. Das gegen equines CRISP-3 gerichtete Antiserum kreuzreagiert
offensichtlich nicht nur mit equinem CRISP-1 und CRISP-2 sondern auch mit der
porcinen CRISP-Proteinfamilie. CRISPs konnten in den Extrakten aus Hoden,
Nebenhodenkopf, -kérper und -schwanz sowie Prostata, Bulbourethraldrise und
Speicheldrise nachgewiesen werden (Abb. 3-13). Auffallig ist, dall das detektierte
Protein in Prostata, Bulbaurethraldrise und Speicheldrise ein scheinbares
Molekulargewicht von 24,3 kD aufweist, wahrend es im Hoden 26 kD und im
Nebenhoden 26,6 kD grof® ist. Die Bestimmung der scheinbaren Molekulargewichte
erfolgte anhand der logarithmischen Auftragung der Laufstrecken von Standardproteinen
mit bekanntem Molekulargewicht. In Gewebeedtrakten von weiblichen Tieren konnte wie

in der RT-PCR kein Protein nachgewiesen weden (nicht gezeigt).

Im Samenblasenextrakt wurde kein CRISP detektiert, obwohl die RT-PCR eine
Transkription in diesem Gewebe zeigte. Der Grund daflr liegt vermutlich darin, daf3 in der
Samenblase des Ebers eine sehr groRe Menge Spermadhasine und weitere
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Seminalplasmaproteine sezerniert werden, so dal®} der Anteil an CRISP-2 unter der
Detektionsgrenze liegt. Der Western Blot bestatigt die Synthese von CRISPs in der
Bulbourethraldriise. Da weder Transkripte fur CRISP-1 noch fur CRISP-2 in diesem
Gewebe detektiert wurden, liegt der Schluld nahe, dal} es sich bei dem hier exprimierten

Protein um porcines CRISP-3 handeln kénnte.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

= —
66kD > = N
45kD > = '-.
31kD »>» °
premmm—— | =
21,5kD = =
14,4kD = %S

Abb.3-13: Western Blot von Gewebeextrakten Eber

1-Molekulargewichtsstandard, 2-Hoden, 3-Nebenhodenkopf. 4-Nebehodenkdrper, 5-Nebenhodenschwanz,
6-Samenblase, 7-Prostata, 8-Bulbourethraldriise, 9-Speicheldriise, 10-Leber

Die Ergebnisse der RT-PCR und der immunchemischen Detektion in den
Gewebeextrakten stimmten mit denen der Immunhistologie weitgehend Uberein. In der
Immunhistologie konnten CRISP-Antigene im Hoden, dem gesamten Nebenhoden, dem
Samenleiter, den akzessorischen Geschlechtsdriisen, hier insbesondere auch in der
Samenblase, sowie in der Speicheldrise nachgewiesen werden (Abb. a-j). Im weiblichen
Genitaltrakt zeigte sich entgegen der negativen Resultate aus RT-PCR und Western Blot
eine leichte Farbung in Uterotubaler Verbindung und Isthmus. Da diese durch
Kompetition mit equinem CRISP-3 gehemmt wird, handelt es sich um eine spezifische

Epitoperkennung.
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Abb. 3-14: immunhistologischer Nachweis von CRISPs im ménnlichen und weiblichen Genitaltrakt des Schweins.

a-Hoden, b-Nebenhodenkopf
B A T R TR L 2

|

e-Samenleiter, f-Samenblase

o




Abb. 3-14: immunhistologischer Nachweis von CRISPs im ménnlichen und weiblichen Genitaltrakt des Schweins.

-Prostata, h-Bulbourethraldriise




Abb. 3-14: immunhistologischer Nachweis von CRISPs im ménnlichen und weiblichen Genitaltrakt des Schweins.

n-Ampulle, o-Kontrolle

Die Immunhistologie von Hoden und Nebenhoden zeigte, da® im Hoden vorwiegend die
sich entwickelnden Spermatocyten gefarbt wurden und im Nebenhoden sowohl die
Epithelzellen als auch die in den Nebenhodenkanalen liegenden Spermien. In den
akzessorischen Geschlechtsdrusen und der Speicheldrise werden ebenfalls die
sekretorischen Zellen und in der Samenblase auch stark das Lumen gefarbt. Im
weiblichen Genitaltrakt zeigt sich eine sehr schwache Farbung in Uterotubaler
Verbindung (UTV) und Isthmus. Die Detektion im weiblichen Genitaltrakt ist zwar durch
Kompetition von gereinigtem CRISP-3 hemmbar, allerdings wurden weder in der RT-PCR

noch im Western Blot CRISPs im Genitaltrakt der Sau nachgewiesen.
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Etablierung eines qualitativen und quantitativen ELISA-Testsystems

Zur Etablierung von Analysen mit Hilfe der ELISA-Technik, mul3te zunachst die
Konzentrationsabhangigkeit der Bindung des zur Verfugung stehenden Antiserums
ermittelt werden. Zu diesem Zweck wurden in zwei unabhangigen Tests
Verdinnungsreihen des Antiserums mit Verdiinnungsfaktoren von 10* bis 2,5-10" und
510° bis 2107 hergestellt und auf einer mit 1ug CRISP-3/well beschichteten
Mikrotiterplatte getestet. Es ergab sich ein linearer Bereich fur Verdinnungsfaktoren von

10 bis 4-10° bei guter Ubereinstimmung der unabhangig ermittelten Werte (Abb. 3-15).
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Abb. 3-15: Ermittlung der Bindungskurve von anti-HSP-3

Die Grafik zeigt zwei unabhingig ermittelte Kurven (O Kurve 1, ® Kurve 2) und die Linearisierung des Bereichs fiir
Verdiinnungsfaktoren von 0 und 4-10° (Linie). Die Pfeile markieren die Werte fiir qualitative (3,3:10°) und
quantitative (1,7-10®)Bestimmungen

FiUr qualitative Tests wurde eine Konzentration des Antiserums gewahlt, die gerade noch
im linearen Bereich liegt, also ein Verdiinnungsfaktor von 3,3-1¢ (entspricht einer
Verdinnung von 1:300000). Diese Konzentration erlaubte die qualitative Detektion auch

relativ geringer Probenmengen.

Die quantitative Bestimmung von CRISP-3 sollte mittels eines kompetitiven ELISA
erfolgen. Dabei wird die Probe mit einer definierten Menge Antikorper vorinkubiert, so

dal® abhangig von der Konzentration des Antigens in der Probe ein Teil der Antikdrper
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nicht mehr fur die Bindung an die Platte zur Verfugung steht. Die Kalibrierung erfolgt mit

einer Reihe bekannter Mengen des Antigens.

Als Randbedingungen fur eine quantitative Analyse mussen folgende Voraussetzungen
erfullt werden. Erstens soll die Antikorperkonzentration im linearen Bereich liegen.
Zweitens sollte die Inkubationszeit der enzymatischen Reaktion konstant sein. Drittens
sollten die Werte der photometrischen Messung zwischen 0 und 10D, keinesfalls aber
uber 20D liegen, da sonst die MelRwerte ungenau werden. Aufgrund dieser
Uberlegungen wurde fiir quantitative Bestimmungen eine Ausgangsverdiinnung des
Antiserums von 1:600000 (Verdiinnungsfaktor 1,7-1F) verwendet. Zur Uberpriifung

wurde eine Testreihe von 1ug / ml bis 10 pg / ml HPLC-gereinigtem CRISP-3 eingesetzt.
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Abb. 3-16: Standardkurve fiir einen kompetitiven ELISA mit Kompetitorkonzentrationen von 10pug/ml bis
10 pg / ml Die Grafik zeigt die gemessenen Werte (4) und den linearen Bereich (Linie)

Die gemessene optische Dichte lag zwischen 0,2 und 1,8 und entspricht damit den oben
genannten Voraussetzungen. Die erreichte Hemmung umfaldt einen Bereich von 20 bis
100 % und war bei einer Kompetitorkonzentration zwischen 10ng/ ml bis 10 ug / ml zu
dieser proportional (Abb. 3-16).

Da das Antiserum gegen HPLC-gereinigtes, also denaturiertes CRISP-3 gerichtet ist,
muldte vor der Quantifizierung von CRISP-3 in biologischen Proben Uberpruft werden, ob
die Verwendung von nativem CRISP-3 als Kompetitor das Ergebnis verandert. Dazu
wurden Testreihen von 10ug bis 1 pg HPLC-gereinigtes CRISP-3 und von 20ug / ml bis

1 pg / ml natives (HIC-gereinigtes) CRISP-3 als Kompetitor eingesetzt (Abb. 3-17). Es ist
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eine deutliche Veranderung der Kurvenform zu erkennen. Die Hemmkurve, die mit
nativem CRISP-3 erhalten wurde, entspricht nicht der idealen Sattigungskurve. Fir die
nachfolgenden Bestimmungen wurden daher Kompetitorkonzentrationen von &g/ ml

bis 50 ug / ml eingesetzt, um einen mdglichst gro3en Bereichabzudecken.
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bb. 3-17: kompetitiver ELISA mit HPLC-gereinigtem CRISP-3 (O) und nativem CRISP-3 (¢). Der Mefbereich fiir

die weiteren qunatitativen Bestimmungen ist eingezeichnet.

Diese drastischen Unterschiede sind vermutlich auf Denaturierung und dadurch bedingte
Epitopveranderungen bei der HPLC-Reinigung zuruckzufuhren. Das zur Verfugung
stehende polyklonale Antiserum enthalt viele Antikdrper mit verschiedener Spezifitat und
Affinitat. Dadurch unterscheiden sich die das native und das denaturierte Protein
bindenden Antikdrperpopulationen. Aufgrund dieser Befunde wurde fir die
Quantifizierung von nafven Proben 0,5pg bis 5pg nativ gereinigtes CRISP-3 als
Standardprotein eingesetzt. Fur die Beschichtung der Platte konnte weiterhin HPLC-

gereinigtes Protein verwendet waden, da dies keinen Einflul auf das Ergénis hat.
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Abb. 3-18: Bestimmung der Menge CRISP auf equinen Spermien aus zwei Ejakulaten verschiedener Individuen

nach Entfernen des Seminalplasmas (E), nach ein- (PBS 1) und dreimaligem (PBS 3) Waschen mit PBS und nach ein-
(HS 1) und zweimaligem (HS 2) Waschen mit PBHS

CRISPs auf equinen Spermien

Quantifizierung

Um die Frage nach einer Bedeutung von CRISP-3 fur die Befruchtung, wie sie fur andere
CRISPs des mannlichen Genitaltrakts beschrieben wurde, zu klaren, muf3te zunachst
uberprift werden, ob das Protein an die Spermienmembran bindet. Aufgrund der hohen
Konzentration im Seminalplasma mufte das Seminalplasmaprotein mdglichst vollstandig
entfernt werden. Mehrfaches Waschen der frisch ejakulierten Spermien mit PBS sollte
alle schwach assoziierten Proteine entfernen. Um jedoch auch die Proteine zu I6sen, die
durch ionische Wechselwirkungen an die Membran binden, wurde zusatzlich mit 0,5 M

NaCl gewaschen.

Es zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den Ejakulaten von zwei verschiedenen
Hengsten sowohl in den Anteilen an CRISP-3, die in den einzelnen Schritten entfernt
werden, als auch wesentlich drastischer in der Gesamtmenge des an die Spermien
assoziierten Proteins. Die nicht mit Hochsalz entfernbare Menge variiert in den gezeigten

Beispielen um den Faktor 10 (Abb. 3-18).
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Diese Ergebnisse zeigen, dal® es verschiedene Qualitaten der Bindung an die Spermien
gibt. Eine Fraktion lie® sich mit PBS entfernen, ein weiterer Teil mit 0,5M NaCl und auch

nach der Behandlung mit PBHS verblieb ein Teil des Antigens auf den Spermien. Die
Ursache fur verschiedene Fraktionen konnten Modifikationen von CRISP-3 oder, wie in

anderen Spezies, die Existenz mehrerer verschie@ner CRISPs sein.

Es stellte sich die Frage, ob verschiedene CRISPs eine definierte Lokalisation auf den
Spermien einnehmen oder gleichmafig Uber die Oberflache verteilt sind. Ein weiterer
interessanter Aspekt ist, ob CRISPs bei Individuen mit wenig CRISP-Antigen auf den
Spermien gleichmafig reduziert sind oder nur in einer bestimmten Region. Diese Fragen

lieRen sich durch indirekte Immunfluoreszenz (I1F)klaren.

Lokalisation von CRISPs auf equinen und porcinen Spermien

Auf mit Hochsalz-PBS gewaschenen und fixierten equinen Spermien wurden CRISP-
Antigene mit anti-HSP-3 und mit einem fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorper
detektiert. Es zeigte sich, dal} nach der Behandlung mit PBHS die Menge detektierbarer
CRISPs im postakrosomalen und &aquatorialen Bereich von Spermien mit insgesamt
geringer Antigenmenge deutlich reduziert ist (Abb. 3-19a und 3-20 a). Im Bereich des
Mittelsticks gab es dagegen keine erkennbaren Unterschiede zwischen Spermien mit

hoher und niedriger Anzahl CRISP-Molekule pro Spermium.

Abb. 3-19: PBHS-gewaschenes Spermium eines Ejakulats mit viel CRISP-Antigen
a: IIF mit anti-HSP-3 und anti-chicken-Cy3, b: Phasenkontrastaufnahme
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Abb. 3-20: PBHS-gewaschenes Spermium eines Ejakulats mit wenig CRISP-Antigen
a: ITF mit anti-HSP-3 und anti-chicken-Cy3, b: Phasenkontrastaufnah

Da die deutlichsten Unterschiede im Bereich des Aquatorialsegments und des
Postakrosoms beobachtet wurden und in diesen Bereichen die Bindung und Fusion mit
der Eizelle eingeleitet wird, kdénnten CRISPs in der Tat eine Rolle bei der
Gameteninteraktion spelen. Das Waschen von Spermien mit 0,5M NaCl kann allerdings
nicht als physiologisch angesehen werden, daher wurde das Experiment unter in vitro
Kapazitationsbedingungen wiederholt. Es wurde ein Ejakulat eines Hengstes mit >5x16

CRISP- Antigenen auf den Spermien eingesetzt.

Motile Spermien wurden durch swim-up selektiert und von Seminalplasma befreit, in
Kapazitationsmedium uberfuhrt und die Kapazitation mittels CTC-Farbung verfolgt. Beim
Hengst zeigen die Spermien ahnlich wie bei der Maus bei Kapazitation und
Akrosomreaktion charakteristische Fluoreszenzmuster. In Proben mit Uber 60% als

kapazitiert eingestufter Spermien, wurde durch Zugabe von Lyso-Phosphatidylcholin die
Akrosomreaktion ausgelost. Von allen Schritten, swim-up, kapazitiert und nach Induktion
der Akrosomreaktion wurden Proben fixiert und vorhandene CRISPs mittels indirekter
Immunfluoreszenz detektiert. Zusatzlich wurden durch ein Lektin aus der Erdnufd, PNA
(Peanut Agglutinin, Cheng et al. 1996), Glykoproteine des Akrosoms gefarbt, so dal} eine

Beurteilung des Status jeder enzelnen Zelle méglich ist.

Die Ergebnisse dieses Experiments zeigen einerseits, dald auch nach in vitro
Kapazitation und Akrosomreaktion noch CRISPs im postakrosomalen und aquatorialen
Bereich vorhanden sind (Abb. 3-21f). Damit ist eine Beteiligung am

Befruchtungsvorgangs zwar nicht belegt, aber mdglich. Andererseits bestatigen sie die
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bisherigen Beobachtungen, dal} es verschiedene Fraktionen von CRISP-Antigenen auf
den Spermien gibt. Es zeigte sich bei unkapazitierten und kapazitierten, nicht aber bei
akrosomreagierten Spermien zusatzlich zur bisher beschriebenen Fluoreszenz auch eine
Farbung im Bereich des Akrosoms (Abb. 3-21a und d). Diese verschwindet bei
akrosomreagierten Spermien. Da auch mit PBHS behandelte Spermien keine
Fluoreszenz am Akrosom =zeigen, ist davon auszugehen, daf® durch die
hyperosmotischen Bedingungen das Akrosom und damit ein weiterer Teil CRISP-
Antigene entfernt wird (s. Abb. 3-19 und 3-20).

Abb. 3-21:

nach swim-up a: anti-HSP-3, b: PNA-Lektin, ¢: Phasenkontrastaufnahme

kapazitiert d: anti-HSP-3, e: Phasenkontrastaufnahme
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krosomreagiert f: anti-HSP-3 und PNA, g: Phasenkontrastaufnahme

Fir den Nachweis der Lokalisation auf porcinen Spermien wurden kryokonservierte
Nebenhodenschwanzspermien verwendet, da auf ejakulierten Spermien die im porcinen
Seminalplasma dominierenden Spermadhasine die CRISP-Antigene verdecken. Die
Lokalisation der Antigene auf porcinen Nebenhodenschwanzspermien wurde wie beim
Pferd mit indirekter Immunfluoreszenz dargestellt. Bei porcinen Spermien war die
Farbung im akrosomalen Bereich unkapazitierter Spermien wesentlich starker als bei
equinen Spermatozoen und wurde im Verlauf der Kapazitation schwacher (Abb. 3-22a
und d). Wie beim Pferd verschwindet die Fluoreszenz im Akrosom nach der
Akrosomreaktion und es bleibt nur eine Farbung des Postakrosoms und des Mittelstucks.
Die Fluoreszenz im Aquatorialsegement ist bei Eberspermien wenig ausgepragt (Abb. 3-
22g). Der Nachweis der Kapazitation erfolgte wahrend der Kapazitation durch CTC-
Farbung und nach der Fixierung mit einem gegen die aullere akrosomale Membran
gerichteten Antiserum (anti-OAM, Abb. 3-22b, e und h). Es zeigte sich, da® CRISP-
Antigene auch bei porcinen Spermien nach Kapazitation und Akrosomreaktion noch im
postakrosomalen Bereich vorhanden sind. Dies stutzt die Vermutung, dal3 CRISPs bei
allen Saugern ahnliche Funktionen afullen und eine Rolle fur die Befruchtung spielen

konnen.
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Abb. 3-22: Lokalisation von CRISPs auf porcinen Nebenhodenschwanzspermien
(a-c) gewaschen: a-anti-HSP-3, b-anti-OAM, c-Phasenkontrastaufnahme

(d-f) kapazitiert: d-anti-HSP-3, e-anti-OAM, f-Phasenkontrastaufnahme

(g-j) akrosomreagiert: d-anti-HSP-3, e-anti-OAM, f-Phasenkontrastaufnahme




Abhéngigkeit der Fertilitat von der Menge spermiengebundener CRISPs

Weiterhin stellte sich vor dem Hintergrund der Befunde zu einer moglichen Beteiligung
der DE-Proteine der Ratte an der Gametenfusion die Frage, ob die beobachteten
individuellen Unterschiede in der Menge und Lokalisation der CRISPs Auswirkungen auf
die Fertilitat der Tiere haben. Um diese Frage zu klaren, wurden Ejakulate von 12
Deckhengsten untersucht. Die Ejakulate werden fur die kunstliche Besamung eingesetzt,
so dall detaillierte Daten Uber die Anzahl der besamten Stuten und die daraus
resultierenden Trachtigkeiten sowie die daraus hervorgegangene Anzahl der lebenden

Fohlen existieren.

Aufgrund der Ergebnisse der Analyse sukzessiver Waschschritte wurden die Spermien
fur diesen Zweck dreimal mit PBS und zweimal mit PBHS gewaschen, um nur den Anteil
CRISPs zu erfassen, der fest an die Spermien gebunden ist. Es zeigte sich eine deutliche
Abhangigkeit zwischen der fest an die Spermien assoziierten Menge CRISPs und der
Trachtigkeits- und  Abfohlrate der besamten Stuten (Abb. 3-23). Die
Korrelationskoeffizenten betragen 0,94 bzw. 0,90. Sowohl die Absolutwerte der
Abfohlrate als auch der Karelationskoeffizient waren erwartungsgemaf niedriger als die
der Trachtigkeitsrate, da die Abfohlrate durch weitere nicht auf die Spermienqualitat
zuruckzufuhrende Faktoren keeinflult wird. Dagegen laldt die Konzentration von CRISP-

3 im Seminalplasma keine Ruckschlisse auf die Menge CRISPs an den Spermien zu.
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Abb. 3-23: Darstellung der Trichtigkeits- (O) bzw. Abfohlraten (x) nach Besamung mit Ejakulaten von
12 Deckhengsten in Abhdngigkeit von der gemessenen Menge CRISPs pro Spermium
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Auf eine weitergehende statistische Auswertung wurde aufgrund des geringen
Stichprobenumfangs, teilweise weniger als 10 besamte Stuten, und fehlender Daten zu
saisonalen Schwankungen verzichtet. Die statistische Erfassung dieses Phanomens mit
grofRerem Stichprobenumfang und Uber den gesamten Deckzeitraum eines Jahres wird
derzeit von Frau Alexandra Reineke in unserem Institut durchgeflhrt. Ihre bisherigen
Ergebnisse zeigen eine saisonale Abhangigkeit der erhaltenen Werte, bestatigen jedoch

weitgehend die hier beschriebenen Ergebnisse.
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Isolierung von equinem CRISP-3 aus Seminalplasma

Equines CRISP-3 wurde aus spermienfreiem Seminalplasma durch drei
aufeinanderfolgende Chromatographieschritte isoliert. Die im equinen Seminalplasma
vorkommende Menge an CRISP-3 macht etwa 57 % des gesamten Proteingehalts aus.
In der ersten Chromatographie wurden die Heparin-bindenden Komponenten des
Seminalplasmas durch eine Affinitatschromatographie an Heparin-Sepharose entfernt
(Abb. 3-24a). Die Heparin-bindenden Fraktionen enthalten etwa ein Drittel der gesamten
Seminalplasmaproteine, dieser Anteil ist jedoch fur die Isolierung von CRISP-3 nicht
relevant. Der nicht bindende Anteil der Seminalplasmaproteine (Peak 1, 33-75 min), der
zu etwa 10 % aus CRISP-3 besteht, wurde dialysiert, lyophilisiert und bildet in 50 ml TBS

aufgenommen das Ausgangsmaterial flr die nachste Chromatogaphie.
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Abb.3-24a :Affinitdtschromatographie an Heparin-Sepharose. CRISP-3 befindet sich im ersten Peak bei 33-75 min.

Diese Losung wurde Uber eine Gelfiltration an Sephadex G 50 weiter aufgetrennt (Abb.
3-24Db). Es ist bekannt, dal} die Proteine HSP-1 und HSP-2 Multimere von etwa 7675 kD

bilden, und in diesen Komplexen nicht an Heparin-Sepharose binden. In der Gelfiltration
wurden diese hochmolekularen Komplexe sowie kleinere Verunreinigungen abgetrennt.
Die CRISP-3 enthaltenden Fraktionen (175-215min) wurden mittels ELISA und SDS-
Gelelektrophorese ermittelt. Sie enthalten 1014 % des Gesamtproteins, davon 3438 %

CRISP-3 (Tabelle 3-4).
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Abb. 3-24b: Gelfiltration an Sephadex G 50. CRISP-3 eluiert im Bereich 175-215 min.

Zur Entfernung aller verbleibenden Kontaminationen wurde das Lyophilisat der CRISP-3
haltigen Fraktionen in 1 M (NH),SO, aufgenommen und das Protein in einer
Hydrophoben Interaktionschromatographie (HIC) an Butyl-Sepharose gereinigt (Abb. 3-
24c). CRISP-3 eluiert bei etwa 350 mM (NH),SO4 als > 99% reines Protein. Der grolde
Vorteil der HIC gegentber der alternativ eingesetzten Reversed Phase HPLC ist die
native Praparation des Proteins, die speziell fur funktionelle Untersuchungen esseritll

ist.
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Abb. 3-24c¢c: HIC an Butyl-Sepharose. blau-Absorption bei 280 nm, rot-Ammoniumsulfatkonzentration. CRISP-3

eluiert zwischen 25 min und 36 min

Die Ausbeute an CRISP-3 betrug 2540 % der Ausgangsmenge. Die groften Verluste
treten bei der Gelffiltration und der HIC auf. Gelfiltrationsfraktionen mit hohem Anteil
Kontaminanten wurden nicht verwendet. Teilweise Denaturierung bei der HIC fuhrt dazu,

dal ein Teil des Proteins mit Losungsmitteln von der Saule eluiert werden mufdte. Dieser
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Anteil wurde verworfen. Die Praparation wurde durch SDS-Gelelektrophorese und der
Quantifizierung von Gesamtprotein und CRISP-3 in den einzelnen Schritten verfolgt. In

Abbildung 3-25 und Tabelle 3-4 sind typische Ergebnisse einer Paparation gezeigt.

FUr einige Anwendungen, beispielsweise fur die proteinchemische Charakterisierung, bei
der die Denaturierung nicht stort, wurde die HIC durch Reversed Phase HPLC ersetzt.
Minimale Anteile des Saulenmaterials, Sepharose, storen die massenspektrometrische
Analyse.

Tabelle 3-4: Anteil an Gesamtprotein von CRISP-3 nach den einzelnen Priparationsschritten, Anreicherungsfaktor
von CRISP-3.

Fraktion % Gesamtprotein % CRISP-3 Anreicherungsfaktor
Seminalplasma 100 6,7 1
Affinitdtschromatographie 66,4 10,0 1,5
Gelfiltration 12,7 36,7 5,5

HIC 2,1 99,3 14,9

1-Molekulargewichtsstandard
2-Seminalplasma
= 3-Affinitdtschromatographie: nicht Heparin- bindende
Fraktion
4-Gelfiltration: Sephadex G 50
5-HIC: Butyl-Sepharose
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Abb. 3-25:SDS-Gelelektrophorese (Silber Farbung) einer Praparation von equinem CRISP-3; gezeigt sind die CRISP-
3 enthaltenden Fraktionen der einzelne Préparationsschritte
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Isolierung von CRISPs aus equinem Nebenhoden

Equine CRISPs wurden aus TBS-Extrakien des Nebenhodengewebes gewonnen. Die
Extrakte wurden jeweils uber Chromatofocussierung an PBE 94 in einem pH Gradienten
von pH 8 bis pH 6 getrennt und in den Fraktionen jeweils der pH-Wert bestimmt und
CRISPs mittels ELISA detektiert (Abb. 3-26a und b).
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Abb. 3-26a: Chromatofokussierung von equinen Nebenhodenkorperextrakten
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Abb. 2-26b: Chromatofokussierung von equinen Nebenhodenschwanzextrakten

Aus dem Nebenhodenschwanz wurden grolRere Mengen CRISPs isoliert als aus dem
Nebenhodenkdrper. Auf eine Quantifizierung der Ausbeute wurde aber aufgrund der sehr
geringen Menge verzichtet. Die CRISP enthaltenden Fraktionen wurden eingeengt und
die Proteine Uber Reversed Phase HPLC isoliert. Gleiche Fraktionen werden gepoolt und

lyophilisiert.
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Aus equinem Nebenhoden wurden acht verschiedene Fraktionen in den HPLC-Laufen
isoliert. Von diesen wurde zunachst die Masse bestimmt, um festzustellen, ob die
isolierten Proteine identisch sind. In drei Fraktionen konnte eine Masse bestimmt werden
(Tabelle 3-5). Die ubrigen Fraktionen enthielten nur breite Massenverteilungen, die sonst
nur bei Glykoproteinen beobachtet werden. Die drei gefundenen Massen sind nicht

identisch, so daf} nicht genugend Material fur ein Peptidmapping zur Verfigung stand.

Tabelle 3-5: Massen der aus dem Nebenhoden isolierten CRISPs
Fraktion NHa NHb | NHc | NHd NHe | NHf | NHg | NHh | NH;j

Masse [kD] | 24991 (20,536 - |24,821|24,606| - - -

Nur die Masse NHa lalt sich mit der abgeleiteten Aminosauresequenz vereinbaren, sie
entspricht aber nicht dem vorhergesagten reifen Protein, flir das eine Masse von 25685
Dalton berechnete wurde. Die Abspaltung von AS 1-32 resultiert in einer theoretischen
Masse von 24885 Dalton, die innerhalb der Fehlergrenzen mit der Masse aus NHa
Ubereinstimmt. Die anderen Massen konnte Fragmente von CRISP-1 darstellen oder,

wahrscheinlicher, andere Proteine.

Isolierung von CRISPs aus equinen Spermienextrakten

Die nach dem Waschen mit PBHS noch an die Spermien assoziierten CRISPs wurden
mit 1% Octylglucopyranosid extrahiert und wie fur CRISP-1 beschrieben mit der
Chromatofokussierung in einem pH-Gradienten von pH 8 bis pH 6 getrennt. Die Analyse
der Fraktionen im ELISA zeigte jedoch, dal} die Hauptmenge CRISPs bei pH 8 nicht an
das Saulenmaterial bindet (Abb. 3-27a).

Die Fraktionen des ersten Peaks (5-32min) wurden vereinigt, der pH auf 9,4 eingestellt
und in einem pH-Gradienten von pH 9 bis pH 7 rechromatographiert. In dieser
Chromatographie trennten sich die CRISPs in zwei breite Peaks (Abb. 3-27b), die von
55-72 min und von 110-140min eluierten. Die Fraktionen der beiden Peaks wurden

getrennt vereinigt, konzentriert und tUber Reversed Phase HPLC weiter getrennt.

Die im nachfolgenden ELISA positiven Fraktionen wurden lyophilisiert und die Masse der

isolierten Proteine bestimmt.
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Abb.3-27a: Chromatofokussierung Spermienextrakt (Pferd) pH 8-6
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Abb.3-27b: Chromatofokussierung Spermienextrakt (Pferd) pH 9-7

Rechromatographie Fraktion 1-5 aus der Fokussierung pH 8-6

Aus den Fraktionen 10-13 (55 bis 72min), die bei pH 8,0 eluierten, ergaben sich 6

positive HPLC-Fraktionen mit den fdgenden Massen:

Tabelle 3-6: Massen der aus equinen Spermien isolierten CRISPs

Fraktion

ES a

ESb

ESc

ES d

ES e

ESf

Masse [kD]

25,64

24,722

26,52

25,424

24,987

Die Massen der drei aus dem zweiten Pool isolierten Proteine konnten aufgrund der

geringen Menge und der breiten Massenverteilung nicht estimmt werden.

Die Masse von 25640 Dalton aus ESa stimmt mit der theoretischen Masse eines CRISP-

1 Fragments AS 26-251 mit einer theoretischen Masse von 25636 Dalton gut Uberein.

Dieses Fragment ware gegenuber dem vorhergesagten reifen Protein um das N-
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terminale Lysin verklrzt. Die in Fraktion ESf gefundene Masse entspricht exakt mit der
fur CRISP-3 experimentell bestimmten Masse. Auch in diesem Fall stammen die nicht

zugeordneten Massen vermutlich von Fremdproteinen.

Proteinchemische Charakterisierung von equinem CRISP-3
Peptidmap

Die ldentitat zwischen dem aus dem equinen Seminalplasma isolierten CRISP und dem
Produkt der ec CRISP-3 mRNA wurde durch proteolytische Spaltung und

massenspektrometrische Analyse Uberpruft.

Die Masse des isolierten Proteins wurde zu 24987+4Dalton massenspektrometrisch
bestimmt. Aus friheren Arbeiten ist bekannt, dal® das Protein N-terminal blockiert ist
(Nessau et al.). Unter der Annahme, dal} alle 16 Cysteine in Disulfidbricken gebunden
sind, das Protein nicht glykosyliert ist, AS 1-22 wie vorhergesagt das Signalpeptid bilden
und GIn 23 zu pyro-Glutamat modifiziert ist, wurde eine Masse von 24993 fir das
prozessierte Protein berechnet. Dieser Wert stimmt gut mit der experimentell bestimmten

Masse von 24987+4 Uberein.

Da aufgrund des blockierten N-Terminus eine N-terminale Sequenzierung des Proteins
nicht méglich ist, wurde die Identitat mit Hilfe eines Peptidmaps bestatigt. Dazu wurde ein
Verdau des Proteins mit Endoproteinase Lys C auf einem Mikro-HPLC-System
aufgetrennt und das Eluat direkt in einem Massenspektrometer analysiert. Die Daten
wurden mit der abgeleiteten Aminosauresequenz der CRISP-3 mRNA verglichen. Neun
der gefundenen Peptidmassen konnten einwandfrei den berechneten Massen

zugeordnet werden (Tabelle 3-7).

Unter den vorliegenden nicht reduzierenden Bedingungen konnte kein Cystein-haltiges
Peptid identifiziert werden (Abb. 3-28), dagegen wurden hdohere Massen gefunden, die
keinem Peptid zugeordnet werden konnten. Dies bestatigt das fruhere Egebnis, dal alle

Cysteinreste in Disulfidbricken involviert sind. Die Masse des N-terminalen Peptids von

QDPGFAALSITKSEVQKEIVNKHNDLRRTVSPLASNMLKMOWDSKTATNAQNWANK CLLOQHSKAEDRAVGTMKCG

ENLFMSSIPNSWSDAIQNWHDEVHDFKYGVGPKTPNAVVGHYTQVVWYSSYRVGCGIAYCPKQGTLKYYYVCQYC

PAGNYVNKINTPYEQGTPCARCPGNCDNGLCTNSCEYEDLVSNCDSLKKIAGCEHELLKENCKTTCQCENKIYZ

Abh_3-28: Pasition der mit I.C.-MS identifizierten Pentide (unterstrichen) in der ahoeleiteten Aminosiuressauenz.
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1230 Dalton bestatigt die Hypothese, dal} die N-terminale Anmosaure zu pyro-Glutamat

modifiziert ist.

Tabelle 3-7: Vergleich der experimentell bestimmten Peptidmassen mit den theoretischen Massen fiir Lys C-Pepetide

von equinem CRISP-3

Peptidmasse calc.' Peptidmasse exp.” Aminosduren Sequenz
[g/mol] [g/mol]
1229,63 1229,78 1-12 pyro-QDPGFAALSITK>S
589,31 589,40 13-17 K<SEVQK>E
601,34 601,29 18-22 K<EIVNK>H
1952,27 1952,03 23-39 K<HNDLRRTVSPLASNMLK>M
793,34 793,36 40-45 K<MQWDSK>T
1217,58 1217,93 46-56 K<TATNAQNWANK<C
1076,53 1076,65 64-73 K<AEDRAVGTMK>C
619,33 619,30 103-108 K<YGVGPK>T
545,32 545,21 138-142 K<QGTLK>Y

1-aus der abgeleiteten Aminosduresequenz berechnete Peptidmasse
2-experimentelle Peptidmasse

Bestimmung des isoelektrischen Punkts

Aufgrund der durch das Peptidmap erhaltenen Ergebnisse wurde der Isoelektrische
Punkt von CRISP-3 berechnet. Unter der Annahme, dal} das aminoterminale Glutamin zu
pyro-Glutamat modifiziert wurde und daf} alle Cysteinreste Disulfidbricken bilden ergab
sich ein Isoelektrischer Punkt von 8,0. Experimentell zeigte sich eine breite Bande in
einem Bereich von 7,8 bis 8,8 (Abb. 3-29a).

Die Ursache fir das schlechte Fokussieren des Proteins konnte nicht geklart werden. Die
Vermutung, dald das Phanomen durch Einflisse im Laufe der Praparation verursacht
wurde, hat sich nicht bestatigt. Sowohl natives als auch HPLC-gereinigtes Protein zeigten
das gleiche Laufverhalten wie es auch bei der Fokussierung von frischem Seminalplasma
erhalten wurde (Abb. 3-29b).
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30 kDa
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14,4 kDa

Abb. 3-29a: 2D-Elektrophorese von nativem CRISP-3

Abb.3-29b: 2D-Elektrophorese von equinem Seminalplasma
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Biophysikalische Charakterisierung von equinem CRISP-3
CD-Spektren

CD-Spektren geben Aufschluf® Gber die Anteile vona-Helix, pB-Faltblatt und random coil

an der Sekundarstruktur des Proteins. Die deutlich verschiedenen Hemmkurven, die mit
nativem und HPLC-gereinigtem CRISP-3 im kompetitven ELISA erhalten wurden,
deuteten auf die Exposition verschiedener Epitope und Veranderung der Proteinstruktur.
Eine durch die Denaturierung bedingte Veranderung der Sekundarstruktur sollte durch

CD-Spektren erkennbar werden.

Der Vergleich der CD-Spektren von nativem und HPLC-gereinigtem CRISP-3 zeigte
jedoch nur sehr geringe Abweichungen (Abb. 3-30). Die Sekundarstruktur wird durch die
denaturierenden Bedingungen der RP-HPLC nicht oder nur gering beeinflult. Die

Abweichungen liegen im Rahmen der MefRgenauigkeit.
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Abb.3-30: CD-Spektren im Bereich von 190 bis 250 nm fiir natives (dunkelblau) und HPLC-gereinigtes (rot) CRIPS-3

Die Ermittlung der Sekundarstrukturanteile erwies sich als schwierig, es ergaben sich je
etwa 40 % und unter 20 %. Auf die Angabe genauer Werte wird verzichtet, da keine
Anpassung gentgend zuverlassig war. Vergleichbare Werte lieferten auch CD-Spektren
im nahen UV-Bereich, bei deren Auswertung allerdings nebena-Helix und random coil
verschiedene Arten von B-Faltblatt und turns bertcksichtigt wurden (Magdaleno et al.

1997). Der Einflul® der Disulfidbricken auf das Spektrum wurde durch Reduktion und
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Carboxymethylierung des Proteins untersucht. Es zeigte sich, dal} bei Reduktion die
Sekundarstruktur dem random coil annahert (Abb. 3-31) Die Analyse ergab uber 70%

random coil und jeweils etwa gleiche Anteik von ca. 15 % a-Helix und pB-Faltblatt.
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Abb.3-31 CD-Spektren von nativem und reduzierten CRISP-3

Diese Ergebnisse zeigen den gro3en EinfluR der Disulfidbricken auf die
Sekundarstruktur und damit auf die Tertiarstruktur von equinem CRIPS-3. Die bisher
bekannten CRISPs zeigen einen hohen Grad Homologie und die strikte Konservierung
der Positionen der Cysteinreste. Es ist anzunehmen, dal® die Disulfidbricken bei allen

CRISPs ein strukturgebendes Element sind.

Analytische Ultrazentrifugation

Die Analytische Ultrazentrifugation mit nativem equinen CRISP-3 wurde
freundlicherweise von Herrn Priv. Doz. Dr. Claus Urbanke am Institut flr Biophysikalische
Chemie der Medizinischen Hochschule Hannover durchgefiihrt. Es ergab sich ein
Sedimentationskoeffizient von ca. 2,5 Svedberg und ein Molekulargewicht von 26,5 kD.

Das Protein liegt folglich als Monomer vor und ist annahernd globular.

82



Interaktion mit Phospholipidvesikeln

Die Untersuchungen wurden am Institut fur Biophysik der Humboldt Universitat Berlin in
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Hermann durchgefiihrt. Dabei wurde die Wechselwirkung
von equinem CRISP-3 mit Phospholipidvesikeln anhand der Anderung der
Tryptophanfluoreszenz untersucht. Es wurden small unilamellar vesicles (SUVs) mit

einem Durchmesser von 20 nm und verschiedener Lipidzusammensetzung verwedet.

Zunachst wurden die Excitations- und Emissionsspektren von CRISP-3 aufgenommen
und die optimale Wellenlange fir die folgenden Messungen ermittelt. Das

Excicationsmaximum liegt bei 285 nm, das Emissionsmaxmum bei 343 nm (Abb. 3-31).
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Abb.: 3-31: Excitations- (blau) und Emissionsspektren (rot) von equinem CRISP-3

Bei Zugabe von SUVs wurde eine Abnahme der Fluoreszenz beobachtet. Dies laflt auf
eine Veranderung der Tryptophanumgebung und damit auf eine Wechselwirkung mit den
Vesikeln schlieen. Die Fluoreszenzabnahme war abhangig von der Zusammensetzung
der Phospholipidvesikel (Abb. 3-32). Der grofte Effekt wurde mit Phosphatidylcholin
(PC)-Vesikeln beobachtet, der geringste mit PC/PS (Phosphatidylcholin/Phosphatidyl-

serin)-Vesikeln.

Aufgrund des hohen pl von 8,3 ware bei einer Interaktion mit den Kopfgruppen zu
erwarten gewesen, dall CRISP-3 bevorzugt an saure Phospholipide wie
Phosphatidylserin bindet. CRISP-3 interagiert aber am starksten mit PC-Vesikeln, die

aufgrund der permanenten Ladung des Cholins positiv geladen sind. Mit Sphingomyelin,
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Abb.3-32: Anderung der Fluoreszenzintensitit von CRISP-3 bei Zugabe von SUVs verschiedener
Zusammensetzung

PC= Phosphatidylcholin, PS=Phosphatidylserin, PE=Phosphatidylethanolamin, SM=Sphingomyelin

ein Sphingolipid, welches ebenfalls eine Cholin-Gruppe tragt, wird jedoch eine deutlich
geringere Wechselwirkung beobachtet. Dagegen konnte auch eine Interaktion mit
Phosphatidylethanolamin gezeigt werden. Die beobachtete Lipidpraferenz, basische oder

neutrale Phosphoglyceride, deutet auf eine hydrophobe Interaktion mit den Lipiden hin.
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Identifizierung eines Bindungspartners fiir equines CRISP-3

Ein Bindungspartner flir das in groflen Mengen im Seminalplasma vorkommende
CRISP-3 wurde im Uterus der Stute vermutet. Das Ejakulat gelangt merst in den Uterus
und der grofRte Teil des Semindplasmas verbleibt dort, wahrend die Spermien in das
Ovidukt aufsteigen. Zur Gewinnung I6slicher, seketorischer Proteine des Endometriums
wurde der Uterus einer Stute mit physiologischer Kochsalzlésung gespult und die
dadurch gewonnenen Proteine durch Ultrafiltration mit 1kD Ausschlul3grenze

konzentriert und entsalzt.

I

Die Bindung von CRISP-3 an eines oder mehrere ‘ 1 2
dieser Proteine wurde im ELISA getestet. Dazu |
. . . 116,3kD —>»
wurde vor der immunchemischen Detektion von 074 kD —p e
CRISP-3 mit nativem, gereinigtem CRISP-3 in einer l
66 kD —p

Konzentration von 5ug/ml vorinkubiert. Aufgrund

der positiven Resultate des ELISA wurden versucht, > =% =
die an CRISP-3 bindenden Uterus-Proteine im |
Western Blot identifiziert. Auch in diesem Fall wurde 5, .,

der Blot vor der immunchemischen Detektion mit

5 ug/ml CRISP-3 vorinkubiert. Der Western Blot 215 kD

zeigt die Bindung an ein Protein mit einem —
14,4 kD
6.5kD —3

|

scheinbaren Molekulargewicht von etwa 19 kD
(Abb.3-33).

Da ein moglicher Bindungspartner existiert, wurde
versucht dieses Protein zu isolieren und zu
Abb. 3-33: Western Blot von Proteinen aus

identifizieren. Die aus der Uterus-Spllung einer Uterus-Spiilung zur Identifizierung
eines potentiellen Bindungspartners von

gewonnenen Proteine wurden mittels RP-HPLC equinem CRISP-3

getrennt und die erhaltenen Fraktionen im ELISA 1-Molekulargewichtsstandard
2-Uterus-Spiilung (>1 kD)

wie oben beschrieben gekestet. Es zeigte sich, dal}

die Proteine in zwei Fraktionen (U19 und U21) von CRISP-3 gbunden wurden.

Zunachst wurde die Masse der Proteine in diesen Fraktionen bestimmt. Es wurde jeweils
eine Masse erhalten, fir U19 18,793 kD und fur U21 20,536 kD.

Beide Fraktionen enthielten also sehr wahrscheinlich ein einzelnes Protein und wurden
N-terminal sequenziert. Die Sequenzierung wurde von Herrn Dr. Manfred Raida am

Institut fur Peptidforschung, Hannover durchgefuhrt.
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Es wurden folgende N-terminale Sequenzen erhalten:

U19: MGPGDPNFDEKLVKGKWFSVALASN
U21: MPGDPNFDEKLVVKGXXFSVALA

Beide Sequenzen passen mit sehr guter Uberenstimmung zur Sequenz eines 19 kD-
Proteins aus dem Endometrium der Stute, p19 (swissprot 028388), das zur Lipocalin-
Familie gehort (Abb. 3-34).

Ul9: MGPGDPNFDEKLV-KGKWFSVALASN
U21: M-PGDPNFDEKLVVKGXXFSVALA

pl9: MGPGDPNFDEKLV-KGKWFSVALASNE

Abb. 3-34: Ubereinstimmung der Sequenzen CRISP-3 bindender Fraktionen 1slicher Uterus-Proteine mit p19, einem
Protein des equinen Endometriums.
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4. Diskussion

Die Proteine der CRISP-Familie kommen beim Sauger vorwiegend im mannlichen
Genitaltrakt vor, wo sie unter Androgen-Kontrolle exprimiert werden. Bislang wurden die
Proteine der Ratte, der Maus und des Menschen beschrieben. Man findet bei der Maus
(Kasahara et al. 1989, Mizuki et al. 1992, Eberspaecher et al. 1995) und beim Menschen
(Krétzschmar et al. 1996) drei Formen, die als CRISP-1, CRISP-2 und CRISP-3
bezeichnet werden. Bei der Ratte sind bislang nur CRISR1 (Cameo und Blaquier 1992)
und CRISP-2 bekannt. CRISP-1 der Ratte ist das am besten untersuchte Protein. Es
scheint eine Rolle bei der Befruchtung zu spielen. Das Protein assoziiert aus dem
Nebenhodensekret an die Spermatozoen Brooks 1987) und ist vermutlich an der Fusion

mit der Eizelle beteiligt (Rochwerger und Cuasnuict 1992).

Sequenzierung und Genexpression equiner und porciner CRISPs

Zunachst stellte sich die Frage, ob das aus dem Seminalplasma des Hengstes isolierte
Protein, dessen interne Peptide Homologie zur Sequenz der CRISP-Proteine zeigen, ein
neues Mitglied dieser Proteinfamilie ist. Das Protein wurde als CRISP identifiziert und
aufgrund seiner Expression in Ampulle, Samenblase und Speicheldrise als CRISF3
eingestuft. Der flir das 3-RACE aus einem in allen CRISPs konservierten Bereich
konstruierte sequenzspezifische Primer erwies sich als geeignet auch die CRISP-cDNA
aus Hoden und Nebenhoden zu amplifizieren. Die Sequenzierung dieser Produkte zeigte,
daf® auch beim Pferd drei CRISPs vorkommen, wie dies fur die Maus und den Menschen
beschrieben wurde. Die mRNA-Sequenzen der equinen CRISPs sind zu den bisher
bekannten Sequenzen anderer Spezies homolog. Die CRISP1 Sequenzen sind den
homologen Sequenzen anderer Organismen naher verwandt als den CRISF2 und
CRISP-3 Sequenzen des gleichen Tieres. CRISRP2 und CRISP-3 zeigen sowohl in einer
Art als auch zu homologen Sequenzen anderer Arten gleichermallen sehr hohe
Homologie. Die Sequenzidentitat ist bei CRISP-3 des Pferdes so hoch, dal} die
Einordnung der neuen Sequenz als CRISR2 oder CRISP-3 schwierig war. CRISP-2 wird
in der Literatur als festisspezifisches Transkript eingestuft, wahrend CRISR3 in
verschiedenen Geweben und Zellen, aber nicht in Hoden und Nebenhoden
nachgewiesen wurde (Eberspaecher et al. 1995, Krédtzschmar et al. 1996). Da im Hoden

keine Transkripte von equinem CRISP-3 nachgewiesen wurde, konnte angenommen
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werden, daf es sich nicht um CRISP-2 handelt. Der Vergleich des mRNA-Aufbaus stitzt
diese Annahme. Der 5'-untranslatierte Bereich umfal3t bei den bekannten CRISP-2
MRNAs in allen Fallen etwa 250, bei CRISP-1 und CRISP-3 unter 100 Nukleotide. Damit
konnte die CRISP-3 mRNA mit 58 Nukleotiden 5'-untranslatiertem Bereich zweifelsfrei
zugeordnet werden. Die vollstandige Sequenzerung der equinen CRISP-2 mRNA
entspricht in ihrem Aufbau den bekannten Sequenzen und bestatigt damit die Zuordnung

der Sequenzen zu den enzelnen CRISP-Proteinen.

CRISP-3 Transkripte wurden nur in Ampulle und Samenblase sowie in der Speicheldrise
des Hengstes nachgewiesen. Die Expression von CRISP-1 und CRISP-2 ist dagegen
selbst innerhalb des mannlichen Genitaltrakts nicht auf ein Organ beschrankt (Tabelle)
und steht damit im Widerspruch zu den fir Maus und Mensch gefundenen
Expressionsorten. Demnach sollte CRISP-2 ausschliel3lich im Hoden und CRISP-1 im
Nebenhoden und der Speicheldrise transkribiert werden Brooks 1987, Eberspaecher et

al. 1995, Kratzschmar et al. 1996). Allerdings wurde die mRNA in diesen Fallen mittels
Northern Blots detektiert, die nicht die Empfindlichkeit der RT-PCR erreichen. Bei der RT-
PCR koénnen dagegen prinzipiell insbesondere bei hoher Sequenzhomologie falsch
positive Resultate auftreten. Dies wurde durch Sequenzierung der erhaltenen Produkte
ausgeschlossen. Daruberhinaus wurden bei Maus und Mensch mit Ausnahme der

Prostata keine akzessorischen Geschlechtsdriisen untesucht.

Tabelle 4-1: Nachweis der Transkripte der equinen CRISPs im ménnlichen Genitaltrakt mittels RT-PCR. Es wurde
zwischen sehr starken ++, deutlich erkennbaren + und sehr schwachen (+) Banden der PCR-Produkte bei gleich

starken Banden der Kontroll-PCR (GAPDH) unterschieden.

CRISP-1 CRISP-2 CRISP-3
Hoden ++
Nebenhodenkopf ++ +
Nebenhodenkdorper ++ (+)
Nebenhodenschwanz ++
Samenleiter ++ (+)
Ampulle ++ (+) ++
Samenblase ++ ++ +
Prostata (+)
Bulbourethraldriise
Speicheldrise (+) +
Leber
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Es ist interessant, da®R CRISP-1 und CRISP-2 in der Ampulle und Samenblase
transkribiert werden, aber die massenspektrometrischen Analysen des aus dem
Seminalplasma isolierten Proteins nur CRISP-3 identifizieren. Dies deutet entweder
darauf hin, dall die CRISP-1 und CRISP-2 mRNAs in den akzessorischen
Geschlechtsdrisen nicht oder nur in geringem Ausmal translatiert werden, oder daf} die
Proteine nicht sekretiert werden. Die Detektion von CRISPs im Western Blot gibt keinen
Aufschluly dariber, weil das polklonale Antiserum eine Unterscheidung der einzelnen
CRISP-Formen nicht erlaubt.

CRISP-3 aus dem equinen Seminalplasma eignet sich aufgrund der leichten
Zuganglichkeit groler Mengen gut fur biochemische und biophysikalische
Untersuchungen. Zur Untersuchung der physiologischen Funktion von CRISPs bei der
Fortpflanzung ist das Pferd allerdings schlecht geeignet. Einein vitro Kultur der Eizellen
ist extrem schwierig und nicht etabliert, dariberhinaus ist Probenmaterial schlecht zu
bekommen. Unter den Nutztieren bietet sich das Schwein als Modellorganismus an.
Seine Reproduktionsphysiologie ist gut untersucht, dartberhinaus sind durch
Experimente zur Herstellung trarsgener Schweine Methoden zurin vitro Kultivierung der

Keimzellen und die in vitro Fertilisation gut etabliert.

Da porcine CRISPs noch nicht bekannt waren, wurden in einem ahnlichen Ansatz PCR-
Produkte isoliert und die Sequenzen flir porcines CRISP-1 und CRISP-2 identifiziert. Es
zeigte sich eine ahnlich hohe Homologie zu den entsprechenden CRISPs des Menschen
und anderer Spezies wie fur die equinen Sequenzen. Die Untersuchung der Transkription
in den Geweben des mannlichen Genitaltrakts zeigte jedoch eine andere Verteilung
(Tabelle). Im Western Blot konnte auch in der Bulbourethraldrise ein CRISP detektiert
werden. In diesem Gewebe wurden aber weder CRISP-1 noch CRISP-2 Transkripte
amplifiziert. Es ist daher anzunehmen, dal3 es sich um porcines CRISP-3 handeln

konnte.
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Tabelle 4-2: RT-PCR zum Nachweis der Transkripte der porcinen CRISPs im ménnlichen Genitaltrakt. Es wurde
zwischen sehr starken ++, deutlich erkennbaren + und sehr schwachen (+) Banden der Produkte bei gleich starken

Banden der Kontroll-PCR (GAPDH) unterschieden.

CRISP-1 CRISP-2 CRISP-3
Hoden ++
Nebenhodenkopf ++ +
Nebenhodenkérper ++ +
Nebenhodenschwanz ++ +
Ampulle beim Schwein nicht ausgepragt
Samenblase +
Prostata +
Bulbourethraldriise ?
Speicheldrise + +
Leber

Ein Vergleich der Aminosauresequenzen von CRISP-1, CRISP-2 und CRISP-3 zeigt, dal}
die 16 Cysteine in definierten Abstanden in allen Sequenzen konserviert sind. Weitere
konservierte Aminosauren sind vier Proline, drei davon in unmittelbarer Nahe eins
Cysteinrestes, und drei Tryptophanreste. Darlberhinaus findet man neben einzelnen
konservierten Aminosauren zwei Bereiche mit vier aufeinanderfolgenden konservierten
Aminosauren (Abb.). Die Bereiche zwischen den Cysteinresten und ein Bereich vor dem
ersten Cystein sind verhaltnismallig variabel. Die Kreuzreaktivitdt des polyklonalen
Huhnerantiserums mit mindestens sechs verschiedenen CRISPs weist jedoch darauf hin,
daf die equinen und porcinen CRISPs daneben konservierte Epitope besitzen oder dal}
eine spezielle, durch die Disulfidbriicken bedingte Struktur erkannt wird. Die variablen
Sequenzen reprasentieren mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit die funktionellen

Bereiche.

] XXXXXXXXXLXXXXXXXVOXEIXXXHNXXRXXXXPXXXXXLXXXXXXXXX
51 NAxxXXXXXCXXXXXXXXXXXXXXXXCCENXXXXXXXXXWxXXIXXWxxEX
101 xXxXXXXXXXXXXXXXXXXHYTOXVHXXXXXXXCxXXXCXxXXxXXYxY¥xC
151 XxYCxxGNxxxxxXXxXPY¥xxXGxXxPCxXCPxXXCxxxXCTNxXxCxxxDxxxxCxxX

201 xxxxxCxxxxxXxXXXCxxXCxCXXXXX

Abb. 4-1: Konservierte Aminosduren in der CRISP-Familie. In einzelnen Fillen kénnen die variablen Bereiche sowie

N- und C-Terminus verkiirzt sein.
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CD-Spektren von nativem und reduziertem equinen CRISP-3 zeigen, dal} die acht
Disulfidbriicken das wichtigste strukturgebende Element darstellen. Die unmittelbare
Nahe von Prolinen kdonnte auf turns hinweisen. CD-Spektren im nahen UV-Bereich
bestatigen dies (Magdaleno et al. 1997). Die Ergebnisse der analytischen
Ultrazentrifugation lassen dariberhinaus auf eine monomere, annahernd globulare Form

von equinem CRISP-3 schliel3en.

Haben CRISPs eine Bedeutung fur den Befruchtungsvorgang ?

Funktionelle Untersuchungen beschranken sich auf CRISP-1 und CRISP-2 der Ratte. Sie
liefern Hinweise auf eine Rolle bei der Spermatogenese (CRISP-2) und der
Gameteninteraktion (CRISP-1, DE-Proteine, Rochwerger und Cuasnicua 1992). Die
temporare Unfruchtbarkeit gegen CRISP-1 immunisierter Ratten, stutzt die Vermutung,
dall CRISP-1 ein fertilitatsrelevantes Protein ist, dal sich als Antigen fur die
Immunkontrazeption eignen konnte (Founier-Delpech et al. 1985, Perez Martinez et al.
1993, Ellerman et al. 1998).

Eine potentielle Bedeutung fur die Fertilitat bei Pferd und Schwein setzt eine Expression
in oder eine Assoziation an die Keimzellen voraus. In der Immunhistologie konnte die
Expression im Genitaltrakt des Ebers bestatigt werden. Vergleichbare Ergebnisse liegen
fir den Hengst vor (Schambony et al. 1997, Schambony et al. 1998). Aus der
Immunhistologie kénnen darlberhinaus Aussagen Uber die CRISPs exprimierenden
Zelltypen getroffen werden. Im Hoden scheint CRISP-2 ausschliel3lich von den reifenden
Spermatocyten synthetisiert zu werden. Im Nebenhoden zeigt sich dagegen eine
Expression von CRISPs in den Epithelzellen. Die im Lumen der Kanale liegenden
Spermien werden ebenfalls stark gefarbt. Man nimmt an, da® CRISP-1 von den
Epithelzellen sezerniert wird und aus dem Nebenhodensekret an die Spermienmembran
assoziiert (Brooks 1987). In den akzessorischen Geschlechtsdrisen und der
Speicheldriise werden CRISPs ebenfalls von den Epithelzellen exprimiert und in das
Lumen abgegeben. Wahrend fur einige Nebenhodenproteine eine Verankerung in der
Membran nachgewiesen wurde, scheinen die Proteine der akzessorischen

Geschlechtsdrisen nur schwach an die Spermien zu aseziieren.

Die Expression in den Spermatogonien steht im Einklang mit der fur CRISP-2
postulierten Funktion als Anheftungsfaktor der Spermatocyten an die Sertoli-Zellen und

zeigt dartberhinaus, dal} es sich um ein Genprodukt der Spermatocyten und nicht der
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Sertoli-Zellen handelt. Untersuchungen mit rekombinanten, im Wildtyp nicht adharenten
Zellinien zeigen, dal sich die CRISP-2 exprimierenden Zellen an kultivierte Sertoli-Zellen,
aber nicht aneinander binden. CRISP-2 bindet dabei sehr wahrscheinlich an einen
spezifischen Rezeptor der Sertoli-Zelle. Eine direkte Bindung an die Zellmembran wird
dadurch unwahrscheinlich, da sich die Membran der Sertoli-Zellen in ihrer
Lipidzusammensetzung nicht grundlegend von der anderer Zellen unterscheiden sollte,
die rekombinanten Zellen aber selektiv an die Sertoli-Zellen binden. Die Bindung von
CRISP-2 an einen Rezeptor der Sertoli-Zellen kdnnte im Zusammenhang mit der sehr
hohen Homologie zwischen CRISP-2 verschiedener Spezies erklaren, warum die Sertoli-
Zellen die Reifung von Spermien verschiedener Spezies unterstitzen. Der Rezeptor
bindet mdglicherweise mehrere homologe Proteine und vermittelt so den Kontakt

zwischen den Sertoli-Zellen und den fremden Spermatognien.

Das im Nebenhoden dominierende CRISP-1 wird im Gegensatz zu CRISP-2 nicht von
den Spermien sondern von den Epithelzellen der Nebenhodenkanale exprimiert (auch
Lea et al. 1978). Es stellt sich die Frage, warum die Spermatogonien nur CRISP-2, aber
nicht CRISP-1 synthetisieren. Es ware denkbar, dall CRISP-1 nur unter bestimmten, nur
im Nebenhoden gegebenen Umstanden an die Spermien assoziieren kann. Allerdings
haben die Spermien zum Zeitpunkt der Nebenhodenpassage ihre Proteinsynthese
praktisch eingestellt und sind bereits sehr hoch spezialisiert. Moglicherweise bendtigt
CRISP-1 eine definierte Membrankomposition und ene definierte Umgebung, die nur im

Nebenhoden gegeben sind.

Auch bei Schwein und Pferd scheinen CRISPs aus dem Nebenhodensekret an die
Spermien zu assoziieren. In den immunhistologischen Schnitten ist deutlich eine Farbung
der im Lumen der Kanale liegenden Spermien zu erkennen. Diese Beobachtung wurde
durch indirekte Immunfluoreszenz betatigt. CRISPs finden sich im Akrosom und auf der
Plasmamembran im Bereich des Postakrosoms und des Mittelsticks. Die Antigene im
Postakrosom scheinen wie die Homologen der Maus und der Ratte Rankin et al. 1992,

Vreeburg et al. 1992) fest an die Spermien gebunden zu sein. Ob diese Bindung
allerdings uUber eine Interaktion des Proteins mit der Membran selbst oder mit einem

Membranprotein vermittelt wird, ist noch strittig.

Untersuchungen der Bindung von CRISP-3 an Phospholipidvesikel haben gezeigt, dal}
CRISP-3 mit den Vesikeln interagiert. Die Interaktion ist abhangig von der

Lipidzusammensetzung der Vesikel. CRISP-3 interagiert bevorzugt  mit
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Phosphatidylcholin-Vesikeln. Phosphatidylcholin stellt die grolite Menge Phospholipid der
auleren Lipidschicht von Zellmembranen, wahrend saure Phospholipide wie
Phosphatidylethanolamin und Phasphatidylserin Gberwiegend in der inneren Schicht zu
finden sind. CRISP-3 ist folglich theoretisch in der Lage, mit Zellmembranen zu
interagieren oder an diese direkt zu as®ziieren. Ob und mit welchen Zellen das Protein
assoziiert und inwieweit diese Eigenschaft plysiologische Bedeutung hat, bleibt noch zu

klaren.

Aufgrund der hohen Homologie innerhalb der CRISP-Familie kann jedoch vermutet
werden, da® CRISP-1 und CRISP-2 ahnliche Eigenschaften besitzen. Die direkte
Interaktion von CRISPs mit Lipiden aus Zellmembranen ware ein madglicher
Mechanismus der Assoziation vonCRISP-1 an die Spermienmembran. Equines CRISP-1
enthalt gegentber CRISP-3 einen héheren Anteil hydrophober Aminosauren, die eine
hydrophobe Wechselwirkung mit Lipidmembranen beginstigen wirden. Eine durch
hydrophobe Wechselwirkungen stabilisierte Assoziation von CRISP-1 an die
Spermienmembran lieRe sich im Gegensatz zu einer ionischen Bindung nicht durch
Erhéhung der lonenstarke 16sen. Experimentell 1alt sich zeigen, dall CRISPs bei hohen
lonenstarken nicht von der Spermienmembran dissoziieren, so daf® eine hydrophobe

Wechselwirkung anzunehmen ist.

Nach  Kapazitation und Akrosomreaktion verbleiben CRISP-Antigene im
Aquatorialsegment, Postakrosom und Mittelstlick, entsprechend der fiir Rattenspermien
gezeigten Lokalisation der DE-Proteine (CRISP-1,Brooks 1987). Damit befinden sich die
CRISPs in dem Bereich der Spermienmembran, der zuerst mit der Eizellmembran in
Kontakt tritt, und in dem die Fusion der beiden Membranen beginnt. Fir CRISP-1 der
Ratte konnte eine Beteiligung an der Gametenfusion gezeigt werden. Die Zugabe von
gereinigtem Protein oder CRISP-1-spezifischer Antikorper hemmt die Fusion der
Keimzellen, aber nicht die Bindung der Spermien an die Plasmamembran der Oocyte
(Rochwerger und Cuasnicu 1992). Die Konzentrationsabhangigkeit der Hemmung und
die zeitliche Koordination der Fusionsfahigkeit der Eizelle mit dem Auftreten der CRISP-
1-Bindungsstellen (Cohen et al. 1996) lassen auf die Bindung von CRISP-1 an einen
Rezeptor schlieen. Diese Ergebnisse zeigen auch, dall die Bindung der Spermien an
die Eizelle unabhangig von der Fusion erfolgt. Es sind also mindestens zwei Ligand-
Rezeptor-Systeme an der Bindung der Spermien an die Eizelle und der Fusion der

beiden Zellen beteiligt.
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Die These, dalR die Wechselwirkung von CRISPs mit ihren Zielzellen Uber einen
Rezeptor vermittelt wird, stlitzen mehrere experimentelle Daten. Erstens die spezifische
Bindung CRISP-2 exprimierender Zellinien an Sertoli-Zellen. Zweitens die
konzentrationsabhangige Hemmung der Gametenfusion durch gereinigtes CRISP-1 und
drittens die spezifische Blockierung von Ryanodin-Rezeptoren durch Helothermin, ein

CRISP aus dem Gift einer mexikanischen Eidechsenart Heloderma horridum horridum,).

Wie konnten CRISPs die Fusion der Plasmamembranen von Spermium und Eizelle
induzieren? CRISPs sind aufgrund ihrer Primarstruktur nicht geeignet, die
Membranfusion nach dem Modell der viralen Fusionspeptide einzuleiten. Die Beteiligung
von Fertilin, einem Transmembranprotein der Spermien mit Homologie zu viralen
Fusionspeptiden, an der Interaktion zwischen Spermium und Eizelle wurde lange Zeit
postuliert. Untersuchungen an Fertilin-defizienten Mausen knock out) haben jedoch

kirzlich gezeigt, daly die Spermien dieser Mause nicht an das Oviduktepithel odern vitro

an die zona pellucida binden (Cho et al. 1998). Damit ist die Funktion von Fertilin als
Fusionsprotein unwahrscheinlich geworden. Fertilin scheint dagegen eine Rolle bei der
Interaktion mit dem Owduktepithel spielen. Eine Doppelfunktion bei der Anheftung im
Ovidukt und bei der Fusion kann aber durch die knock-out Experimente nicht
ausgeschlossen werden. Neben Fertilin werden derzeit nur CRISPs in Zusammenhang

mit der Gametenfusion diskutiert.

Sofern aber CRISPs die Membranfusion induzieren, missen noch andere Proteine daran
beteiligt sein. Es ist vorstellbar, dall CRISP-1 durch die Bindung an seinen Rezeptor
einerseits Spermien- und Eizellmembran in raumliche Nahe bringt und andererseits die
Aggregation von Rezeptoren an der Kontaktstelle auslost. Dies konnte direkt oder durch
Bindung weiterer Proteine an die Rezeptoren und die Membran eine Krimmung der
Eizellmembran verursachen, die die fur die Fusion bendtigte Energie verringert. Der
eigentliche Fusionsprozel3 konnte dann analog zu exocytotischen Prozessen unter
Bildung eines Fusionskomplexes aus mehreren Proteinen unter Energieverbrauch

ablaufen.

Sofern CRISPs an der Interaktion von Spermium und Eizelle beteiligt sind, sollte das
Fehlen dieser Proteine die Fertilitdt beeintrachtigen. Ein Projekt zur Untersuchung der
Funktion von CRISP-1 anhand von knock-out Mausen erwies sich aufgrund des
komplizierten Aufbaus des crisp-1-Gens als extrem schwierig und wurde aufgegeben

(persénliche Mitteilung Prof. Dr. Engel, Géttingen). Die Bedeutung der CRISPs fir die
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Fertilitat liel® sich durch die Untersuchung der Menge spermiengebundener CRISPs beim

Hengst zeigen.

Pferde werden im Gegensatz beispielsweise zu Rindern nicht nach der Fertilitat sondern
nach der Eignung flr den Reitsport selektiert. Dadurch ergibt sich eine Heterogenitat in
bezug auf die Fertilitat von Deckhengsten, die sich bei einer hinreichenden Anzahl
besamter Stuten aus der erzielten Trachtigkeitsrate ableiten lal3t. Wird die Menge an
CRISPs, die nach dem Waschen auf den Spermien verbleibt, mit der Fertilitat der Tiere in
Beziehung gesetzt, zeigt sich in eindrucksvoller Weise, da® auf den Spermien der als
subfertil eingestuften Tiere deutlich weniger CRISPs nachzuweisen sind als bei den
fertilen Hengsten. In Extremfallen unterscheidet sich die Anzahl CRISPs pro Spermium
bei verschiedenen Hengsten um den Faktor 10. Die Ursache fir die Fertilitatsstorung
kann sowohl durch eine zu geringe Menge CRISP verursacht werden als auch durch das
vollstandige Fehlen einer CRISP-Form. Experimentell kdnnen die einzelnen CRISPs
aufgrund der Kreuzreaktivitdt des Antiserums nicht unterschieden werden. Diese
Untersuchung stltzt jedoch die Hypothese, dald CRISPs beim Befruchtungsvorgang eine

essentielle Rolle spielen.

Die immunchemische Unterscheidung der CRISPs, die nach Hochsalz-Behandlung auf
den equinen Spermien verbleiben, ist nicht mdglich. Da bei der Ratte und kurzlich beim
Menschen CRISP-1 auf den Spermien nachgewiesen wurde, wurden CRISPs aus dem
Nebenhoden und Hochsalz-gewaschenen Spermien isoliert und massenspektrometrisch
analysiert. Die Isolierung und massenspektrometrische Analyse von equinen
epididymalen und spermiengebundenen CRISPs zeigte keine Ubereinstimmung der
Massen. Das laldt darauf schliel3en, daly mehrere CRISPs auf den Spermien vorhanden
sind. Die Masse eines der aus den Spermien isolierten Proteine ist jedoch mit der fur
CRISP-3 bestimmten Masse identisch. Die Prasenz von CRISP-3 in Extrakten Hochsalz-
behandelter Spermien kann sowohl durch unvollstandige Entfernung als auch durch
Assoziation an die Spermien bedingt sein. Obwohl CRISP-3 in vitro mit

Phospholipidmembranen intemgieren kann, erscheint es wahrscheinlicher, da} auch

durch ausgiebiges Waschen nicht das gesamte CRISP-3 entfernt wird.

Ein Vergleich der experimentell bestimmten Massen mit theoretischen Massen von
CRISP-1 ergab jedoch sowohl bei den epididymalen als auch bei den
spermiengebundenen CRISPs eine Ubereinstimmung. Das aus den Spermien isolierte

Protein ware jedoch N-terminal um sieben Aminosauren verlangert. Eine abweichende
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Prozessierung einer Population von CRISP-1 kdnnte die Ursache sein. Unterschiedliche
Prozessierung von CRISP-1 konnte auch flir die DE-Proteine der Ratte gezeigt werden.
Protein D und E sind identisch, Protein D ist jedoch etwa 2 kD kleiner als Protein E. Der
Massenunterschied wird nicht, wie zunachst vermutet durch unterschiedliche
Glykosylierung verursacht, sandern durch eine N-terminale Verklrzung von Protein D.
Die beiden Proteine lassen sich durch einen gegen den N-Terminus von Protein E
gerichteten monoklonalen Antikorper unterscheiden Xu und Hamilton 1996, Xu und

Hamilton 1997). Beide Proteine kdnnen auf Spermien der Ratte nachgewiesen werden.
Auch beim Pferd konnte es sich bei dem isolierten Spermienprotein um CRISP-1
handeln, welches in zwei Varianten prozessiert wird. Die ldentitat der beiden Proteine
sollte jedoch durch Analyse der durch Proteagverdau entstehenden Peptide Uberprift

werden.

In bezug auf funktionelle Untersuchungen steht CRISP-1 im Mittelpunkt des Interesses.
Die Rolle von CRISP-3 bei der Fortpflanzung wurde dagegen bislang als unbedeutend
angesehen, da das Vorkommen grof3er Mengen CRISP-3 im Seminalplasma nur beim
Pferd bekannt ist. Diese Tatsache gibt allerdings Anlal® zu der Vermutung, daly CRISP-3
zumindest beim Pferd eine Rolle spielt. Das Ejakulat wird beim Pferd in die Vagina direkt
vor der Cervix abgegeben und gelangt zunachst in den Uterus. Der Uterus der Stute ist
relativ grof3 und es ist gezeigt worden, dall equine Spermien nicht nur an das
Oviduktepithel sondern auch an das Endometrium binden. Ein potentieller
Bindungspartner fur CRISP-3 ist also zunachst im Uterus zu vermuten. Untersuchungen
an |6slichen sekretorischen Proteinen des Uterus zeigen, dal® CRISP-3 an ein 1KD-

Protein, p19, der Lipocalinsuperfamilie bindet. Es wird angenommen, dal® p19 eine Rolle
bei der frihen Embryonalentwicklung spielt, seine Funktion ist jedoch nicht geklart
(Crossett et al. 1996, Crossett et al. 1998). Lipocaline sind kleine, sekretorische Proteine,
die strukturell durch ein sogenanntes p-barrel aus acht antiparallelen Faltblattern

gekennzeichnet sind, in dessen Inneren der meist kleine hydrophobe Ligand,

beispielsweise Fettsauren, Retinol oder Steroide, @bunden wird (Review Flower 1996).

Lipocaline werden allgemein als Transportproteine flr ihre Liganden angesehen.
Lipocaline binden an spezifische Rezeptoren auf den Zielzellen. flr einige Lipocaline
konnte gezeigt werden, dal} sie in Rezeptor-gekoppelter Endocytose von der Zielzelle
aufgenommen werden. In den letzten Jahren wird eine Rolle von Lipocalinen bei der
Aktivierung Regulation von Zellfunktionen und Proliferation diskutiert. Ein Lipocalin des

humanen Endometriums PP14 tritt analog zu p19 in den ersten Monaten der
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Schwangerschaft auf. PP14 ist ein starker Immunsuppressor (ReviewFlower 1993). Eine

vergleichbare Funkion kénnte, eventuell im Komplex mit CRISP-3, auch p19 austben.
Die Expression von CRISP-3 in der Speicheldrise, dem Thymus, B-Zellen und
Neutrophilen konnte auf eine Wirkung auf das Immunsystem schliel3en lassen. Es hat
sich aber gezeigt, da® CRISP-3 alleine keinen Effekt auf Immunzellen hat (personliche
Mitteilung Dr. Schuberth, Institut fur Immunologie, Tierarztliche Hochschule Hannover).
Damit kann allerdings eine mmunmodulation durch einen Komplex von CRISP-3 und
einem weiteren Protein nicht ausgeschlossen werden. Ein moglicherweise kooperatives

Wirken von CRISP-3 und p19 erfordert weitere Untersuchungen.

Die Bindung von CRISP-3 an p19 ist insofern besonders interessant als beide basische
Proteine mit Isoelektrischen Punkten von 8,0 (CRISP-3) und 9,3 (p19) sind. Aufgrund des
hohen pl von CRISP-3 ware ein saurer Ligand als wahrscheinlicher erschienen. Die
Bedeutung der Bindung von CRISP-3 an ein Lipocalin des Endometriums fur die
Befruchtung und/oder die Embryonalentwicklung mufd in der Zukunft weiter untersucht

werden.

Lipocaline wurden auch im Nebenhoden der europaischen Eidechselacerta vivipara

(Morel et al. 1993) und im Nebenhoden der Ratte gefunden Brooks et al. 1986b, Girotti

et al. 1992). Bei der Ratte handelt es sich um die erstmals gemeinsam mit den Proteinen
DE beschriebenen epididymalen Proteine B und C. Die Proteine B und C unterscheiden
sich in ihrem scheinbaren Molekulargewicht und ihrem Isoelektrischen Punkt, Protein C
ist saurer und groler als Protein B. Beide haben aber eine identische
Aminosauresequenz. Protein BC gehort zur Familie der agpy-Globuline und damit zur
Superfamilie der Lipocaline. Es wird angenommen, dal} Protein BC als Transportmolekdl
fur Retinol fungiert (Brooks et al. 1986, Brooks 1987). Eine weitere Funktion in der
Steuerung der Nebenhodenreifung und die Bindung an Makromolekile des
Nebenhodensekrets oder der Spermien ist aufgrund der Eigenschaften anderer
Lipocaline denkbar. Lipocaline kdnnten demzufolge auch im Nebenhoden an CRISPs
binden. Moglicherweise wird so die As®ziation der CRISPs an die Spermienmembran

reguliert.

Ausblick

Die Sequenzierung und Charakterisierung der equinen und porcinen CRISP-Familie

bildet die Grundlage fir weitere Untersuchungen insbesondere der physiologischen
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Funktion dieser Proteine. Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dal} die Expression dieser
Proteine speziesabhangig verschieden ist, was die Frage nach der Funktion der
einzelnen Proteine noch interessanter macht. Daruberhinaus kann die Untersuchung der
Genexpression in verschiedenen Organismen Einblicke in die Regulation dieser

hormonabhangigen Gene geben.

Im Hinblick auf physiologische Studien bieten die in dieser Arbeit dargestellten Daten die
Moglichkeit, die Funktion dieser Proteine an Modellorganismen zu studieren, deren

Fortpflanzung aufgrund der kommerziellen Bedeutung sehr gut untersucht ist.

Die immunchemische Unterscheidung von CRISP-1, CRISP-2 und CRISP-3 auf
Spermien und in Geweben konnte weiteren Aufschlu® dariber geben, welche Rolle die
einzelnen Proteine spielen. Mit der Charakterisierung der CRISPs aus Nutztieren eroffnet
sich die Moglichkeit, die Mechanismen der Interaktion mit der Spermienmembran und
den postulierten Rezeptoren sowohl immunchemisch als auch anin vitro Modellen zu
untersuchen. Die immunchemische Unterscheidung der verschiedenen CRISPs erfordert
den Einsatz monospezifischer, monoklonaler Antikérper. Die Kenntnis der
Aminosauresequenzen erlaubt die Herstellung von Peptid-Antikorpern gegen nicht
konservierte Peptide. Peptid-Antikorper haben allerdings den Nachteil, dal} sie ihre
Peptide oft nur denatriert erkennen. Die Auswahl von zwischen zwei Cysteinen
liegenden Peptiden scheint erfolgversprechend, da diese Bereiche wahrscheinlich

zumindest teilweise exponierte Loops bilden.

Monoklonale Antikdrper kdnnten sowohl die Isolierung und Charakterisierung der CRISPs
als auch ihrer Rezeptoren erleichtern. Die Identifizierung der Rezeptoren ware ein
weiterer Schritt zur Aufklarung der Funktion dieser Proteine. Durch die Charakterigrung

der Bindung an den Rezeptor und der Art des Rezeptors lielRe sich untersuchen, auf
welche Weise CRISPs die Fusion von Spermium und Eizelle einleiten und welche
anderen Proteine moglicherweise daran beteiligt sind. Die Aufklarung des Mechanismus
der Gametenfusion kdnnte weitere Einsichten in die Kommunikation und Interaktion
hochspezialisierter Zellen liefern und unter Umstanden ein Modell far andere

Fusionsprozesse darstellen.

Die Interaktion von equinem CRISP-3 mit einem Protein des Endometriums, welches
maoglicherweise eine Funktion bei der Embryonalentwicklung hat, fuhrt die Rolle der
CRISPs bei der Fortpflanzung Uber die Befruchtung der Eizelle hinaus. CRISP-3 wird

daruberhinaus in einer Vielzahl von Geweben und Zellen exprimiert, darunter
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Immunzellen, Thymus, Pankreas und Colon. Die Funktion von CRISP-3 wurde in keinem
Fall naher untersucht. Es ist anzunehmen, da® CRISP-3 im Gegensatz zu CRISP-1 und
CRISP-2 entweder mehrere oder eine universelle Funktion erfullt. Die Untersuchung der

Interaktion mit p19 kdénnte Hinweise zur Klarung dieser Frage liefern.

P19 koénnte sowohl als Transportprotein fungieren als auch in Analogie zu einem
Lipocalin des humanen Endometriums immunsuppressiv wirken. Uber eine
Immunmodulation nach der Kopulation wurde bereits berichtet. Bislang wurde
angenommen, dall Komponenten des Seminalplasmas als Immunsuppressiva wirken.
Die Moglichkeit eines Zusammenwirkens von Seminalplasmaproteinen und Proteinen
des Uterus offnet neue Perspektiven zur Untersuchung der Immunmodulation im
weiblichen Genitaltrakt. In desem Zusammenhang ist die Expression von CRISP-3 in
Neutrophilen und B-Vorlauferzellen erwahnenswert. Eine Funktion bei der
Kommunikation zwischen den veschiedenen Zellen des Immunsystems und der

Regulation der Immunabwehr ware derkbar und sollte in der Zukunft untersucht werden.

CRISPs sind Proteine mit einzigartigen strukturellen Eigenschaften und Funktionen. Die
Untersuchung dieser Proteine, ihrer physiologischen Bedeutung und ihrer
Wechselwirkungsmechanismen gibt Einblick in bisher weitgehend unbekannte Vorgange

und maglicherweise universelle Prinzipien.
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ATTCCTAATA

CAATGTACCT

GAATAAAGAA

EMBL AJ001400

AAGTAAAGCA

CCAGTGTTGC

TGGACAGGAT

AAAAAGAGAT

CTTGCCAGTA

TGCCCAAAAC

ATCGCGCAGT

ATACCTAATT

TGATTTTAAA

ATTATACCCA

GCCTATTGTC

TTGTCCTGCT

GAACACCTTG

AATAGCTGCG

AATAGCTGGC

GTCAATGTGA

CAAAGTGGAG

TATAGGCATG

TCTTGATCTT

AGTCTGTGAT

AATAAATTGA

AGGTCCCTAG

ACATGCCCCC

CATGATTTTT

TTCTCTTATG

CTTACCTAAG

GATGCTTCAC

TGTTTCTGGC

CCAGGTTTTG

TGTAAATAAA

ACATGCTAAA

TGGGCCAACA

CGGTACAATG

CCTGGTCAGA

TACGGCGTGG

GGTTGTTTGG

CCAAACAAGG

GGTAATTATG

TGCCCGTTGC

AGTATGAAGA

TGTGAACATG

AAACAAAATT

AAGGGCTGCA

CTAGTTGCAA

TACAGAAATC

GACAACTTTG

ATCAATTGGA

AACTTTGGAT

CCAAAATTTA

TACCTGTATA

GCCTCCTCTT

CAAAAAAAAA

CTTGCTCTGA

TGCCGTGTTG

CTGCTTTGTC

CACAATGACC

GATGCAATGG

AGTGCCTTCT

AAATGTGGTG

TGCAATCCAA

GCCCAAAGAC

TACTCATCTT

AACTCTAAAA

TGAATAAAAT

CCTGGTAACT

TCTCGTTAGT

AATTGCTCAA

TACTGAAGTT

TCCTTTTGTT

AGCTGATTCC

TCTTCCACAC

GCTTTGATAT

GATTTTGAAA

TAAAACGAAG

CAGACTAACA

AAGAATGAAT

TAAACAAAAG

AAARAA
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B-equus caballo CRISP-1 mRNA

GTAGAGAAAT

AGCCAAAGAT

ACTTGGAGAT

GGCTTCCTGC

TCATACGCTT

TACATAATAC

AAGATGAATT

GCAGTGTGAA

CCTTTTGTGG

AATGTAATTG

ATGGATATCA

TTTGGGCCAC

AGAAGGTCAA

TGATCCCGAC

ACTGTCCAAA

TATGATGAAT

CCACTTGTCA

AGATAAAATA

GTCTACTAGA

ATTTCTTTTG

TATGGGCATT

ATCCTCATGT

TTCAACACCT

TCATAACTCA

GGGGGAGGGT

AGCCACCCTG

TCTTCACTTC

ACAAAGCAAA

TTTCCTGTAG

CTGGGTCTCA

GACAATGAAA

CTGTTGTGAT

CTCACTGAGT

TCTCAGAAGA

GGAGTGAAGA

TTGATAGAGA

AGAAAATATG

GAATCTGGTT

ACAGATGATG

TTCTTACCTC

CTCAGTATCT

AAAAAGAACG

TGACTGTGAA

CCAATAAGTG

GTTAAACTGT

ACCTTTGTTA

TTATATCTTT

GTTTTAATTG

CAGATATTTA

AAAGTCTTAA

TTCTCATCTT

ACTGATGGTA

CTTCCATGTT

ATATTTGTCT

TTAACTTTGC

AAAAAAAARAA

EMBL AJO06631

GGGCTGTTCG

TCGGGACACT

CACTTCTTGT

CATAAGAGCT

TGGCAACTGT

GGAGTAGTTC

AGCTGCACAA

GCAAGGCAGT

CATCTGACAT

CAGTGAGTCT

AAGTAATAAT

ATTGGCTGTG

CTACGTTTGT

TGCCTTATAA

GATAGACTTT

TAAGACACAA

TCTGCAAAGC

TTAGCAACTG

TACTTTACTT

CACTCAAAAT

CATCAATGCC

ACTTTCTTCC

TAAATGATGT

TGACGGGGCC

TAACTCCTCC

TCCCTGCCAC

TTCTATTTTA

AAAAAAAAA

AAGGCATTAG

GAACTTTACA

TTTTGGCTGC

AAACCAGCTA

CCAAGAAGAA

CGCCAGCCAG

AACGCCAGAA

TGAGAGGAGA

CTTATCCTAT

AAATATTTCA

TGAGCATTAT

GGATATCATC

CACTACTGTC

TATGGGAACT

GTACTAACCC

AAAGAAGCTC

TACTTGTCTG

TAATGTGATG

GCTTCAGTAG

CCTAATTTTC

CCCAACTTCT

TGCTGGAGTG

GCCTTGTCGT

CCTCAAGAAC

CTCTGCTCTC

AACTTACATG

GATCAATCAT

CACACTATCT

AATTGTGTGA

TGCTGCTGCT

GCGTTCCATA

ATTGTTACTG

CAACATGCTG

GGTTGTCCGC

ATTACAAATA

CTCATGGTCA

AGTATGGGCA

ACTCAGCTTG

ATGCTCCAAA

ATGAGGGAAA

CCGTGTAAAG

CTGCCTCTAC

TTGGATGTAG

TGTGACACTG

TTGGGGAAAC

ATTATGATGA

ACTAATCATC

GTCCTGATAC

AAAGATCCAT

GCATAAGTTG

CACCTGTGCT

CTGTGTCTCC

CACTAGCAAT

AAAATAATCC
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C-equus caballo CRISP-2 mRNA

GTAGGAGGGG

GATTTGCAGC

ATGCCCTGGA

GCACTTTTCC

ACAATGGCTT

ATCTTTACCC

CTCAAACCCA

AAATCAAGTT

AGAAGCAACA

ACAGTAGTGC

TATATGTCAA

TGATGAGAGC

CAGTAGTTGG

GGATGTGGAA

TGTTTGCCAA

CTTACCAGCA

GGACTATGCA

TTCCTTGAAG

GCAAGGCTAC

TTGCGCGGCC

AACAACATGC

CTGCATGATT

CCTTTGTCTC

GAACTTACTA

AGAGTAGCCG

TGAGCCAGGT

GACCCATGTT

ATTACTGAAG

TCCTCCCAGT

ACAGAAGGAA

AGTCCAAAGA

CTCCACCTGC

GCAAATGCAA

AGATGACCGG

GCGACCCTAC

CTTGACTTTA

ACATTACACT

TTGCCTACTG

TATTGTCCTG

AGGAACACCT

CCAATAGCTG

AAAACAGCTG

TTGTCGATGT

TAGAACTTTG

AACAAAAACC

TTTAACATGT

ATGGCCTCAT

CCTGAGCAAC

EMBL AJ006632

TTAGTCCTCT

ATGAAACCAT

ATCCTGGCCT

CAGATTCTTC

GGTGATGTTT

AGGATCCAGC

GAGATTGTAA

CAGCAACATG

AAAGATGGGC

AAAACCAGTA

TCCCTGGTCA

CCTATGGTGT

CAGGCTGTTT

TCCCAATCAA

TTGGTAATAA

TGTGCCAGTT

CGAGTATGAA

GCTGTGAACA

GAAAGCAAAA

GATTAAAATG

AAAAACACTG

ATAAAGAATG

CTTTCAACAA

CACAAAAAAA

GCTCCGGCCC

ACACCATCCT

TAAAACACCT

ATCCTGCTCT

TTGGCTGCTG

TTTTTCTGCT

ATAAACACAA

CTAAAGATGG

AAACAAGTGC

CGAGATGTGG

GATGCAATCC

AGGACCAAAG

GGTACTCATC

GAAAGCCTAA

TGTGAATAAA

GCCCTGGTAA

GATCTCCTTA

TGAATTGCTC

TTTACTGAAG

AACAATTACG

TAATATCAAT

AATTCAAAGA

AAGTTATAAG

AAAAAAAARAA

GCAGCAGGAA

CTTCCTGTAG

GTAAGAAAGG

GAGAACCAAC

TGCTACTTCC

TTGTTAACCA

TGAACTAAGG

AATGGAGCAG

ACTTTAGAAC

TGAGAATATC

AAAGCTGGTA

AGTGCCGGTT

TTTCCGTGTT

AATACTACTA

AAGAACACCC

CTGTGACAAT

GTAACTGTGA

AAGGAAAAGT

TTCCATGTGC

TGTTTCCTGA

GTCATTCCTA

TTGACATCTA

TAAGAATAAA

AAARAA
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D-sus scrofa CRISP-1 mRNA

CATAACACTT

AATGAACGGT

ATTGTGAATT

TTTTGTGGAG

TGTCATCAGA

GGACGTTAAC

TGGGCTACTT

AAAGTCAGCT

ATCCTAACAA

TGCCCAGACT

TGATGAGTAC

ACGTGTCAGT

ATAAAATAGA

AGTCTTCCTC

TTGCCTTCGC

TTCGATCTGA

TCAGGAGAGG

AGCGAAGAAG

GCTAGAGAGC

AAAATAGGTA

ATCTGGTACA

AGACGATGAT

CTTACCTCAT

CATTATCTCT

AAAGAATGAA

ACTGTGAAGA

AGCAACTGTA

CCAACAGCTC

TCCAACTGAA

TGCTTTCTCT

CACACAATTT

AACCAACCAA

EMBL AJO06633

AGTATCTCCA

CTGCACAAAA

AATGCGCTTA

TTTGACAACT

GTGAGTCCAA

GTGACAGTTG

TGGCTGTGGC

ACATCTGTCA

CCTTATCGTA

TAAACTTTGT

AGGCACAAAC

TGCAAAGCTA

GAATGGATTC

GCTTTTCCAG

ACATGCACAA

TAAAATATCC

CCGGCCAGCA

TGCCAGAATG

AGAGGAGAAT

GATCCAGTCT

ATATTTCAAG

AGCATTACAC

CTATCGTCAT

CTATTGTCAT

GGGGAACTCC

ACGAACCCCT

ACGAGGTCCT

GCTGTCTGTG

AGTAACCTGG

GCCTCCTACT

ATAATTCTGC

ACCAAGCAAA

ACAGTCTGAA

TTGCTAAAGG

TACAAATACT

CATGGTCAAA

TATGGGGAAT

TCAGATTGTT

GTGGTAAAGG

GAGGGAAATG

ATGTGGAGAC

GCCTCTACTA

GGATGCAGCC

TCACACCGAA

GCTGCAAGAC

GCCCTGACGG

ATTTCTTTAT

AAAAAAAAAA
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E-sus scrofa CRISP-2 mRNA

GTGGTACACT

GCTCTCCAGC

AACCAGGCTT

GGTCTTAAAA

ACGCAGTTAC

AATGGTGCTG

GAAAGGATCC

AAAGAGATTG

TGCCAGCAAC

CTCAGAAGTG

CGAAAAACTA

TGCTGCCTGG

TTGTCTACGG

ACCCAGCTTG

TTGTCCCAAT

CTGCTCCTAA

CCTTGTGCCA

TTGCCAGTAT

CCGGCTGTGG

TGTGAAGGCA

CACTTGGAGG

AGGAAAATCT

TTCCTGTACC

CACCTGCAAA

TTCATCCAGC

TTTCTGGCTG

ATGTTTTACT

TAGCTAAACA

ATGCTAAAGA

GGCAAACAAA

GTACAAAATG

TCAGATGCAA

TGCAGGGCCG

TTTGGTACTC

CAAGAGAACC

TAATGTGAGT

GTTGCCCTGG

GAAGATCTCC

ACATGAACTG

AAATCTACTG

EMBL AJ006634

AGGGAGGAAG

GGGCTCTGGA

CCTCCACCCC

AAAGGGACAC

TTTGAAAACC

CTGTGCTGCT

GCCCTGTTAA

CAATGAACTA

TGGAATGGAG

TGCACTTTAG

TGGTGAGAAT

TCCAAAGCTG

AAGAGTTCCA

ATCTTACCGC

TAAAATACTA

AAAAAGAATA

TGACTGTGAC

TTAGTAACTG

CTTAAGGAAA

A

AGCAGCGGTC

GTTAGGACTA

AGGAAGAACC

TGTGCTTTTC

AACACAATGG

ACCATCTTTT

CCTCTCAACC

AGGAGATCAG

CAGAGAAACA

AACACAGTAA

CTCTACATGT

GTTTGACGAG

GTGCGGTTGT

GTTGGATGTG

CTATGTTTGC

CCCCTTACAA

GATGGACTAT

TGATTCCTTG

AGTGCAAGGC

TCTGGCTCCT

TGAAACCATA

ATGACATCCT

CATTAAAACA

CTTTACTCCC

CCCACTGAAG

ACAAATCCAA

TCTCTCCACC

TCAGCGAATG

TCCAGATGAC

CCAGTGACCC

CGCCACGATT

TGGGCATTAT

GAATCGCCTA

CAATACTGTC

AGAAGGAACA

GCACCAATAC

AAGAAAACAG

TACTTGCTTA

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

550

600

650

700

750

800

850

900

1000

1021

118



F-Primersequenzen

Standard-Primer

RACE 1
RACE 2
ssp CRISP
Actin 1
Actin 2
GAPDH 1

GAPDH 2

GAATTCAACGTTCCCGGGATTTTTTTTTTTTTTTT

GACTAGTACGGGIIGGGIIGGGIIG
GTGGTTGGACATTATACACAGGTTGTTTGG
ACCCACACTGTGCCCATCTAC
CTTCATGGTGCTAGGAGCCAG
GGCGTCTTCACCACCATGGAG

GAGGGGCCATCCACAGTCTTCTG

equines CRISP-1

eC1-1
eC1-2
eC1-3
eC1-4
eC1-5
eC1-6
eC1-7
eC1-8

eC1-9

ATGACAGTAGTGACAA
ACAGTAGTGACAAACGTA
GGAGCATGATGATATCCC
GAGTTGACCTTCTTTTGGAGC
CCATGAGATAGGATAAGA
CTCTTGGATGTAGCCACTTGT
TTATGCACGACAAGGCTCATC
GCAATGGATATCAACAGATGATGAGT

GCAGAACAGTTTAACTGACAAGTGGC

equines CRISP-2

eC2-1
eC2-2
eC2-3
eC2-4
eC2-5

eC2-6

TTGGCAAACATAGTAGTA
ACATCCAACACGGAAAGATGAGTACCA
ATGGCTTTCCTCCCAGTG
CATATAGATATTCTCACCACA
GCTGCGAGTATGAAGATC

ATCATGCAGTAGGAATGAC
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equines CRISP-3

eC3-2
eC3-3
eC3-4
eC3-5
eC3-6

eC3-7

ATTACCTGCAGGA
TTGGCAAACATAGTAGTA
GCTGCTAGTATGAAG
AGAGGAGGCCATAAG
TCAGTAAATTTTGTTTTCACATTGAC

CAGGATCCAGGTTTTGCTGCT

porcines CRISP-1

sC1-1
sC1-2
sC1-3
sC1-4
sC1-5

sC1-6

GACAATAGTGACAGATGTAG
CTTTCCTTTACCACATGACGA
TGTGGAGACTGCCCAGACTACTGT
GCCAGCAACAGTCTGAA
GACAATAGTGACAGATGTAGAG

TGTGCAGCTTCTTCGCTACC

porcines CRISP-2

eC2-1
eC2-2
sC2-3
sC2-4
sC2-5

sC2-6

TTGGCAAACATAGTAGTA
ACATCCAACACGGAAAGATGAGTACCA
GAAACATCAGCGAATGCTCA
GACAGTATTGGCAAACATAGTA
ATGGCTTTACTCCCAATGGTGCTG

CTACTATGTTTTGCCAATACTGTCC
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