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SOMMAIRE .

Au moment de l'éjaculation, les spermatozoides de mammiféres sont
incapables de féconder l'ovule. Afin d'acquérir ce pouvoir fécondant, ils doivent
séjourner dans le tractus génital femelle ou ils subissent une série de modifications
physiologiques et fonctionnelles nommeée capacitation. Ce processus de maturation
tardif est essentiel a l'enclenchement de la réaction de l'acrosome, demiére étape

menant a la fécondation de l'ovule.

Diverses études ont démontré qu'une famille de protéines du plasma séminal
bovin, les protéines BSP-A1/A2, BSP-A3 et BSP-30-kDa (collectivement nommées
les protéines BSP, Bovine Seminal Plasma), seraient des facteurs responsables de la
modulation de la capacitation des spermatozoides. Ces protéines liant la membrane
plasmique du spermatozoide au moment de I'¢jaculation faciliteraient les interactions
entre le spermatozoide et certains facteurs capacitants du tractus génital femelle

accélérant ainsi le processus de capacitation.

La découverte de protéines analogues aux protéines BSP chez le cheval et le
porc, ainsi que la détection de protéines liant la phosphorylcholine
immunologiquement apparentées a ces protéines chez divers mammiféres semblent
indiquer la possible ubiquité de cette famille de protéines. Les mécanismes menant &
la capacitation demeurant méconnus chez la plupart des mammiferes, il semblait
intéressant de vérifier la présence de protéines analogues aux protéines BSP chez

d’autres espéces.

Au cours de cette étude, nous avons démontré que le génome de certains
mammiféres (le rat, le hamster, le lapin et I'humain) contient des génes possédant
une forte analogie avec les ADNc codant pour la protéine BSP-30-kDa. Leurs
détections par Southern blot semblent témoigner de la présence de régions fortement

conservées de ces génes au cours de I'évolution ce qui indique I'importance du role
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que pourrait jouer cette protéine dans la reproduction. Par ailleurs, malgré la
présence de protéines liant la phosphorylcholine immunologiquement apparentées
aux protéines BSP-A1/A2 et BSP-A3 chez ces mémes espéces, nous avons €té
incapables de détecter des génes codant pour ces protéines par Southern blot.
L'absence de régions hautement conservées des génes codant pour ces protéines ainsi
que la dégénérescence du code génétique pourraient expliquer ce phénomene. Seul la
purification de ces protéines immunologiquement apparentées aux protéines BSP
permettra de s'assurer de l'expression d'analogues des protéines BSP chez ces

mammiferes.

Malheureusement, la faible concentration de ces protéines chez la plupart
des especes rend difficile leurs purifications. Afin de pallier & ce probléme, nous
avons dii développer un nouveau protocole de purification capable d’isoler
rapidement et efficacement de faibles concentrations d’analogues aux protéines BSP

a partir de trés grandes quantités de protéines de plasma séminal.

Ce nouveau protocole permet lisolement des protéines BSP et de ces
analogues, en utilisant les interactions existant entre la fraction de faible densité du
jaune d’oeuf (LDF, Low Density Fraction) de poule et les protéines BSP. En effet,
suite & Iincubation des protéines du plasma séminal bovin précipitées a I’alcool et de
la LDF, nous avons démontré qu’il était possible d’isoler par ultracentrifugation sur
gradient de densité la presque totalité des protéines BSP (> 98%) présentes dans
’échantillon. Nous avons aussi prouvé que ces mémes protéines, une fois
délipidées, conservaient toutes leurs propriétés de liaisons et pouvaient étre
subséquemment totalement purifiées par des chromatographies sur colonnes de p-

aminophényl phosphorylcholine-agarose (PPC-agarose) et gélatine-agarose.

La purification par cette méme méthode de la protéine pB1, chez le porc, et
des protéines HSP-1 et HSP-2, chez le cheval, a confirmé D’efficacité¢ de ce
protocole pour la purification des analogues des protéines BSP. De plus, cette
nouvelle technique nous a aussi permis de purifier une toute nouvelle protéine du

plasma séminal de cheval de 12 kDa confirmant ainsi I’efficacité de notre nouveau
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protocole. Cette protéine HSP-12-kDa posséde une région amino-terminale tres
similaire aux autres membres de la famille des protéines BSP tout particuliérement
au niveau du premier domaine de type IL. Etant dormé son homologie de séquence et
son affinité pour la LDF, la PPC-agarose et la gélatine-agarose, la protéine HSP-12-
kDa peut étre considérée comme un nouveau membre de la famille des protéines
BSP. Un séquengage complet de cette protéine confirmera probablement nos

conclusions.

Le nouveau protocole s’étant avéré efficace lors de la purification de tous les
analogues connus des protéines BSP, nous l'avons appliqué chez I'humain. Ce
protocole nous a permis d’isoler quatre protéines immunologiquement apparentées
aux protéines BSP-A1/A2, BSP-A3 et BSP-30-kDa. Ces protéines, en plus
d’interagir avec les anticorps anti-BSP et d’avoir une affinité pour la LDF, la PPC-
agarose et la gélatine-agarose, possédent des poids moléculaires et des profils de
migration similaires & ceux des protéines BSP. Ces protéines pourraient donc étre les
analogues humains des protéines BSP. Toutefois, le plasma séminal humain étant
malheureusement difficile 4 obtenir en grand volume et la quantité de protéines
résultant de cette purification demeurant insuffisante, il nous est impossible

présentement de procéder aux séquengages et & I’identification de ces protéines.

Des analogues étant déja connus chez le porc et le cheval, ces résultats
combinés 4 la présence de protéines immunologiquement apparentées aux protéines
BSP chez plusieurs espéces confirment la possibilité que la famille des protéines
BSP pourrait étre largement répandue chez les mammiféres. Malgré les différences
observées dans la concentration de ces analogues chez ces diverses especes, la
présence de protéines ayant des propriétés similaires aux protéines BSP chez ces
mammiféres pourrait fournir de nouveaux éléments aidant a une meilleure

compréhension du phénoméne de la capacitation.
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1. INTRODUCTION .
1.1 La reproduction

La vie n’est pas éternelle. Il s’agit d'un événement transitoire au cours
duquel les fonctions d’auto-conservation régissant le vivant évoluent, se dégradent
et deviennent plus ou moins rapidement incapables d’entretenir son fonctionnement.
Tout étre vivant finit par tomber dans un état de déséquilibre qui le conduit a la
mort. Par ailleurs, & cause de leur propre action sur le milieu et sous I’influence de
différents facteurs sociaux et environnementaux susceptibles de varier dans le
temps, les étres vivants doivent évoluer et s’adapter aux changements du milieu s’ils
veulent se perpétuer. Il est donc nécessaire quun mécanisme intervienne pour
assurer la perpétuation et ’adaptation des espéces. Cette continuité de la vie est
réalisée par la reproduction. Grice a cette capacité autonome de fabriquer son
semblable, 1’étre vivant s’oppose a 1’action détériorante du temps et compense la

mortalité par la prolifération.

Tous les étres vivants possédent ce pouvoir de reproduction. Au sein du
vivant, cette prolifération peut se faire selon des mécanismes de complexités
variables mais, fondamentalement, tout processus reproducteur repose sur des
mécanismes chimiques invariables qui consistent en la transmission du bagage

génétique que consistue I’ ADN (acide désoxyribonucléique).

La reproduction sexuée constitue le mode de procréation privilégié par les
organismes supérieurs. Elle ameéne la formation d’un organisme génétiquement
apparenté & deux organismes différents. Ce nouvel individu est créé a partir de la
fusion de deux cellules haploides, les gameétes, contenant une partie des génes
parentaux recombinés aléatoirement au cours de la méiose. Ce type de reproduction
ne repose donc pas sur la création de nouveaux génes mais sur la création de
nouvelles associations de génes assurant ainsi une recombinaison et un remaniement
permanent du matériel génétique. C’est a ce type de reproduction que nous nous

attarderons au cours de ce mémoire.



1.2 La fécondation

La fécondation est I'élément essentiel de la reproduction sexuée. Elle

consiste, chez le mammifére, en la fusion d'un spermatozoide, le gaméte male, et

d'un ovule, le gamete femelle. Cette fusion entraine la création d'une nouvelle

cellule nommée le zygote. C'est le développement de cette nouvelle cellule diploide

qui ameénera l'apparition d'un nouvel étre ayant un bagage génétique différent, mais

apparenté a celui de ses parents.

Pour ce faire, le spermatozoide aura a subir une séric d'événements

successifs et ordonnés qui le ménera a la fécondation de l'ovule. Ces étapes se

décrivent ainsi:

2)

g)

h)

La spermatogénése

La maturation épididymaire
L'éjaculation

Le transit vagin-oviducte
La capacitation

La réaction de 1'acrosome

La pénétration du spermatozoide a travers la zone acellulaire entourant

T'ovule

La fusion spermatozoide-ovule

Toutes ces étapes sont nécessaires & la fécondation in vivo de l'ovule par le

spermatozoide. Au cours de cette étude, nous nous intéresserons plus

spécifiquement a la maturation du spermatozoide durant les étapes menant 2 la

capacitation et 4 la réaction de l'acrosome.



1.3 Le spermatozoide -

Morphologiquement, le spermatozoide mature ne varie que trés peu d'une
espéce a l'autre, sinon au niveau de sa forme et de sa taille (Eddy et O'Brien, 1988).
C'est une cellule haploide mobile composée de deux parties: la téte et le flagelle (ou
la queue) (figure 1.1a). La téte en forme de spatule contient le noyau, I'acrosome et
le cytosquelette (Eddy et O'Brien, 1988). Le flagelle de forme alongée est constitué
de mitochondries, génératrices de 1'énergie nécessaire a l'action du flagelle, et de
l'axonéme, un complexe de microtubules entouré de fibres trés denses (Eddy et
O'Brien, 1988). La téte et le flagelle sont intimement entourés d'une faible quantité

de cytoplasme et sont bordés de la membrane plasmique (Eddy et O'Brien, 1988).

Le noyau, de faible dimension, ne contient qu'une copie des chromosomes
issus du pére. La chromatine contenant ces génes se retrouve sous une forme trés

condensée réduisant ainsi au minimum son activité.

L'acrosome occupe une partie importante de la téte du spermatozoide (figure
1.1b). Il s'agit d'un large granule de sécrétion se situant dans la partie antérieure de la
téte du spermatozoide ot il y coiffe le noyau. Il est composé de deux membranes: la
membrane acrosomiale interne qui vient s'appuyer sur le noyau; et la membrane
acrosomiale externe qui longe la membrane plasmique. L'acrosome est considéré
comme un lysosome spécialisé¢ géant contenant de nombreuses enzymes lytiques
(Allison et Hartree, 1970; Mann et Lutwak-Mann, 1981). Ces enzymes sont libérées
au moment de la réaction de l'acrosome et viennent digérer la zone acellulaire
entourant I'ovule permettant ainsi au spermatozoide de féconder l'ovule (Eddy et
O'Brien, 1988).



Figure 1.1 Représentation schématique d'un spermatozoide mammalien

Les schémas ci-contres illustrent les caractérisques générales des spermatozoides de
mammiferes. (a) Illustration des principales structures composant le spermatozoide.
Le spermatozoide est essentiellement composé de deux parties: la téte et le flagelle.
C'est deux structures sont rattachées l'une & l'autre via la pi¢ce connectrice du
flagelle. La piéce intermédiaire contenant les mitochondries, la piéce principale
composée d'une gaine fibreuse, et la piéce terminale constituent les autres régions
identifiables du flagelle. (b) Illustration des principales structures composant la téte
du spermatozoide. La membrane plasmique de la région acrosomiale recouvre la
membrane acrosomiale externe. La membrane acrosomiale interne recouvre quant a
elle I'enveloppe nucléaire. Finalement, on remarque un amincissement de l'acrosome

au niveau du segment équatorial de la téte du spermatozoide.

Tirée de Eddy et O'Brien, 1988
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La membrane plasmique entourant le spermatozoide est composée
majoritairement de phospholipides (phosphatidylcholine, phosphatidyléthanolamine,
sphingomyéline, phosphatidylsérine, phosphatidylinositol, lysophosphadylcholine),
de stérol et d'une faible quantité de glycolipides (Parks et Hammerstedt, 1985; Mack
et coll. 1987; Agrawal et coll., 1988). On y retrouve aussi une forte proportion de
protéines (Nikolopoulau, 1985; Bellve et O'Brien, 1983; Dacheux, 1989; Romrell,
1982). La membrane étant de nature hétérogéne, ces différentes composantes s'y
retrouvent concentrées en certaines régions formant des domaines aux fonctions
spécialisées et variant durant les différents stades de maturation du spermatozoide
(Eddy et O'Brien, 1988). Les interactions phospholipides-protéines et les
changements dans le ratio cholestérol-phospholipide des membranes sont des
éléments trés importants dans tout le phénoméne menant 4 la capacitation et 2 la

réaction de I'acrosome (section 1.5).
1.4 Le systéme reproducteur male

Chez la plupart des animaux terrestres la fécondation interne, c¢’est-a-dire a
I’intérieur du corps de la femelle, est prévilégiée puisqu’elle crée un environnement
favorable a la survie des cellules sexuelles. Pour ce faire ces animaux ont su
développer une séries d’appareils complexes assurant: la production de cellules
sexuelles dans des glandes spécialis€es, la fécondation interne suite a la copulation
et chez les mammiferes, le développement du nouvel individu dans les voies
génitales de la femelle. Vus leurs rdles spécifiques dans la reproduction, méle et
femelle ont su développer des organes reproducteurs complémentaires et fort

différents permettant ainsi & chacun d'effectuer ses tiches.

Le role principal du systéme reproducteur méle est de produire des
spermatozoides, de les faire maturer, de les stocker pour ensuite les expulser & un
temps déterminé a l'extérieur du systéme reproducteur maéle et les déposer dans le
systéme reproducteur femelle. Pour ce faire, 1'évolution a pourvu les méles d'une

série de glandes et d'organes spécialisés (figure 1.2). On y retrouve deux testicules,



Figure 1.2 Représentation schématique du systéme reproducteur maéle chez

I'humain

Le schéma ci-contre illustre les principaux organes composant le systéme
reproducteur méle chez les mammiferes. On y retrouve (A) l'ampoule, (E) les
épididymes, (P) la prostate, (Sv) les vésicules séminales, (Bu) les glandes de
Cowper et (T) les testicules. Le vas deferens (Vd), l'uretre (U) et la vessie (B)

apparaissent €galement sur le schéma.

Tirée de Harper, 1988






deux épididymes et plusieurs glandes accessoires (les vésicules séminales, les

ampoules, la prostate et les glandes bulbo-uréthrales ou glandes de Cowper).
1.4.1 Le role du testicule

Le principal organe reproducteur méle est le testicule. Les testicules sont
deux glandes suspendues dans un sac protecteur, dont la double enveloppe externe
constitue le scrotum. Ils sont responsables de la production des spermatozoides et
de la sécrétion dhormones stéroidiennes initiatrices du développement des
caracteres secondaires males (de Kretser et Kerr, 1988; Plant, 1988). Les
spermatozoides sont produits & partir de cellules souches & l'intérieur de chaque
testicule par une série de mitose et de méiose dans de miniscules canaux, les tubules
séminiféres. Ces cellules souches, les spermatogonies, deviennent ainsi des
spermatocytes, des spermatides, pour finalement se différencier et devenir des
spermatozoides par un phénomene nommé la spermatogénése (de Kretser et Kerr,

1988).
1.4.2 Le réle de I'épididyme

Les spermatozoides produits par les testicules semblent mature du point de
vue morphologique, mais il n'ont acquis ni la motilité, ni la capacité de féconder
l'ovule. Pour ce faire, les spermatozoides migrent du testicule vers I'épididyme ou

ils subissent une partie de cette maturation (Yanagimachi, 1988).

L'épididyme est séparé en trois parties: la téte, le corps et la queue (Robaire
et Hermo, 1988). C'est dans ce dernier tiers que le spermatozoide subit diverses
modifications membranaires par l'acquisition et la perte de nombreux facteurs de
surface (Kohane et coll, 1980a, 1980b, Kopecny et coll, 1984; Vreeburg et coll,
1992). Ces facteurs seraient entre autres responsables de la stabilisation
membranaire (ajout de cholestérol, altérations chimiques des lipides, ajout de
glycoprotéines) (Yanagimachi, 1988; Seki et coll, 1992; Reynolds et coll., 1989;

Thomas et coll, 1984), de la reconaissance intercellulaire (ajout de glycoprotéines)
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(Fournier-Delpech et Courot, 1987; Lakoski, 1988, Phelps et coll, 1990) et de la
motilité du spermatozoide (ajout de glycérophosphocholine et "Forward mobility
proteins") (Yanagimachi, 1988). Suite a4 ces modifications, le spermatozoide est
stockeé dans la queue de 1'épididyme, ou il y attend I'éjaculation (Yanagimachi,
1988).

1.4.3 Le role des glandes accessoires

Suite 4 une stimulation, les spermatozoides stockés dans 1'épididyme sont
expulsés via le vas deferens jusqu'a l'urétre, ot ils sont mélangés avec les diverses
sécrétions issues des glandes accessoires (Harper, 1988; Mann, 1964; Eliasson et
Lindholmer, 1972). Le sperme, le mélange des spermatozoides et du plasma
séminal, est alors déposé par le pénis en érection dans le tractus génital femelle au
niveau du vagin, du col de l'utérus ou directement dans l'utérus dépendemment de

l'espece ( Harper, 1988).

Les sécrétions issues du testicule et de 1'épididyme ne forment qu'une faible
proportion du plasma séminal, les glandes accessoires étant majoritairement
responsables de sa production (Miller et Ax,1988). Ces glandes situées le long du
vas deferens bien que présentes chez la plupart des mammiféres, ont une grande
variabilité en ce qui concernent leur forme, leur taille, leur nombre et la composition

de leur secrétion selon les especes (Miller et Ax, 1988).

En plus de servir comme diluant et transporteur pour les spermatozoides
(Miller et Ax, 1988), ces sécrétions consistent en un mélange trés complexe de
molécules dont chacune joue un rdéle important dans le fécondation du
spermatozoide. Elles nourrissent et protégent le spermatozoide, stimulent sa motilité
et induisent certaines modifications membranaires, phénomenes trés importants dans
la capacitation. La composition et le réle du plasma séminal sera plus amplement

décrit dans la section traitant du plasma séminal (section 1.7).
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1.5. La capacitation

Les spermatozoides épididymaires sont incapables de féconder l'ovule. IIs
acquiérent cette habilité au cours du long voyage les menant de 1'épididyme a I'ovule
(Yanagimachi, 1988). Durant ce transit, les spermatozoides sont exposés & diverses
sécrétions provenant des glandes accessoires du tractus génital méle, du vagin, de
l'utérus, de l'oviducte et du follicule dans le tractus génital femelle (Weinman et
Williams, 1964; Hunter et Nornes, 1969; Schill et coll., 1975; Oliphant, 1976;
Oliphant et Singhas, 1979; Esbenshade et Clegg, 1980; Davis, 1982; Iwamoto et
coll.,, 1993). Certaines des molécules présentes dans ces sécrétions induisent une
série de transformations moléculaires et physiologiques, nommée capacitation
(Yanagimachi, 1988; Austin, 1951; Chang, 1951). Cette étape de maturation tardive
du spermatozoide est essentielle & l'enclenchement de la réaction de l'acrosome,

derniére étape menant a la fécondation de l'ovule (Yanagimachi, 1988) (section 1.6).

1.5.1 Réles de la capacitation

Les spermatozoides mammaliens, contrairement a4 ceux des invertébrés,
acquiérent leurs pleins pouvoirs fécondants au niveau du tractus génital femelle.
Certains auteurs (Bedford, 1983) ont suggéré que l'objectif principal de la
capacitation serait de prévenir que le spermatozoide devienne fertile trop
rapidement, étant donné le trés long trajet existant entre le site d'insémination (le
vagin, le col de utérus ou l'utérus dépendant de l'espéce) (Yanagimachi, 1988) et le
site de fécondation (généralement la région de l'ampoule) (Suarez et coll., 1990) .
Ainsi, le spermatozoide capacite généralement & proximité du site de fécondation,

au niveau de l'isthme de l'oviducte (Lefebvre et Suarez, 1996; Yanagimachi, 1988).
(figure 1.3)
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Figure 1.3 Représentation schématique du systéme reproducteur femelle chez

'humain

Le schéma ci-contre illustre les principaux organes composant le sytéme
reproducteur femelle chez les mammiféres. On y retrouve les principaux sites
d'insémination chez les mammifeéres soient: le vagin, le col de l'utérus et l'utérus. On
y retrouve aussi l'isthme, site habituel de Ia capacitation, et 'ampoule, site de la

fécondation.

Tirée de Marieb, 1993
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1.5.2 Caractéristiques biochimiques

Bien que la capacitation soit étudiée depuis presque cinquante ans
(Austin,1951 et Chang, 1951), I'ensemble des événements biochimiques régissant ce
phénomeéne demeure peu connu. Lors de la capacitation, le spermatozoide doit subir
diverses modifications de sa composition membranaire et de ses activités
biochimiques intracellulaires (Yanagimachi, 1988; Bedford, 1970; Farooqui, 1983;
Langlais et Roberts, 1985). Il exprime aussi de nouveaux récepteurs lui permettant
d'interagir avec les diverses composantes entourant l'ovule et ainsi de subir la
réaction de l'acrosome (Saling, 1989). De plus le spermatozoide se retrouve dans un
état d'hypermotilité (mouvement rapide et trés vigoureux du flagelle) essentiel a sa
pénétration des différentes couches entourant l'ovule (Flemming et Yanagimachi,

1982; Fraser et Quinn, 1981; Jinno et coll, 1981).

1.5.2.1 Modification de la composition protéique de la membrane

Durant la maturation épididymaire et au contact du plasma séminal, diverses
protéines se lient ou s'integrent a la membane plasmique du spermatozoide. Ces
protéines recouvrant la membrane viendraient protéger celle-ci, au cours du long
parcours les menant au lieu de fécondation. Le retrait ou l'altération de certains de
ces facteurs (Weinman et Williams, 1964; Hunter et Nomes, 1969; Schill et coll.,
1975; Oliphant, 1976; Oliphant et Singhas, 1979; Esbenshade et Clegg, 1980;
Davis, 1982; Iwamoto et coll, 1993), dits décapacitants, l'ajout de certaines
molécules provenant du liquide folliculaire et utérin (Voglmayr et Sawyer, 1986),
ainsi que la redistribution intramembranaire de certaines protéines seraient des
phases essentielles de la capacitation (Suzuki, 1990 et Suzuki et Yanagmachi, 1989).
Toutes ces modifications viendraient sensibilisées le spermatozoide en dévoilant
certains récepteurs jusqu' alors cachés qui pourraient dés lors interagir avec certains
facteurs présents dans le milieu utérin et oviductal en plus de permettre le ciblage de

l'ovule (Yanagimachi, 1988).
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1.5.2.2 Modification de la composition lipidique de la membrane

D'autres modifications s'opérent au niveau de la composition lipidique de la
membrane. On remarque, en effet, un changement dans rle ratio
cholestérol/phospholipides de la membrane. Ce ratio diminuerait lors de la
capacitation. Le cholestérol étant reconnu comme stabilisateur membranaire
(Yeagle, 1985), la perte de ce dernier augmenterait par le fait méme la fluidité
membranaire (Wolf et coll., 1986). Cet événement semble essentiel & la capacitation
puisquil a ét¢ démontré que la présence d'une forte concentration de cholestérol
dans le plasma séminal humain aurait un effet inhibiteur sur la capacitation (Cross,
1998). Certains facteurs, la BSA (albumine sérique de boeuf) et les HDL
(lipoprotéines de haute densit€), présents dans le fluide oviductal faciliteraient
l'efflux de cholestérol des membranes du spermatozoide en agissant comme
accepteur de cholestérol (Go et Wolf, 1985, Langlais et Roberts, 1985, Cross, 1998,
Thérien, 1997) (section 1.5.3).

1.5.2.3 Augmentation des ions

Reconnus pour leurs roles joués dans la réaction de I'acrosome, I'implication
des ions calciques dans la régulation de la capacitation reste un sujet trés
contreversé. Se retrouvant généralement & de faibles niveaux dans Ies
spermatozoides non-capacités, sa concentration augmenterait modestement pendant
la capacitation (Dasgupta,1993, Visconti,1995b). Cette augmentation du calcium
intracellulaire pourait &tre nécessaire a la capacitation puisque l'inhibition des
pompes calciques (Ca**-ATPase), normalement responsable de la conservation des
niveaux intracellulaires d'ions calciques, stimulerait la capacitation (Fraser,1995;
Dasgupta et coll.,1994; Fraser et Mcdermott,1992; Adeoya-Osiguwa et Fraser,
1994). Ce calcium intracellulaire pourrait étre important dans la transduction des
signaux intracellulaires par son action sur l'adénylate cyclase et les

phosphodiestérases (Visconti et coll., 1998).
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Tout comme l'ion calcique, la concentration de Iion bicarbonate semble
augmenter lors de la capacitation et son implication dans ce phénoméne a été
démontré chez la souris (Lee et Storey, 1986; Neill et Olds-Clarke, 1987, Shi et
Roldan, 1995, Visconti, 1995b) et le hamster (Boatman et Robbin, 1991). Il pourrait
étre impliqué dans la régulation du métabolisme de I'AMPc puisqu'il a été démontré
qu'il stimulait lui aussi 'adénylate cyclase des spermatozoides (Okamura et coll.,
1985; Garty and Salomon,1987; Visconti et al 1990, 1995b). Sa présence pourrait
expliquer I'augmentation du pH intracellulaire remarquée lors de la capacitation

(Uguz et al, 1994, Zeng et al ,1996, Cross,1998).
1.5.2.4 Phosphorylation sur tyrosine des protéines spermatiques.

La capacitation s'accompagne également d'une augmentation de la
concentration d'AMPc (Parrish et coll., 1994) ainsi qu'une augmentation de la
phosphorylation sur tyrosine de protéines spécifiques du spermatozoide (Visconti et
coll., 1995a; Galantino-Homer, 1997). De plus, une augmentation de l'activité de la
protéine kinase-A (PKA) a été observée lors de la capacitation chez la souris
(Visconti et coll.,, 1997) indiquant une activit¢ PKA dépendante de 'AMPc. Ce
phénomene semble directement lié a la capacitation, étant donné que I'utilisation

d'inhibiteurs de PKA empéche la phosphorylation et la capacitation.

Cette activité de phosphorylation observée lors de la capacitation semble
témoigner d'une forme de communication intracellulaire spécifique au
spermatozoide. En effet, c'est la premiére fois que 1'on observe dans une cellule de
mammifere un lien entre l'activité des PKA et la phosphorylation sur tyrosines.
L'hypothése selon laquelle une cascade d'événements impliquant les protéines
kinase-A viendrait activer les tyrosine kinases ou inhiber les tyrosine phosphatases

reste encore a démontrer (Visconti et coll., 1998).

Toutefois, il semble qu'il existe certaines différences dans les mécanismes
régissant la capacitation chez les espéces. En effet, certains auteurs ont démontré

que la phosphorylation sur tyrosines était intimement reliée au phénomeéne d'efflux
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de cholestérol membranaire chez la souris (Visconti, 1995a, 1995b). Ce méme

phénomene n'a par contre pas été observé chez le taureau (Lane, 1999).
1.5.3 Facteurs capacitants et leurs actions

La capacitation est induite par des facteurs présents dans les fluides
oviductal et folliculaire. Les lipoprotéines de haute densité (Ehrenwald et coll,,
1990; Langlais et coll. 1988), l'albumine (Visconti et coll., 1998) et les
glycoaminoglycanes de types héparine (Parrish et coll., 1989b; Lenz et coll., 1982),
sont les principaux agents responsables de la capacitation. Plusieurs études ont
démontré que les facteurs capacitants induisent la capacitation par des mécanismes
différents (Visconti etcoll., 1998; Lane et coll., 1999). De fait, la BSA (Davis, 1980;
Go et Wolf, 1985) et les HDL (Ehrenwald et coll., 1990; Cross, 1998) induiraient
l'efflux de cholestérol des membranes des spermatozoides en servant d'accepteur de
cholestérol. La diminution du ratio cholestérol/phospholipides causerait une
augmentation de la fluidité membranaire et par le fait méme une augmentation de la
perméabilité aux ions, ce qui induirait finalement la capacitation (Cross, 1998,
Davis, 1981, Langlais et coll., 1988). Toutefois, les doses de BSA nécessaires a la
capacitation étant nettement supérieures aux concentrations généralement
rencontrées in vivo, l'implication de Il'albumine dans la capacitation du

spermatozoide peut étre mise en doute (Visconti et coll., 1995a) .

L'héparine, quant a elle, interagirait avec des sites de liaison a la surface des
spermatozoides (Handrow et coll,, 1984) et générerait une série de réactions
moléculaires qui se caractérise par une augmentation du calcium intracellulaire
(Parrish et coll,, 1989b). Les mécanismes régissant ce phénoméne demeurent
inconnus. On observe toutefois par la suite une augmentation de la synthése de
I'AMPc et de la phosphorylation des protéines du spermatozoide (Visconti et coll.,
1998; Lane et coll., 1999).

La phosphorylation a aussi ét€¢ observée dans le cas de la capacitation

médiée par les accepteurs de cholestérol dans le cas de spermatozoides murins
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(Visconti et coll., 1995a). Toutefois, les doses de BSA utilisées étaient largement
supérieures au niveau physiologique de ce facteur capacitant. Par ailleurs, il a été
démontre, chez le bovin, que l'utilisation de doses physiologiques de HDL induisait
la capacitation du spermatozoide, mais ne provoquait pas la phosphorylation sur

tyrosines (Lane et coll., 1999).
1.6 La réaction de I’acrosome

Les divers changements structuraux subis lors de la capacitation permettent
au spermatozoide de s'engager dans un dernier mécanisme de maturation, la réaction
de l'acrosome. Chez la plupart des espéces, le spermatozoide capacité vient lier la
zone pellucide entourant I'ovule (Yanagimachi, 1988). Une des protéines contenues
dans la zone pellucide, la protéine ZP3 chez la souris, interagirait avec des
récepteurs a la surface du spermatozoide (Liu et coll., 1996) et induirait l'entrée
massive de calcium dans le milieu intracellulaire (Roldan et Harrison, 1990). C'est &
ce moment que survient la réaction de I'acrosome qui consiste -en la fusion de la
membrane plasmique et de la membrane acrosomiale externe du spermatozoide.
Cette fusion entraine la libération des enzymes hydrolytiques contenues dans
l'acrosome ce qui engendre la digestion de la zone pellucide (Yanagimachi, 1988).
Le spermatozoide est maintenant libre de pénétrer a travers la zone pellucide et de se
lier a l'oocyte par le biais de récepteurs situés sur la téte du spermatozoide
nouvellement exposés suite & la réaction de I'acrosome (Myles, 1993; Yanagimachi,
1988; Allen et Green, 1995). Cette interaction entre l'oocyte et le spermatozoide

résulte ultimement en la fusion des gamétes (figure 1.4).
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Figure 1.4 Représentation schématique de la fécondation d'un ovocyte par un

spermatozoide

Le schéma ci-contre illustre les diverses étapes menant & la pénétration de l'ovocyte
par le spermatozoide capacité. Dans un premier temps, les spermatozoides capacités
traversent la couche de cellules granuleuses que constitue la corona radiata. lls
subissent ensuite la réaction de I'acrosome au contact de la zone pellucide ce qui
entraine la libération d'enzymes hydrolytiques et la digestion de celle-ci. Le
spermatozoide peut maintenant traverser la zone pellucide et se fusionner a

l'ovocyte.

Tirée de Marieb, 1993
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1.7 Le plasma séminal .

Le plasma séminal, le sperme sans les spermatozoides, est consistué des
sécrétions des glandes accessoires, des testicules et des épididymes (section 1.4). La
majeure partie du volume du plasma séminal est issue de la sécrétion des vésicules
séminales (environ 60 %) et de la prostate (environ 30 %), la contribution de ces
glandes variant selon les espéces. La contribution des autres glandes demeure

mineure (environ 10%) (Lundquist, 1949).

Le volume et la composition du plasma séminal varient grandement selon
les especes (Miller et Ax, 1988) tout comme la concentration de spermatozoides qui
y baignent (tableau I). Compos¢ principalement d'eau, et le pH oscillant entre 7,2 et
7,8, le plasma séminal contient des ions, des molécules organiques, des protéines
que l'on retrouve également dans le plasma sanguin mais & des concentrations

différentes (Harper, 1988).

Les nombreuses protéines qui le composent sont généralement issues du
milieu intracellulaire des cellules épithéliales tapissant les glandes accessoires. Elle
sont sécrétées par voie apocrine et sont expulsées lors de l'éjaculation avec de
nombreux débris cellulaires tels les phospholipides et le cholestérol (Aumuller et

Seitz, 1990a; Miller et Ax, 1988).
1.7.1 Role du plasma séminal

On a longtemps cru que le seul role du plasma séminal était de servir de
véhicule aux spermatozoides (Coffey, 1988; Mann, 1975). Etant donné la grande
quantité d'eau qui le compose, le plasma séminal permet en effet aux
spermatozoides de progresser plus efficacement lors de 1'éjaculation de 1'épididyme

au tractus génital femelle (Williams-Ashman, 1988).
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Composition du plasma séminal de diverses espéces

Porc Taureau Etalon Humain
Volume (ml) 150-500 2-10 30-300 2-6
Concentration de 25-300 300-2000 30-800 50-150
spermatozoides (10% ml)
Sodium 125-252 65-161 112 43-112
Potassium 17-46 13-97 26 14-28
Calcium 1.5-4.6 6-15 6.5 5-7
Magnésium 2.5-24 33 3.7 1.2-5
Chlorure 85-105 42-110 23-113 28-56
Phosphate 04 2.8 0.6 -
Bicarbonate - 7 11 8
Fructose 0.5 17-56 <0.06 2-33
Glucose 0.06 - 0.7 0.4
Sorbitol 0.4 0.6-7.5 1.1-3.3 0.6
Inositol 28 1.3-2.6 1.1-2.6 3-35
Acide lactique 22 2.2-5.6 1-2.8 22-56
Acide pyruvique - 0.6 0.3 34
Acide citrique 2.6-104 18-52 0.5-2.6 5.2-73
Acide glutamique 2 1-8 - 6.5
Acide ascorbique - 0.3 0.3 0.6
Carnitine - - - 02-13
Acétylcarnitine - - - 0.06-0.28
Glycérophosphocholine 4 4-18 1.4-4 2.0-33
Phosphocholine 0 0 0 14-21
Glycérophosphoinositol 0.26 1.4 0.25 -
Spermine - 0.1 025 -
Spermidine - - - 0.1
Putrescine - - - 0.2
Créatine - 09 0.4 1.5
Arginine 0.01 0.2 - 52
Ergothionine 0.7 trace 0.2-0.7 trace
Acide urique - - - 0.1-04
Protéines (mg/ml) 30 55 - 35-50
Cholestérol (mg/ml) - - - 1.03

Adapté de Setchell et Brooks, 1988

Les valeurs sont en mM si unité non-indiquée.
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En plus d'agir comme transporteur, il sert de milieu nourricier et protecteur
au spermatozoide. En effet, divers produits tels le fructose et le sorbitol lui servent
de source d'énergie (Miller et Ax, 1988). L'inositol aussi présent dans le plasma
séminal préserverait l'isotonicité du sperme alors que l'ergothinéine lui servirait
d'anti-oxydant (Miller et Axe, 1988; Shivaji et Bhargava, 1987). Le plasma séminal
constituerait aussi un excellent tampon capable de maintenir le spermatozoide & pH
neutre malgré la forte acidité du fluide vaginal (pH 3) (Fox et coll., 1973). De plus,
de par sa capacité a inhiber la division mitotique des lymphocytes et l'activation du
systeme de compléments (Bischoff et coll., Price et coll, Tarter et Alexander, 1984),
par sa capacité¢ a détruire les leucocytes (Matousek et Stanek, 1993) ef par la
présence de prostaglandines dans sa composition (Bratanov et coll, 1986), on croit
que le plasma séminal pourrait agir comme immunosuppresseur du tractus génital
femelle protégeant ainsi le spermatozoide de la destruction par le systéme
immunitaire de la femelle. (Bouvet et coll. 1987; James et Hargreave, 1984;
Metafora et coll, 1989; Fahmi et coll, 1985)

De plus, chez certains rongeurs, sous l'action d'une enzyme appelée
vésiculase, le plasma séminal se coagule en une masse gélatineuse trés solide qui
forme un bouchon dans les voies génitales femelles (Williams-Ashman, 1984). On
croit que ce bouchon préviendrait la perte du sperme et bloquerait toutes tentatives
de fécondation par d'autres miles (Aumuller et Seitz, 1990a). Un phénoméne
similaire de gélification est aussi observé chez 'humain. En effet, on observe une
coagulation semi-solide dans les 5 minutes suivant I'éjaculation suivit, contrairement
aux rongeurs, d'une liquéfaction dans les 5 4 20 minutes suivant la coagulation sous
l'effet des diverses protéases présentes dans le sperme humain (Mann et Lutwak-
Mann, 1981; Huggins et Neil, 1942; Tauber et Zaneveld, 1976). La fonction exacte
de ce processus demeure inexpliquée chez 'humain (Coffey, 1988) bien que certains
cas dinfertilit¢ semblent y étre rattachés (Amelar et Dublin, 1977; Bunge, RG,
1970).

Plusieurs autres fonctions ont aussi été attribuées au plasma séminal tels la

modulation du métabolisme du spermatozoide (Mann et Lutwak, 1981, Inskeep et



24

al, 1985), la modulation de la motilité (Aumuller et coll, 1990b), la stimulation de la
contraction des muscles lisses du tractus reproducteur femelle (Clavert et coll, 1990)
et le controle de la capacitation (section 1.7.3). Tous ces facteurs réunis semblent
prouver l'importance du plasma séminal dans l'efficacité de la fécondation de I'ovule

par le spermatozoide.
1.7.2 Effet du plasma séminal sur la fécondation

Le r6le joué par le plasma séminal lors de la fécondation a toujours été sous-
estimé. Ce phénomeéne s'explique probablement par la possibilité du moins ir vitro
de féconder un ovule avec des spermatozoides épididymaires (Eliasson and Johnsen,
1986; Miller et Axe, 1988). Rien n'indique toutefois que ce phénoméne soit
reproductible in vivo étant donné le long parcours que les spermatozoides ont &

accomplir dans le tractus génital femelle.

Comme nous l'avons décrit précédemment, le plasma séminal est un
mélange des sécrétions issues des diverses glandes composant le tractus génital
méle. L'importance sur la fécondation des sécrétions de chacune de ces glandes n'a
pas encore ét€ clairement établie et améne plusieurs rapports contradictoires.
L'ablation d'une ou plusieurs de celles-ci produit des résultats variants d'aucun effet,
a une diminution partielle de la fertilité, & une infertilité totale (Davis, 1975; Pang et
coll., 1979; Peitz et Olds-Clarke, 1986; Queen et coll, 1981). Chez la souris et le rat,
certaines études ont démontré que l'ablation des vésicules séminales les rendait
infertiles (Pang et coll., 1979; Queen et coll. 1981). Toutefois, d'autres études
effectuées chez la souris et le taureau ne témoignent que d'une réduction du nombre
moyen de femelles fécondées d'environ 20% (Peitz et Olds-Clarke, 1986, Miller et
Ax, 1988). Les résultats obtenus chez le taureau pourrait s'expliquer, du moins
particllement, par une diminution d'environ 40% du nombre de spermatozoides

présents dans 1'éjaculat (Alexander et coll., 1971).

L'ablation de la prostate chez la souris diminue significativement son taux de

fécondité (Pang et coll., 1979). La méme opération chez le rat au niveau de la
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portion dorsale de la prostate le rend infertile (Queen et coll. 1981). L'ablation de
l'ampoule et de la portion ventrale de la prostate du hamster ne semble pas affecter
son taux de fécondité, mais entralne la mort prématurée des embryons ce qui
suggérent un rdle des sécrétions issues de ces glandes dans le développement
embryonnaire (Chow et O, 1988). Les conséquences de I'ablation des autres glandes

accessoires demeurent inconnues.

Jusqu'a présent, les résultats obtenus semblent démontrer que les sécrétions
issues des glandes accessoires ont des impacts divers sur le taux de fécondité et que
leur importance varierait selon l'espéce étudiée. Mais une chose est certaine, le
plasma séminal joue un rdle prépondérant dans le niveau de fécondité du

spermatozoide.

De fait, des différences observées dans la composition protéique du plasma
séminal de taureaux fertiles et moins fertiles (Killian et coll., 1993), ainsi que
I'importance de la présence 4 la surface des spermatozoides de protéines provenant
du plasma séminal ayant une affinité pour I'néparine sur le taux de fertilité (Bellin et
coll., 1994, 1996 et 1998) viennent confirmer que certains facteurs présents dans le

plasma séminal ont un impact majeur sur le potentiel fécondant du sperme.

1.7.3 Role du plasma séminal dans la capacitation du spermatozoide

1.7.3.1 Effet décapacitant du plasma séminal

Un des rbles les plus étudié du plasma séminal est celui qu'il joue lors de la
capacitation. Il a ét¢ démontré que les spermatozoides fraichement é&jaculés ne
peuvent répondre immédiatement aux facteurs induisant la réaction de I'acrosome.
Les spermatozoides doivent tout d'abord étre retirés du plasma séminal par leur
passage au niveau du cervix, puis étre incubés en milieu capacitant, pour ensuite
subir la réaction de I'acrosome en présence de protéines de la zone pellucide. Cette

fonction de protection du spermatozoide contre une réaction de I'acrosome hétive
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serait causée par la présence de certains facteurs dit "décapacitants” dans le plasma

séminal (Miller et coll., 1990).

Certaines protéines du plasma séminal, membres de la famille des
spermadhésines interagissant aussi avec les glycosaminoglycanes (GAGs) sont
soupgonnées d'étre de ces facteurs (Calvete et coll., 1995b). Ces protéines lieraient
la surface du spermatozoide lors de l'éjaculation, stabilisant par le fait méme la
membrane plasmique pendant que d'autres viendraient masquer les sites
dinteraction avec la zone pellucide (Calvete et coll, 1996b). Suite 4 leurs
migrations vers le site de fécondation au cours duquel les spermatozoides sont
séparés du plasma séminal, les spermadhésines toujours lides a la surface du
spermatozoide seraient libérées sous l'action des GAGs présentes dans le tractus
génital femelle ce qui provoquerait ultimement la capacitation. Plusieurs membres
de cette famille de protéines ont été identifiés chez le pore, le cheval et le bovin
(Calvete et coll., 1996b). Beaucoup d'études restent toutefois a compléter afin de

vérifier cette théorie.

D'autres facteurs, tels le cholestérol et les phospholipides présents dans le
plasma séminal, préviendraient une capacitation hitive en stabilisant la membrane

plasmique et en limitant les efflux de cholestérol et de phospholipides.
1.7.3.2 Effet capacitant du plasma séminal

Parallelement, diverses études ont démontrées in vitro que les
spermatozoides épididymaires incubés en présence de GAG prenaient 22 h a
capaciter et & subir la réaction de l'acrosome (RA). Les mémes études réalisées sur
des spermatozoides éjaculés ont montré des périodes de capacitation et de RA
beaucoup plus courtes (9 h) (Handrow et coll., 1982; Lenz et coll., 1982; Lenz et
coll, 1983, Parrish et coll., 1985). Par contre, une expérience similaire utilisant des
spermatozoides épididymaires incubés préalablement 20 min en présence de plasma
séminal a montré une diminution de 22 h & 9 h du temps nécessaire 4 la capacitation

(Lee et coll., 1985).
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Ces résultats viennent démontrer la complexité du réle joué par le plasma
séminal dans la capacitation du spermatozoide. FEn plus de protéger le
spermatozoide d'une capacitation hitive a l'extérieur du site de fécondation, il
accélere la vitesse de la capacitation une fois rendu a destination permettant ainsi

aux spermatozoides d'étre préts a la fécondation au moment opportun.

Il a été démontré qu'une famille de protéines du plasma séminal bovin serait
responsable de I'augmentation du pouvoir capacitant des spermatozoides (Thérien,

1995, 1998).
1.8 Les protéines BSP

Les protéines BSP (bovine seminal plasma) forment la fraction protéique
majeure du plasma séminal bovin. Ces protéines acides sécrétées par les vésicules
séminales bovines représentent environ 60% de toutes les protéines contenues dans
le plasma séminal chez cette espéce (Manjunath et coll., 1987). Cette famille de
protéines est composée de quatre membres: les protéines BSP-A1, BSP-A2, BSP-
A3 et BSP-30-kDa (Manjunath et coll., 1988: Manjunath et Sairam, 1987; Calvete
et coll,, 1996a; Desnoyers et coll., 1994). Chacune de ces protéines posséde des

propriétés structurelles et de liaisons communes.
1.8.1 Propriétés structurelles des BSP
1.8.1.1 Structure primaire

De masses moléculaires différentes, respectivement 16.5 et 16 kDa, les
protéines BSP-Al et BSP-A2 ont des séquences d'acides aminés identiques
(Manjunath et Sairam, 1987), leur différence de masse moléculaire s'expliquant par
leur niveau de glycosylation (Manjunath et Sairam, 1987; Manjunath et coll, 1988).
Ils sont dailleurs fréquemment considérés comme une seule et méme entité
biochimique, la protéine BSP-A1/A2 ou PDC-109 (P:pour protéine, D pour I'acide
aspartique & l'extrémité amino-terminale, C pour la cystéine de l'extrémité carboxy-

terminale et 109 pour le nombre d'acides aminés) (Manjunath et coll., 1988; Esch et
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coll., 1983). Bien qu'étant composée d'une plus longue chaine d'acides aminés (115
aa vs 109 aa), la protéine BSP-A3 posséde une masse moléculaire le’géremént
inférieure 4 BSP-A1/A2 (15 kDa) (Seidah et coll., 1987). La séquence primaire de
cette protéine non-glycosylée démontre 66% d'identité avec la protéine BSP-A1/A2
(Seidah et coll., 1987). Pour ce qui est de la protéine BSP-30-kDa, qui contrairement
a son nom, a une masse moléculaire de 28 kDa, on remarque chez elle aussi une
forte similitude avec les autres protéines BSP. Elle se distingue généralement par

une longue queue N-terminale fortement glycosylée (Calvete, 1996a).
1.8.1.2 Glycosylation

La protéine BSP-30-kDa est la plus glycosylée de la famille des protéines
BSP (Manjunath et coll, 1988). Elle est composée de sucres neutres, de
galactosamines et d'acides sialiques (Manjunath et coll., 1998). L'absence de
glucosamines ainsi que la présence de nombreux résidus non-identifiables par
séquencage (probablement des thréonines) seraient un indice qué les divers sucres
presents a la surface de la protéine seraient O-liés (Manjunath et coll., 1988). Le
niveau de glycosylation pouvant varier légément d'une protéine a l'autre, on croit
que les sucres fourniraient entre 7,2 et 7,8 kDa de la masse moléculaire totale des

protéines BSP-30-kDa (Manjunath et coll., 1988).

La protéine BSP-A1 posséde les méme types de sucres mais en quantité plus
faible (Manjunath et coll., 1988). L'absence de sucre neutre a la surface de la
protéine BSP-A2 constitue sa principale différence avec la protéine BSP-A1 dont la
composition en acides aminés est identique (Manjunath et coll., 1988). La
glycosylation de la protéine BSP-A1/A2 se ferait via un lien O-glycosylé entre la
thréonine 11 et un trisaccharide composé d'acide sialique o(2-3)-galactosef(1-3)-N-
acétyl-galactosamine (Gerwig et coll, 1996). La protéine BSP-A3 demeure la seule

protéine de cette famille non-glycosylée (Manjunath et coll., 1988) .

La protéine BSP-Al (pl 4,7-5,0) posséde un point isoélectrique plus bas que
la protéine BSP-A2 (pl 4,9-5,2) (Desnoyers et coll, 1994). Cette différence pourrait
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s'expliquer par la présence dune plus grande quantite d'acides sialiques dans sa
composition rendant ainsi la protéine plus acide (Desnoyers et coll.,, 1994). Par
contre, I'hétérogénéité des charges observée chez ces protéines ne peut s'expliquer
par la quantité variable d'acides sialiques présente dans ces protéines puisque la
protéine BSP-A3 (pl 4,8-5,2) posséde elle aussi cette hétérogénéité de chafges
(Desnoyers et coll., 1994). La protéine BSP-30-kDa demeure la protéine la plus
acide du plasma séminal bovin (pI 3.9-4,6) (Desnoyers et coll., 1994).

1.8.1.3 Structure secondaire

Les protéines BSP possédent une forte homologie structurale (figure 1.5).
Chacune contient quatre ponts disulfures formant deux domaines de types II
analogues & ceux retrouvés dans la fibronectine (Constantine et coll. 1992, Banyai et
coll., 1990). Ces domaines en forme de boucle sont présents dans un grand nombre
de protéines sans que leur fonction n'ait toutefois ét¢ encore élucidée, leurs seules
fonctions reconnues étant de lier le collagéne chez les collagénases et la fibronectine
(Banyai, 1990) (Tableau II). Le méme type d'interaction a par ailleurs été observé
entre les protéines BSP et la gélatine (collagéne dénaturé) (Manjunath et coll,,
1987). De plus, les domaines de type II semblent partager plusieurs ressemblances
structurelles avec les domaines "Kringle" présents dans l'apolipoprotéine a (McLean
et coll., 1987) et chez plusieurs protéases impliquées dans la cascade de coagulation
(Patthy et coll., 1984; Holland, 1987; Banyai et coll., 1990). Ces domaines sont
reconnus pour agir comme médiateurs des interactions protéine-protéine dans la

régulation de l'activité des protéases (Trexler et Patthy, 1983; Cleary et coll., 1989).
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Figure 1.5 Représentation schématique des protéines BSP

Le schéma ci-contre montre la séquence en acides aminés des protéines (A) BSP-
Al/A2, (B) BSP-A3 et (C) BSP-30-kDa. Chaque protéine posséde deux domaines
de type II en forme de boucle formés par la présence de deux ponts disulfures. Le

premier domaine est nommé domaine a, le second, domaine b.

Adaptée de Esch et coll., 1983; Seidha et coll., 1987; Calvete et coll., 1996a.
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Tableau I1

Liste des protéines possédant des domaines de type I ”

Protéines’ Nombre de domaines de Fonctions
type II
Facteur XII? 1 -
IGF-IIR/CIMan6PR? 1 -
Récepteur de la PLA,* 1 -
Récepteur du mannose’ 1 -
HGFA® 1 s
DEC-205R’ 1 -
Fibronectine® 2 liaison au collagéne
HSP-1, HSP-2° 2 a
pBI/LAR® g2 =
BSP-A1/-A2"! 2 liaison 4 la choline
BSP-A3" 2 liaison  la choline
BSP-30-kDa'? 2 liaison a la choline
Gélatinase A 3 liaison au collagéne
Gélatinase B 3 liaison au collagéne

(-) Role indéterminé

*

Adapté de Moreau et coll., 1998.

Abréviations: Facteur XII, facteur X1I de la coagulation humaine; IGF-II, facteur II de
croissance semblable a Pinsuline; CIMan6PR, récepteur du mannose-6-phosphate
indépendant aux cations; PLA,, phospholipase A,; HGFA, activateur du facteur de
croissance des hépatocytes; DEC-205R, récepteur des cellules dentritiques; HSP, plasma
séminal équin; pB1, protéine porcine liant ’héparine; LAR, régulateur de I’adhésion des
leucocytes; BSP, plasma séminal bovin.

Adapté de McMullen et Fujikawa, 1985

Adapté de Morgan et coll., 1987; Oshima et coll., 1988; Lobel et coll., 1988
Adapté de Ishizaki et coll., 1994

Adapté de Taylor et coll., 1990

Adapté de Miyazawa et coll., 1993

Adapté de Jiang et coll., 1995

Adapté de Kornbliht et coll., 1985; Baker, 1985; Banyai et coll., 1990
Adapté de Cal.vete et coll., 1995

' Adapté de Sanz et coll., 1993; Calvete et coll.,, 1997

"' Adapté de Esch et coll., 1983

"2 Adapté de Seidha et coll., 1987

1 Adapté de Calvete et coll., 1996a

1" Adapté de Banyai et coll., 1996
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Similairement, des analyses par résonance magnétique effectuées sur lg
deuxiéme domaine de type II (le domaine b) de la protéine BSP-A1/A2 ont
démontré la présence d'une dépression peu profonde & caractere hydrophobe & la
surface de la protéine (Constantine et coll, 1991). Cette dépression serait
responsable de l'agrégation des protéines BSP-A1/A2 et constituerait le site de la
liaison du collagéne (Constantine, 1992). Jusqu'a ce jour, aucune Stude n'a pu

confirmer un role similaire pour le domaine a, le premier domaine de type IL.

1.8.1.4 Agrégation des BSP

Certaines études réalisées par Manjunath et Sairam (1987) sur BSP-A1/A2
ont démontré que cette protéine serait présente sous forme d’homo-oligomeres, dans
le plasma séminal bovin. Ces homo-oligoméres auraient des masses moléculaires
oscillant de 60 & 120 kDa et pourraient étre dissociés & pH acide ou en présence de
fortes concentrations d'urée (Manjunath et Sairam, 1987). Cette méme protéine
s'associerait aussi de fagon stcechiométrique avec la protéine BSP-30-kDa pour
former des complexes multimériques de haut poids moléculaire (Calvete, 1996). La
protéine BSP-A3 serait la seule protéine a se retrouver sous forme monomérique

dans le plasma séminal (Manjunath et Sairam, 1987).

Diverses études sur limplication de I'agrégation des protéines BSP dans
leurs propriétés de liaison ainsi que dans leur capacité a générer des efflux de
cholestérol, semblent confirmer I'importance de ce phénoméne dans les fonctions
physiologiques des protéines BSP (Moreau, 1998). Des agrégations ont aussi €été

observées chez des protéines de la méme famille chez d'autres espéces (section 1.9).

1.8.2 Réle physiologique des protéines BSP

D'abord étudides pour leur pouvoir a stimuler le relachement de

gonadotrophines (hormone lutéinisante, LH et de I'hormone folliculo-stimulante,
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FSH) chez des cellules hypophysaires en culture (Manjunath, 1984), les protéines
BSP ont été par la suite plus amplement caractérisées pour leur capacité & interagir
avec la membrane plasmique du spermatozoide et avec diverses molécules dont la
plupart sont présentes dans les tractus génitaux méle et femelle. Ce sont ces études
qui ont permis d'établir le rOle des protéines BSP dans la capacitation des

spermatozoides.
1.8.2.1 Liaison aux phospholipides contenant un groupement choline

Diverses études réalisées par Manjunath et coll (1988) ont démontrées que
les protéines BSP liaient la membrane plasmique du spermatozoide suite a
1’éjaculation. Des études d’immunohistochimie ont prouvé que ces protéines liaient
’ensemble du spermatozoide, bien qu’une plus forte concentration de ces protéines
semble se retrouver au niveau de la téte du spermatozoide (Manjuanth et coll.,

1994).

Comme nous I'avons mentionné précédemment, les phospholipides a
groupements cholines composent une forte proportion des phospholipides contenus
dans le feuillet externe de la membrane du spermatozoide (section 1.3). C’est par le
biais d’une liaison directe avec les phospholipides contenant des groupements
choline que les BSP se lient 4 la membrane (Desnoyers et Manjunath.,1992). 1l est
d’ailleurs possible de purifier les protéines BSP en utilisant une colonne d’affinité
imitant ce type de phospholipides (p-aminophényl phosphorylcholine-agarose, PPC-
agarose) (Desnoyers et Manjunath, 1993).

Cette propriété de liaison semble une fonction majeure des protéines BSP
puisqu’elle leur permettrait de jouer un rdle direct dans les diverses modifications
membranaires observées lors de la capacitation en facilitant les interactions entre la

membrane et les facteurs capacitants.
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1.8.2.2 Liaison aux lipoprotéines de haute densité (HDL) -

Apreés avoir remarqué que 'ajout de sérum de veau au milieu contenant des
cellules hypophysaires inhibait l'effet de relidchement de la gonadotrophine par
celles-ci, Manjunath (1984) s'est intéressé a déterminer quels facteurs présents dans
le sérum pouvaient interagir avec les protéines BSP et inhiber leur action. Par une
purification sur une colonne d'affinité de protéines BSP, ils ont déterminé que les
protéines BSP liaient l'apolipoprotéine A-1 (Manjunath et coll., 1989). Cette
apolipoprotéine est la composante protéique majeure (70%) des HDL. Ces
lipoprotéines, jouant un rdle primordial dans le transport inverse du cholestérol,
sont présentes a de fortes concentrations dans le fluide oviductal bovin (Brantmeier

et coll., 1987; Ehrenwald et coll., 1990; Jaspard et coll., 1996).

Des travaux ont par ailleurs prouvé que ces lipoprotéines contenues dans le
tractus génital femelle agiraient comme facteur capacitant en stimulant Pefflux de
cholestérol des membranes des spermatozoides (Ehrenwald et coll.,1990; Langlais
et coll., 1988, Thérien et coll. 1997, 1998) (section 1.5.3). De récentes études
réalisées par Thérien et coll.(1997) ont démontré que la présence de BSP dans le
milieu d’incubation accélére la capacitation induite par les HDL. Bien que les BSP
et les HDL individuellement générent des efflux de cholestérol, des travaux ont
démontré que ’effet combiné des BSP et de HDL augmentait la cinétique d’efflux
du cholestérol membranaire ce qui explique leur pouvoir capacitant (Thérien et coll.,
1998). Le mécanisme par lequel les HDL et les BSP stimulerait lefflux de

cholestérol et la capacitation demeure toutefois inconnu.

1.8.2.3 Liaison aux glycosaminoglycanes de type héparine

Les glycosaminoglycanes (GAG) de type héparine agissent comme facteur
capacitant chez de nombreux mammiféres (Parrish et coll.,1989b). Ces GAG
présents dans le fluide oviductal sont sécrétées en fortes concentrations durant
1’oestrus par les cellules épithéliales du tractus génital femelle. Il a été remarqué que

I’effet capacitant de ces GAG serait médié par la présence de certaines protéines du
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plasma séminal 3 la surface du spermatozoide (voir section. 1.5.3). Ces prot€ines

semblent correspondre aux protéines BSP.

Chandonnet et coll. (1990) ont prouvé que les protéines BSP pouvaient lier
I’héparine. Ces protéines se lieraient a la surface des spermatozoides lors de
’éjaculation, interagiraient avec I’héparine et moduleraient la capacitation. Des
études réalisées sur des spermatozoides épididymaires démontrent que les protéines
BSP stimulent la capacitation médiée par I’héparine en diminuant substantiellement
le temps nécessaire a cette maturation (Thérien et coll., 1995). Ces études font des
protéines BSP les seules protéines connues du plasma séminal capable d’induire
positivement la capacitation. Le mécanisme par lequel les protéines BSP modulent
la capacitation médiée par I’héparine demeure inconnu. Il est toutefois possible que
les protéines BSP liées 4 la membrane du spermatozoide facilitent les interactions
entre les GAG et certains récepteurs membranaires diminuant ainsi le temps

nécessaire a la capacitation.

1.8.2.4 Liaison 2 la phospholipase A2

Les phospholipases A2 (PLA2) font parties d’une grande famille d’enzymes
calcium-dépendante qui a pour fonction ’hydrolyse des chaines d’acides gras des
phospholipides en position sn-2 (Dennis, 1983; Waite, 1987; Hazen et coll., 1991).
L’activité de ces enzymes est largement répandue chez les mammiféres (Thakkar et
coll., 1983,1984; Ono et coll,, 1982; Llanos et coll.,1982; Riffo et coll., 1992;
Hinkovska et coll., 1987; Roldan et Mollinedo, 1991). Diverses études ont démontré
que ces phospholipases seraient présentes dans le plasma séminal de diverses
espéces (Weinman et coll., 1986; Kunze et coll., 1974,1981; Wurl et Kunze, 1985;
Scott et Davidson, 1968; Rénkkd et coll, 1991) et qu’elles lieraient la membrane
plasmique du spermatozoide au moment de 1’éjaculation (Weinman et coll., 1986;
Ronkks, 1992). De par sa capacité a hydrolyser les phospholipides composant la
membrane plasmique du spermatozoide et par la génération suite a son action de
lysophospholipides et d’acides gras libres, deux produits a pouvoir détergent

facilitant la fusion membranaire, la phospholipase A2 est considérée comme un
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¢lément essentiel de ’exocytose menant & la réaction de I’acrosome (Meizel, 1984;

Langlais et Roberts, 1985; Yanagimachi, 1988).

En 1994, Manjunath et coll. (1994b) ont démontré que l'activité PLAZ
pouvait &tre inhibée par la présence de protéines BSP dans le plasma séminal bovin.
Une étude plus approfondie de ce phénomeéne sur la spPLA2 (seminal plasma
PLA2) a montré que Dinihibition se faisait par deux mécanismes conjugués
(Soubeyrand et Manjunath, 1997). Dans un premier temps, l'activité PLA2 est
inhibée par une liaison directe avec les protéines BSP et dans un second temps, par
la séquestration des phospholipides & groupements cholines, principal substrat dela

spPLA2 sur la membrane plasmique, par les protéines BSP.

En liant les PLA2 libres du plasma séminal et en limitant les sites de liaisons
a la surface du spermatozoide, les protéines BSP protégeraient ainsi I'intégrité de la
membrane plasmique et préviendraient une réaction de I’acrosome trop hative
(Soubeyrand et Manjunath, 1997). Ce mécanisme demeure toutefois fortement
hypothétique, de nombreuses études devant étre effectuces afin de mieux

comprendre ce phénomene.
1.8.2.5 Liaison a la calmoduline

La calmoduline est une protéine acide de faible poids moléculaire bien
connue pour sa capacité & moduler divers processus cellulaires calcium-dépendents
(Cheung,1980; Means et coll., 1982), dont ’exocytose (Jones et coll., 1980). Cette
protéine associée a la membrane plasmique du spermatozoide chez de nombreuses
espéces, serait transloquée vers le milieu extracellulaire lors de la capacitation
induite par 1’héparine (Leclerc et coll., 1992). Cette translocation ammeénerait
probablement une diminution de I’activité Ca**-ATPase et par le fait méme une
augmentation de la concentration du calcium intracellulaire nécessaire a la

capacitation.
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Manjunath et coll. (1993) ont démontré que les protéines BSP pouvaient se
lier a la calmoduline. De plus, il semble que certains fragments des protéines BSP
auraient une plus grande affinité pour la calmoduline. L hypothése de la modulation
de I'activité de la calmoduline par les protéines BSP a été postulée sans toutefois

avoir été confirmée (Manjunath et coll., 1993).
1.8.2.6 Liaison a la gélatine

Comme nous l'avons mentionné précédemment, l'analyse de la structure
secondaire des protéines BSP a dévoilé la présence de deux domaines de type-II.
Ces structures, que l'on retrouve chez la fibronectine et certaines collagénases,
seraient responsables de l'interaction protéine-collagéne (Petersen et coll.,, 1983;
Skorstengaard et coll., 1984; Komblihtt et coll., 1985). Des études menées par
Manjunath et coll. (1987) ont démontré que les protéines BSP liaient plusieurs types
de collagénes (types I, IL, IV et V). De plus, ils ont observé une plus forte affinité
pour la forme dénaturée que constitue la gélatine, cette derniére exposant
possiblement des résidus hydrophobes normalement enfouis chez la protéine de

forme native.

Cette propriété de liaison a été largement utilisée pour la purification des
protéines BSP. Pourtant, aucun r6le physiologique n'a encore été attribué a cette
propriété. Il est toutefois & noter que plusieurs protéines ayant des ressemblances
antigéniques avec la fibronectine ont été détectées a de trés fortes concentrations
dans le plasma séminal de diverses espéces. Leurs rbles demeurent toutefois

mconnus.
1.8.2.7 Liaison au facteur de croissance IGF-II

Bien qu’il partage de nombreuses similarités structurelles avec I’insuline et
le facteur de croissance de type I (IGF-I), le rdle du facteur de croissance de type II

(IGF-II) demeure inconnu.
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Desnoyers et Manjunath (1994) ont démontré que les protéines BSP
pouvaient lier IGF-II. Aucune homologie n’a été observée entre les protéines BSP et
les autres protéines liant les IGF. Etant donnée que la présence de protéines
immunologiquement apparentées au BSP semble ubiquitaire, il a été proposé que

cette liaison pourrait moduler I’activité d’IGF-II (Desnoyers et Manjunath, 1994).
1.9 Protéines analogues aux protéines BSP chez d'autres espéces

1.9.1 Les protéines analogues aux protéines BSP

1.9.1.1 Les protéines du plasma séminal équin

Récemment, Calvete et coll. (1995a, 1997) ont purifié et caractérisé deux
protéines du plasma séminal équin structurellement analogues aux protéines BSP.
Ces protéines, HSP-1 (Horse Seminal Plasma-1) et HSP-2, partagent plusieurs
caractéristiques habituellement retrouvées chez les protéines BSP. Premiérement,
leurs séquences primaires est identique & environ 65% avec les protéines BSP. Elles
sont elles aussi constituées de deux domaines de type-II. De plus, elles démontrent
une affinité de liaison a la gélatine, I’héparine et la phosphocholine (Calvete, 1995a,
1997).

Tout comme la protéine BSP-A1/A2, la protéine HSP-1 posséde deux
niveaux de glycosylation bien que sa migration sur gel de polyacrylamide n’en
semble pas affectée (28 kDa) (Calvete, 1995a). Cette différence dans le niveau de
glycosylation semble toutefois modifier leurs interactions. En effet, Calvete et coll.
(1995a) ont démontré que la forme de HSP-1 contenant quatre chaines de
carbohydrates NacNeu-Gal-GalNAc formait un complexe oligomérique de 90 kDa
avec la protéine HSP-2 lui permettant ainsi de lier I’héparine. Alors que la forme
HSP-1 contenant un groupement Gal-GalNAc et trois groupements GalNac ne peut
former d’oligoméres avec HSP-2 et ne peut lier I’héparine. Cette caractéristique
d’agrégation se retrouve aussi chez les protéines BSP-A1/A2 et BSP-30-kDa

(section 1.8.1.4). La protéine BSP-A3 ne posséde toutefois pas cette capacité. Les
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deux formes de HSP-1 peuvent toutefois lier la phosphocholine et la gélatine,

l'oligomérisation n’étant pas requise (Calvete, 1997).

Selon les résultats de Calvete et coll. (1995a, 1997), la protéine HSP-2 doit
elle aussi s’agréger pour lier I’héparine alors que cette oligomérisation n’est pas

requise pour la liaison de la phosphocholine et de la gélatine.

Aucune fonction physiologique n’a encore été étudiée en ce qui conceme
ces protéines, on peut toutefois penser qu'étant donné leurs ressemblances
structurelles et fonctionnelles, ces protéines possédent le méme pourvoir capacitant

que les protéines BSP.
1.9.1.2 La protéine du plasma séminal porcin

Calvete et coll. (1997) ont récemment purifier I’analogue aux protéines BSP
du plasma séminal porcin. Cette protéine, pBl, posséde elle aussi toutes les
caractéristiques structurelles (haut niveau d’homologie, domaiﬁes de type-II) et
fonctionnelles (liaison & I’héparine, a la phosphocholine et a la gélatine) que 1’on

retrouve chez les protéines BSP et HSP.

Bien que peu de choses ne soient encore connues sur cette protéine de 15
kDa, Calvete et coll. (1997) ont démontré qu’elle devait former un complexe
oligomérique avec la spermadhésine AQN-1 pour pouvoir lier la phosphocholine.

Cependant, cette protéine peut lier la gélatine sous sa forme monomérique.

Il est intéressant de constater que cette protéine posséde une région amino-
terminale identique (32 premiers acides aminés) a la protéine pAlIF, une protéine du
plasma séminal porcin que l'on croit impliquée dans la médiation de I'activation des
leucocytes au site d'inflammation suite a l'accouplement (Hadjisavas et coll., 1994).
Ces résultats suggerent 'existence de réles multiples pour la protéine pB1 dans le

processus menant a la fécondation.
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1.9.2 Distribution de protéines immunologiquement apparentées chez d'autres

especes

Etant donné le role prépondérant que semble jouer les protéines BSP dans le
processus de capacitation bovin, il était important de déterminer si la présence de
cette famille de protéines était unique au bovidé ou si elle était plus largement

répandue chez les mammiféres.

Par des études de dosage radioimmunologique (RIA) utilisant des anticorps
polyclonaux développés contre les trois formes de protéines BSP, Manjunath et coll.
(1988) ont démontré la présence dans le plasma séminal humain et dans les
sécrétions des vésicules séminales de rats d’une faible concentration de protéines
interagissant avec les anticorps anti-BSP. Ces protéines immunologiquement
apparentées seraient, en effet, présentes en concentrations inférieures (plus de 20

000 fois moins) dans ces fluides que le plasma séminal bovin (tableau III).

Paral¢llement, Leblond et coll.(1993) ont démontré par immunodétection la
présence dans le plasma séminal humain, porcin, murin, de rat et de hamster de
protéines liant la phosphocholine immunologiquement apparentées au protéines
BSP. La liaison a la phosphocholine étant une propriété majeure des protéines BSP,
ces résultats conférent un élément de preuve supplémentaire quant & I’existence de
protéines de mémes familles apparentées aux protéines BSP chez d’autres especes.
Toutefois, les résultats obtenus par Leblond et coll (1993) semblent confirmer que
ces protéines sont en concentration beaucoup plus faible chez ces mammiféres que

dans le plasma séminal bovin et que leur poids moléculaire varie selon les espéces.
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Tableau III -

Détection de protéines séminales immunologiquement apparentées aux protéines

BSP.

Source /ml ou /g de tissu humide
BSP-A1/A2 BSP-A3 BSP-30-kDa

BOVIN

sécrétion des vésicules séminales 16-24 mg 3.55-5.55mg 4.55-6.55 mg'

plasma séminal 28-36 mg 6.20-8.20 mg 6.85-9.55 mg'

PORCIN

plasma séminal Détectée Détectée Détectée

HUMAIN

plasma séminal 1.00-4.00 pug 0.20-0.80 pg Détectée

RAT

vésicules séminales 0.10-0.51 pg 0.06-0.31 pg Détectée

MURIN

sécrétion des vésicules séminales Détectée Détectée Détectée

HAMSTER

sécrétion des vésicules séminales Détectée Détectée Détectée

Toutes les immunodétections et les dosages radioimmunologiques ont été réalisées avec des

anticorps anti-BSP.

Détectée: Protéines liant la phosphocholine ayant été immunodétectées par les anticorps

anti-BSP.

! Résultats non-publiés.

Adapté de Manjunath et coll., 1988 et Leblond et coll., 1993
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1.10 Objectifs du projet de recherche :

La découverte des protéines HSP-1 et HSP-2, dans le plasma séminal de
cheval, ainsi que la présence de la protéine pB1 chez le porc viennent confirmer
l'existence de protéines apparentées aux protéines BSP chez d’autres mammiféres.
Les dosages radioimmunologiques et I’immunodétection de protéines du plasma
séminal liant la phosphocholine chez d’autres espéces viennent ajouter a cette liste
un certain nombre de protéines candidates fonctionnellement et

immunologiquement apparentées aux protéines BSP.

En se basant sur ces faits, nous avons émis ’hypothése que les protéines
BSP forment une famille de protéines du plasma séminal ubiquitaire chez les
mammiferes et qu’elles joueraient un rdle primordial dans le phénomeéne de

capacitation du spermatozoide.

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons tenté sommairement par
biologie moléculaire de confirmer la présence de génes codant pour des protéines
anologues aux protéines BSP chez diverses espéces. Paraléllement, nous avons tenté
de purifier des protéines apparentées aux protéines BSP du plasma séminal de
diverses espéces en utilisant I’affinité que posséde cette famille de protéines pour la
PPC-agarose, la gélatine-agarose et 1’héparine-Sépharose. Toutefois, comme nous
I’avons déja mentionné, ces protéines sont présentes en trés faible concentration
chez la plupart des especes, ce qui rend impossible une purification efficace en
utilisant ces colonnes d’affinité. Afin d’enrichir la fraction qui sera appliquée sur
colonne et de travailler avec une plus grande quantité de matériel de départ, nous
avons développé une nouvelle méthode de purification des protéines analogues aux

protéines BSP.

Cette technique fait appel aux interactions observées lors d’études
préliminaires en cryopréservation entre la fraction de faible densité du jaune d’oeuf
(LDF, Low-density fraction) de poule et les protéines BSP. Partant du principe que
la LDF peut étre isolée d'une solution de KBr (1,21 g/ml) par ultracentrifugation,
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nous avons prouvé au cours de cette étude qu’il est possible de purifier les protéines
BSP liées a la LDF en se servant de cette propriété sans affecter les propriétés de
liaisons de celles-ci. Nous avons aussi démontré que cette méthode de purification
peut étre appliquée & tous les analogues connus des protéines BSP (porc et cheval).
Finalement, nous avons montré la présence dans le plasma séminal humain de

protéines fortement apparentées aux protéines BSP.



45

2. RESULTATS

2.1 Complementary deoxyribonucleic acid cloning and tissue expression of
BSP-A3 and BSP-30-kDa: Phosphatidylcholine and heparin-binding
proteins of bovine seminal plasma. Salois, D., Ménard, M., Paquette, Y.
and Manjunath, P. Biology of reproduction. 60, 288-297 (1999).

Préambule:

BSP-Al, BSP-A2, BSP-A3 et BSP-30-kDa sont quatre membres des
protéines majeures du plasma séminal bovin (la famille des protéines BSP)
impliquées dans la potentialisation de la capacitation des spermatozoides. Des
analogues de ces protéines ayant déja été isolés chez le porc et le cheval et vu la
présence de protéines immunologiquement apparentées aux protéines chez d'autres
especes, il nous paraissait important de vérifier la présence de génes codant pour ces
protéines chez ces mammiféres. Parallélement, étant donné que nous ne
connaissions que tres peu de choses sur l'expression tissulaire des protéines BSP, il
nous semblait intéressant d'analyser leur expression dans divers organes bovins.
Afin d'obtenir ces informations il nous fallait dans un premier temps amplifier et
cloner les deux ADNc codant pour les protéines BSP-A3 et BSP-30-kDa. En
utilisant des oligonuclétides dégénérés €laborés en se basant sur les séquences
primaires de ces protéines (amorces) et des préparations d'ADNc total issues de
vésicules séminales bovines, nous avons amplifier par RT-PCR les fragments
internes des ADNc codant de chacune de ces protéines. Les extrémités 5' et 3' des
ADNCc furent par la suite clonées en utilisant la technique de RACE 3' et de RACE
5'. En se servant de ces résultats, nous avons pu €laborer les sondes moléculaires
nécessaires aux analyses de l'expression tissulaire par la méthode de protection 4 la
RNase ainsi qu'a la vérification de la présence de génes analogues par Southern blot.
Les résultats obtenus nous indiquent que les protéines BSP ne sont exprimées que
dans les vésicules séminales et dans l'ampoule. De plus, nos résulats semblent
confirmer la présence de génes analogues a celui codant pour la protéine BSP-30-

kDa dans ' ADN génomique humain, de rat, de hamster et de lapin.
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Complementary Deoxyribonucleic Acid Cloning and Tissue Expression of BSP-A3
and BSP-30-kDa: Phosphatidylcholine and Heparin-Binding Proteins of Bovine

Seminal Plasma’

Dominic Salois, Martin Ménard, Yves Paquette, and Puttaswamy Manjunath?

Departments of Medicine and of Biochemistry, University of Montreal, Guy-Bernier Research Centre, Montreal,

Quebec, Canada H1T 2M4

ABSTRACT

BSP-A1, BSP-A2, BSP-A3, and BSP-30-kDa are four major
proteins of bovine seminal plasma (BSP protein family). These
heparin- and phosphatidylcholine-binding proteins potentiate
the capacitation of spermatozoa. Here we determined the com-
plete sequences of the two cDNAs coding for the BSP-A3 and
BSP-30-kDa proteins. Degenerate oligonucleotides designed on
the basis of the primary sequences of the proteins were used as
primers in reverse transcription-polymerase chain reaction, with
cDNA preparations of bovine seminal vesicles as templates, to
amplify an internal fragment of each BSP c¢DNA. Specific oli-
gonucleotides designed on the basis of these partial cDNA se-
quences were used to clone the two complete cDNAs by using
the 3’ rapid amplification of ¢cDNA ends (RACE) and 5 RACE
methods. We also verified the expression of all members of the
bovine BSP protein family in several adult bovine tissues by RN-
ase protection assays. The results indicated that each BSP protein
mRNA is expressed only in seminal vesicles and in the ampullae.
Homologous genes were detected in human, rat, hamster, and
rabbit genomic DNA, using high-stringency Southern hybridiza-
tion with a specific BSP-30-kDa cDNA probe.

INTRODUCTION

BSP-30-kDa and BSP-A3 proteins belong to the same
protein family as BSP-A1 and BSP-A2 [1-5]. These four
closely related proteins (collectively called BSP proteins)
are found in bovine seminal plasma (BSP) and are secretory
products of the seminal vesicles [3, 6]. BSPs Al, A2, and
A3 have molecular masses of 15-16 kDa, while BSP-30-
kDa has a molecular mass of 28-30-kDa [2, 5, 7]. Since
BSP-Al and BSP-A2 have an identical amino acid se-
quence, with their difference residing only in the degree of
glycosylation, they are considered a single chemical entity
called BSP-A1/A2 (also called PDC-109 [8]). These pro-
teins constitute the major protein fraction of bovine seminal
plasma (> 60%). With the exception of BSP-A3, all mem-
bers of this family are glycoproteins. All members of the
BSP protein family display a mosaic structure composed of
two tandemly arranged and largely conserved type II do-
mains and unique N-terminal extensions of variable length
that are O-glycosylated to different extents [4, 6, 8-10].
The amino-terminal sequence of BSP-30-kDa does not dis-
play discernible similarity with any known protein se-
quence, which makes BSP-30-kDa unique among this fam-
ily [6].
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The BSP proteins exhibit multiple binding and function-
al properties. They bind to choline phospholipids of cauda
epididymal spermatozoa at ejaculation [11, 12]. Also, these
BSP proteins bind to sperm capacitation factors, namely,
heparin [13] and high-density lipoproteins (HDL) [14]. Re-
cently it has been shown that BSP proteins potentiate the
capacitation of bovine epididymal sperm induced by hep-
arin [15] and HDL [16]. The mechanism underlying the
heparin-induced capacitation is unknown, but the binding
of BSP proteins to the sperm membrane appears to increase
the number of heparin-binding sites on the sperm surface
{15-17]. Recent results suggest that the mechanism by
which HDL and BSP proteins stimulate sperm capacitation
involves cholesterol efflux [17].

Phosphorylcholine-binding proteins from the seminal
fluids of various mammalian species (including humans,
hamsters, mice, rats, and pigs) share antigenic determinants
with bovine BSP-A1/A2, BSP-A3, and BSP-30-kDa [18].
More recently, proteins that display heparin- and phospho-
rylcholine-binding properties have been characterized from
stallion (HSP-1 and HSP-2; [19]) and boar seminal plasma
(pB1; [20, 21]). These proteins are structurally related and
belong to the same protein family as the bovine BSP pro-
teins and therefore seem to be important in reproduction
{22, 23]. However, only the cDNA coding for BSP-A1/A2
has been sequenced [24, 25]. Also, little is known about
their tissue specificity of expression, since testis, epididy-
mis, and other accessory sex glands as well as other organs
have never been investigated for the production of these
proteins. In the present study, we report the cloning of the
c¢DNAs coding for the BSP-A3 and BSP-30-kDa proteins,
as well as the expression of all BSP proteins mRNAs in
several bovine tissues. We also investigated the presence of
BSP protein homologous genes in human, rat, hamster, and
rabbit genomic DNA.

MATERIALS AND METHODS
Tissues

Seminal vesicles and tissues from two bulls were col-
lected immediately after slaughter from Abattoir Les cédres
(St-Lazare, PQ, Canada). Rabbit kidney and rat spleen were
removed and processed as indicated later. Human prostate
was obtained from Québec Transplant (Montréal, PQ, Can-
ada). All the tissues were rapidly frozen in liquid nitrogen
and stored at —80°C.

RNA Isolation and cDNA Synthesis

Total RNA from seminal vesicles and tissues was iso-
lated following the acid guanidinium-phenol-chloroform
method [26]. Ten micrograms of total RNA from seminal
vesicles was reverse transcribed using a poly(T) primer
(RACE-dT [5'-GCTAAGCTAGCGCTAAGAGCGGCCG-
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TABLE 1. Oligonucleotide sequences used for PCR amplifications, RACE experiments, and sequencing.*
Origin Narme Sequence
BSP-A3 A3deg.for 5'-CCNAARARAARAARGAYCCRGC-3'
A3deg.rev 5 -TAYTTCCTNACRCCRTCYTCRTC-3’
A3-Apos115 5'-CTAGCAATACTTCCAAACTCCATCCTC-3'
A3-Apos102 5'-GTGAGCACCAATAGTTCATAAATG-3’
A3-Apos30 5'-CACACATTTATTATCTTITGGTTTCTGCAC-3'
A3-pos34 5'-TCCCTCGATGCAGACTATAC-3'
A3-pos57 5'-CCTTTATCTATGAAGGCAAGTC-3'
BSP-30-kDa 30kdeg.for. 5'-GAYATHCCNGAYCCNGG-3’
30kdeg.rev. 5'-CARTAYTTCCANGCYTTRTC-3'
30k-Apos146 5'-AGTGAGTGAGCACCATCTCC-3’
30k-Apos77 5'-GTGAATGGCAAAGCACATGCAGG-3'
30k-pos109 5'-GTACTGAGAGAGACGAACCCG-3’
30k-pos143 5’-CACTCACTTCAAACTATGACCG-3’
BSP-A1/A2 Al/A2for, 5'-GAGAGCAAGCTACCATGGCAC-3’
Al/AZrev. 5'-GCACCAAGACATCCACATACTC-3'
RACE RACE-dt 5'-GCTAAGCTAGCGCTAAGAGCGGCCGAAGC(T)5-3'
RACE-2A 5"-GCTAAGAGCGGCCGCAAG-3’
AAP 5'-GGCCACGCCGTCGACTAGTACGGGIGGGIGGGIG-31
AUAP 5’-GGCCACGCGTCGACTAGTAC-3'
Sequencing 17 5'-TGTAATACGACTCACTATAG-3'
SP6 5’ -CATACGATTTAGGTGACACTATAG-3'

* Oligonucleotide primers were synthesized at Gibco BRL; sequences were the following: N = A, C, G, T; H

=ACTR=AGY=CT

CAAGC(T),5-3']) and the Superscript II enzyme
(GibcoBRL, Burlington, ON, Canada). Reverse-transcribed
samples were purified using the Geneclean Kit IT (BIO 101,
La Jolla, CA) and kept at —20°C before the amplification
reactions. One tenth of each reaction was used in the poly-
merase chain reaction (PCR) amplifications.

Amplification of Partial cDNA Sequences Encoding
BSP Proteins

Degenerate PCR primers (Table 1) for BSP-A3 and BSP-
30-kDa were designed on the basis of the primary sequence
of the protein [4, 6], in regions where the amino acids
showed less degeneracy in their genetic codons. For BSP-
A3, primers A3deg.for. and A3deg.rev. were based on ami-
no acid regions 12-19 and 106-114, respectively [4]; the
predicted length of the amplified fragment was 308 nucle-
otides (nt). For BSP-30-kDa, primers 30Kdeg.for and
30Kdeg.rev were based on amino acid regions 2-7 and
152-158, respectively [6]; the predicted length of the am-
plified fragment was 471 nt. PCR primers for BSP-A1/A2
were designed on the basis of the published cDNA se-
quence [24]. The sequence of the forward primer (Al/
A2for) corresponds to the beginning of the 5 untranslated
region, and the reverse primer (Al/A2rev.) is located 328
nt downstream of the 5 untranslated region primer. The
predicted length of the amplified fragment was 371 nt.

Using these primers, 35 PCR cycles were performed on
reverse-transcribed RNA from bovine seminal vesicles. Cy-
cling conditions consisted of 1-min denaturation at 94°C,
1-min annealing (40°C for BSP-A3, 51°C for BSP-30-kDa,
and 50°C for BSP-A1/A2), and 1-min primer extension at
72°C. A 3-min denaturation step at 94°C preceded cycling;
and at the end, a final 20-min primer extension at 72°C was
performed, followed by a 4°C soak. The “hot start” pro-
cedure was accomplished by adding 2.5 U of Tag DNA
polymerase (Boehringer Mannheim, Laval, PQ, Canada) to
each reaction tube only after the block temperature had ris-
en above 80°C during the initial denaturation step.

Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) Experiments

To perform 3' RACE, we used cDNA synthesized from
total seminal vesicle RNA with the RACE-dT primer. Sub-
sequently, for BSP-A3, a touchdown PCR [27] was per-
formed using the RACE-2A primer and the gene-specific
primer A3-pos34. The beginning annealing temperature
was 55°C (minus 1°C per cycle for 8 cycles); there were
then 30 cycles at 47°C. A DNA fragment at about 450 base
pairs (bp) was isolated from a 1% agarose gel and melted
at 95°C in 300 pl of water. Then, 2 pl of this dilution was
used to perform a nested PCR with the primer pair RACE-
2A + A3-pos57 with the same cycling conditions. For
BSP-30-kDa, PCR was performed using the RACE-2A
primer and the gene-specific primer 30k-pos109 with the
cycling conditions described for the BSP-A3 3’ RACE ex-
periment. A small piece of agarose gel containing a DNA
fragment at about 400 bp was isolated and melted at 95°C
in 300 pl of water. Then, 2 pl of this dilution was used to
perform a nested PCR with the primer pair RACE-2A and
30k-pos143 with the same cycling conditions.

For 5 RACE experiments, the 5° RACE System
(GibcoBRL) was used. Ten micrograms of total bovine
seminal vesicle RNA was reverse transcribed using the spe-
cific primer A3-Aposl15 or 30k-Apos146 (for BSP-A3 and
BSP-30-kDa, respectively). The RNA was degraded with
RNzsAse H, and the cDNA was purified using the GlassMax
DNA Isolation Spin Cartridge (GibcoBRL). Subsequently,
a poly(C)* tail was added at the 3" end of the cDNA using
terminal transferase and dCTP. For BSP-A3, the dC-tailed
cDNA was amplified using the Abridged Anchor Primer
and primer A3-Apos102. The annealing temperature began
at 60°C (minus 1°C per cycle for 8 cycles); there were then
27 cycles at 52°C. A small piece of agarose gel containing
a DNA fragment at about 450 bp was isolated and melted
at 95°C in 500 pl of water. Then 2 pl of this dilution was
used to perform a nested PCR with the primer pair A3-
Apos30 and the Abridged Universal Amplification Primer.
The annealing temperature began at 60°C (minus 1°C per
cycle for 9 cycles), followed by 26 cycles at 51°C.
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FIG. 1. Aligned sequences of the cDNA
encoding for the various BSP proteins and
the sequences of each probe used in
Southern blots or in RNase protection as-
says. Numbers represent the nucleotide
positions. Nucleotides identical between
the three BSP cDNAs are indicated by an
asterisk. The sequences of probes used in
Southern blots are underlined. Both BSP-
A1/A2 and BSP-A3 cDNA fragments am-
plified for the RNase protection assays are
the same as-the Southern blot probes. The
cDNA region used for the BSP-30-kDa
RNase protection assay extends from nt
224 to 571. The alignment was performed
using the CLUSTALW (1.7) program.
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SALOIS ET AL.

5'non-coding region / signal peptide region

51
i ——ei— ACAGGAGAGCAAGCTACCATGGCACTGCGTTTGGGGCTCTTTCTGATTTGGGCTG 55
1 CAGCCACAGGAGAGCAAGCTACCATGGCACCGCTAGTGGGGLTCTTTCTGATTTGGGCTG 60

Kk IRI "I RR NI AT IR * X B
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GCGTGTCTATGTTTCTACAACTGGACCCTGTGAATGGAG
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/3 'non-coding region

CACTCTCTCCARACTACGACAAGGACAGAGCTTGGAAGTATTGCTAGCCATAAAAAGAG~ 431
CACTCTCTTCAAACTATGATGAGGATGGAGTTTGGAAGTATTGCTAGCAGTAAAAAGA -~ 452
CACTCACTTCAARACTATGACCGGGATARAGCTTGGAAGTATTGCTAGCAAAAAAADARAA 588

Khkkhk KKk kAKX KKE WX *kx Kh kEKKF KKK AN A KR KRR *kkxKk K
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~-CTATGTTCAGTCACTGTCCAGTGCATCCACCCTTGGCCATGGATGCAATCCAGCCTTT
——————————— GTTACTGTCCAGTACATCCACCCATGGCCACGGATGCAATCAAGCCTTC
AGCTATGTTCAGTCACTGTCCAGTGCATCCACCCTTGGCCATGGATGCAATCCAGCCTTT

KE KKK RK U Tk ANk ok kdkk khkhkkA kXK XAKRAARKR kR EEEN

4889
501
648

490
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649

GAAACCTCAGTGAAGAAAATCAAGAACTCTCARGCATGAAGATGATGCTCTGAAAGCCAG
AAAACTTCAGTGGAGAAAATCAAGAACTCTCAAGCA - ~-AAGGTGATGCTCTGAGCGACAG
GAAACCTCAGTGATGAAAATCAAGAACTCTTAAGCATGARGGTGATGCTCTGAATGACAG

dkkk hkdkhkk kb kwkkkhkkakkEhok Kk EAE Kk h kK hkkkkk Rk ok Rk

549
559
708
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560
709

AGGTGAAATCCTTTCCCTACATCTCCACCATGTTCCCCCTATGCGTGGATCCARATCAATA
AGGTGAAATTCTTTCCCTACATCTCTGCCTTGTGCCTGCTGGGCATGGGTCCAATCAATA
AGGTGAAATCCTTTCTCAGCATCTCCACCATGTTCCC ~-CTGGGCATAGGTCCAATCAATA

Fhkkkkkkw khkkk k  kkhkkw  kk kAKX Kk kK kh k& kkdekdkkkdkor

609
619
767

610
620
768

AACCACTTTCTCAGCpoly (A) 624
ABC~ACTTTCTCTGCpoly (A) 633

AACCACTTTCTCTGCpoly (A) 782

*kk kkEEKKKE hk

For BSP-30-kDa, the dC-tailed cDNA was amplified us-
ing the Abridged Anchor Primer and primer 30k-Apos146.
The annealing temperature began at 60°C (minus 1°C per
cycle for 9 cycles), followed by 28 cycles at 51°C. As no
product was visible on an ethidium bromide-stained gel, 1
pl of the first PCR was diluted 100-fold with water and 5
wl of this dilution was reamplified using Abridged Univer-

sal Amplification Primer and the nested primer 30k-
Apos77. The annealing temperature began at 60°C (minus
1°C per cycle for 8 cycles); 30 cycles at 52°C followed. In
both RACE 3’ and RACE 5’ experiments, control reactions
without reverse transcriptase or without RNA were per-
formed. For 5' RACE, additional control reactions without
terminal transferase were performed.
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Cloning and Sequencing

All PCR products were cloned into the Smal site of the
pGEM3zf vector (Promega, Madison, WI) via the T-A
overhang method [28]. The sequencing was performed on
both strands with the Fidelity DNA Sequencing kit (Oncor,
Gaithersburg, MD) and [a-3°S]dATP (Amersham, Oakville,
ON, Canada) using either SP6 or T7 primers (Table 1).

RNase Protection Assays

The pGEM3zf vectors containing the partial cDNA en-
coding for each BSP protein as described earlier were lin-
earized separately and then transcribed using the MAXIs-
cript SP6/T7 kit (Ambion, Austin, TX) in the presence of
[a-32PJUTP (Amersham) to obtain uniformly labeled anti-
sense strands. The BSP-A3 and the BSP-A1/A2 clones
were linearized by the EcoRI enzyme, giving an antisense
RNA transcript of 375 bp for BSP-A3 and of 438 bp for
BSP-A1/A2 with the SP6 RNA polymerase. The BSP-30-
kDa clone was linearized by the Smil enzyme, generating
a BSP-30-kDa antisense RNA transcript of 392 bp with the
T7 RNA polymerase. The sequence of each BSP protein
cDNA transcribed for the RNase protection assays is shown
in Figure 1. Full-length RNA probes were recovered from
6% 8 M urea acrylamide gels by submerging gel slices in
elution buffer containing 500 mM ammonium acetate, 1
mM EDTA, and 0.2% SDS overnight at room temperature.
The diluted RNA probes were precipitated by adding 10
pg of yeast RNA and 2.5 volumes of cold absolute ethanol.
RNase protection assays were performed with the RPA II
RNase protection kit (Ambion). Briefly, 10 pg of total RNA
from adult bovine tissues (the amount and quality of the
RNA used for the protection assays had been previously
checked on formaldehyde agarose gel to ensure equal load-
ing of RNA in all samples) was hybridized for 20 h at 45°C
with one of the radiolabeled RNA probes using 1.8 X 10°
cpm of the BSP-A3 RNA probe, or 1.5 X 10° cpm of the
BSP-30-kDa RNA probe, or 3.4 X 10° cpm of the BSP-
A1/A2 RNA probe. The specific activity of the probes was
greater than 7.5 X 10® cpm/pg. RNase digestion of the
unhybridized RNA was performed at 37°C for 2 h with 0.1
U of RNase A and 20 U of RNase T1. The protected RNA
fragments were separated on 6% polyacrylamide 8 M urea
gels. The gels were exposed to Biomax MS x-ray film
(Eastman Kodak, Rochester, NY) with the Biomax MS in-
tensifying screen at —80°C overnight and for 1 wk. For
each experiment, two control tubes containing the same
amount of labeled probe and 10 pg of yeast RNA were
incubated with or without RNases. RNA markers were 32P-
labeled transcripts from the century marker templates from
Ambion.

Southern Analysis

High molecular weight genomic DNA from various spe-
cies was prepared as described previously [28]. For rabbits,
rats, humans, hamsters, and cattle, the DNA was extracted,
respectively, from kidney, spleen, prostate, CHO cells (Chi-
nese hamster ovary cells), and lung. Twenty-five micro-
grams of genomic DNA from each species was digested
with the EcoRI restriction enzyme (New England Biolabs,
Mississauga, ON, Canada). The fragments were separated
on a 1% agarose gel, transferred to Duralon-UV nylon
membranes (Stratagene, La Jolla, CA), and hybridized as
described below. The BSP-Al/A2 and BSP-A3 DNA
probes were, respectively, the 371-bp and the 308-bp PCR

TABLE 2. Percentage of nucleatide homologies between the complete
sequences of the cONA encoding for the different BSP proteins and be-
tween the BSP cDNA probes used in Southern blots and the different BSP
cDNAs.

Residues  Identical % of Gap
" Comparison overlap  residues homologies frequency
cDNA vs. cDNA
AT/A2 vs. A3 633¢ 521 82% 6.0%
A1/A2 vs. 30k 782¢ 502 64% 23%
A3 vs. 30k 782¢ 492 '63% 22%
Southern probe vs. cDNA
AT/A2 vs. A3 952 92 97% 0.0%
294> 224 76% 6.0%
AT/A2 vs. 30k 902 80 89% 0.0%
427b 197 46% 36%
A3 vs, AT/A2 308¢° 246 80% 2.0%
A3 vs. 30k 347¢ 218 63% 18%
30k vs. AT/A2 435¢ 205 47% 37%
30k vs. A3 435¢ 215 49% 35%

2 The residues overlap included only the first (95 or 90) nucleotides of
the A1/A2 cDNA Southern probe.

b The residues overlap included the remaining sequence of the A1/A2
cDNA Southern probe.

© The residues overlap included the complete sequence of the cDNA or
the complete sequence of the Southern probe.

products obtained as described above. The BSP-30-kda
DNA probe was a 435-bp PCR product amplified using
primers 30Kdeg.for. and 30k-Apos146. The sequence of
each probe is shown in Figure 1. Each of these fragments
was labeled using [a-3?P]dCTP (Amersham) and the
Ready-to-Go DNA labeling kit (Pharmacia, Baie d’Urfé,
PQ, Canada). Membranes were prehybridized in 4-strength
saline-sodium phosphate-EDTA buffer, 0.1% sodium py-
rophosphate, 5% SDS, and 100 pg/ml heparin for 5 h at
68°C. Hybridization was carried out overnight at 68°C; the
membrane was washed three times at room temperature for
5 min in double-strength sodium chloride/sodium citrate
(8SC; single-strength SSC is 0.15 M sodium chloride and
0.015 M sodium citrate) with 0.1% SDS, followed by a 60-
min wash at 65°C in O.1-strength SSC/0.1% SDS (high-
stringency washing) and three final washes at room tem-
perature in 0.1-strength SSC. The membranes were exposed
to Biomax MS x-ray film (Kodak) at ~80°C with the Bio-
max MS intensifying screen overnight or up to 10 days.
Size markers were N-DNA digested with HindIIl. The per-
centages of nucleotide homologies between the probes and
the various BSP cDNAs are given in Table 2. The BSP-30-
kDa probe contains the region coding for the unique amino-
terminal sequence, and this DNA region has no homology
with the other BSP DNA probes (Fig. 1).

RESULTS
BSP-A3 and BSP-30-kDa cDNA Sequences

PCR fragments covering the complete BSP-A3 and BSP-
30-kDa cDNAs were cloned and sequenced. First, a specific
fragment of each cDNA was amplified by PCR using de-
generate primers designed on the basis of the primary se-
quence of the proteins. The nature of the fragments ob-
tained was verified by comparing their deduced amino acid
sequences with the published protein sequences. Then, spe-
cific primers were designed on the basis of these sequences.
These primers were used to amplify the 3’ and 5’ untrans-
lated cDNA regions by the 3’ and 5' RACE techniques,
and the fragments were cloned and sequenced (Figs. 2 and
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ACAGGAGAGCAAGCTACCATGGECACTGCGTTTGGGGCTCTTTCTGATTTIGGGCTGGCGTG 60
M A L R L GL F L I WA G V
-25 -20

TPCTATGTTTCTACAACTGGACCCTGTGAATGGAGATGAGCAGCTGTCTGAGGACAACGTC 120
S M F L @Q L DP V NGDEA QULSEUDNUV

-1 +1
ATTCTTCCTAAAGAAAAGAAAGACCCTGCTTCTGGTGCAGAAACCAAAGATAATAAATGT 180
I L P K E KXKUDU&PA ASGAUETZXKTDNKZC

20
GTTTTCCCATTCATCTATGGAAACAAAAAGTATTTTGACTGCACATTGCATGGTTCCTTA 240
v F P F I Y G N KXY FDOCTULHG S L

40
TTCCTGTGGTGTTCCCTCGATGCAGACTATACAGGAAGATGGAAATACTGTACTAAGAAT 300
F L WOCSULDADTYTGH®RWIE K Y C T KN

60
GACTATGCCAAATGTGTCTTTCCCTTTATCTATGAAGGCAAGTCATATGACACTTGCATA 360
DY A K CV F P F I Y EGZ K S Y DTCTI

80
ATAATTGGGAGTACATTTATGAACTATTGGTGCTCACTCTCTTCAAACTATGATGAGGAT 420
1 I G 8§ TF F MNUYWOCSUL S S NYDETD

100
GGAGTTTGGAAGTATTGCTAGCAGTAAAAAGAGTTACTGTCCAGTACATCCACCCATGGE 480
G V'W K Y C *

CACGGATGCAATCAAGCCTTCAAAACT TCAGTGGAGAARATCAAGAACTCTCAAGCAAAG 540
GTGATGCTCTGAGCGACAGAGGTGAAATTCTTTCCCTACATCTCTGCCTTGTGCCTGCTG 600
GGCATGGGTCCAATCAATAAACACTTTCTCTGCAAAAAARAAAPAAAAAR 650

FIG. 2. Complete nucleotide sequence and deduced amino acid se-
quence of BSP-A3 cDNA (GenBank accession no. AF055981). Numbers
on the right represent the nucleotide sequence. The amino acid sequence
numbering starts with +1 for the mature BSP-A3. Deduced amino acids
differing from the primary sequence previously obtained [4] are holded
and underlined. The consensus nucleotide sequences for the initiation site
and the polyadenylation signal are underlined.

3). For both cDNAs, the initiation methionine occurred
within the sequence CTACCATGG, highly homologous to
the Kozak consensus sequence CCA(G)CCATGG that con-
trols translational efficiency of mammalian mRNAs [29-
31]. Furthermore, both possessed the consensus polyade-
nylation signal AATAAA, 13 or 12 nt upstream of the
poly(A) tail, respectively, for the BSP-30-kDa cDNA and
the BSP-A3 cDNA.

The complete cDNA of BSP-A3, excluding the poly(A)
tail, was 633 nt long (Fig. 2). The cDNA coding for BSP-
A3 contained an open reading frame of 420 nt starting at
position 19. The deduced amino acid sequence, excluding
the signal peptide, was identical to the primary sequence
previously reported [4] except at position 2, where a glu-
tamate (E) was found instead of a glutamine (Q), and at
position 90, which was an isoleucine (I) rather than a lysine
(K). The cleavage site for the precursor peptide occurred
between amino acid —1 and +1 as determined by the pri-
mary sequence previously reported [4] (Fig. 2). The theo-
retical molecular weight of the 140-amino acid residue pre-
cursor polypeptide of BSP-A3 is 16 584.

The complete ¢cDNA of BSP-30-kDa, excluding the
poly(A) tail, was 782 nt long (Fig. 3). The ¢cDNA coding
for BSP-30-kDa had an open reading frame of 549 bp start-
ing at position 24. The deduced amino acid sequence, ex-
cluding the signal peptide, was the same as the primary
sequence obtained earlier [6], but we found at position 13
a proline (P) rather than a serine (S). The six unidentified
residues in the reported peptide sequence were found to be
threonine, as suggested by the previous authors. The cleav-

CAGCCACAGGAGAGCAAGCTACCATGGCACCGCTAGTGGGGCTCTTTCTGATTTGGGCTG 60
M A P L V G L F L I WA G
-25 -20
GTGCGTCTGTGTTTCAACAACTACACCCTGTGAATGGAGGGGATATTCCCGACCCAGGGA 120
A 8 VF 0 QL HP VNG GUDTIU®PDTZPG §
-1 +1
GCAARACCCACGCCTCCTGGAATGGCAGATGAGCTGCCGACAGAGACGTATGACCTTCCTC 180
XK P T P B GM ADETLU®PTETVYODTUL P B
20
CCGAAATTTACACTACTACATTTTTGCCTCGCACCATTTATCCTCAAGAGGAGATGCCGT 240
E I Y TTTV FULUPIRTTI Y P OQETEMTP Y
40
ATGACGACAAACCTTTTCCTAGCTTGTTGAGCAAAGCCAACGATCTTAATGCAGTTTTTG 300
D DK PF P S L L S KA AWNUDTILUMNAVYVF E
60
AAGGTCCTGCATGTGCTTTCCCATTCACCTATAAAGGCAAARAGTATTATATGTGCACGC 360
G P A CATFUPTFT VYK KOG U K K Y Y MCTR
a0
GCAAAAATTCCGTATTACTATGGTGTTCCCTCGATACAGAATATCAAGGAAACTGGARAAT 420
K N § VL L WCZSULDTEYOQGNUWIKF
100
TCTGTACTGAGAGAGACGAACCCGARTGTGTCTTCCCCTTTATCTATCGCAAGAAATCCT 480
¢ T ERDEUPETCVF PF I Y RIKIZKS Y
120
ATGAAAGTTGCACACGGGTGCATAGTTTTTTCTGGAGGAGATGGTGCTCACTCACTTCAA 540
E s C TRV HSTFF W RI®RWOCUCS LTS N
140
ACTATGACCGGGATAAAGCTTGGAAGTATTGCTAGCAAAAAARAAAAAAGCTATGTTCAG 600
Y DR DK A WI K Y C *

TCACTGTCCAGTGCATCCACCCTTGGCCATGGATGCAATCCAGCCTTTGARACCTCAGTG 660
ATGAAAATCAAGAACTCTTAAGCATGAAGGTGATGCTCTGAATGACAGAGGTGAAATCCT 720
TTCTCAGCATCTCCACCATGTTCCCCTGGGCATAGGTCCAATCAATARACCACTTTCTCT 780
GCAARAARARAARARAAAAD 800

FIG. 3. Complete nucleotide sequence and deduced amino acid se-
quence of BSP-30-kDa cDNA (GenBank accession no, AF057133). Num-
bers on the right represent the nucleotide sequence. The amino acid se-
quence numbering starts with +1 for the mature BSP-30-kDa. The de-
duced amino acid differing from the primary sequence previously ob-
tained (6] is bolded and underlined. The consensus nucleatide sequences
for the initiation site and the polyadenylation signal are underlined.

age site for the precursor peptide occurred between amino
acid —1 and +1 as determined by the primary sequence
previously reported [6] (Fig. 3). The theoretical molecular
weight of the 183-amino acid residue precursor polypeptide
of BSP-30-kDa is 21 721. The aligned sequences of the
c¢DNA encoding for the various BSP proteins are presented
in Figure 1, and the degrees of residue homologies between
these cDNAs are presented in Table 2. The sequence region
between the three BSP cDNAs that had the most identical
nucleotides was the one encoding the putative signal pep-
tide (88% homology), and the sequence region that had the
highest nucleotide variations and gap frequencies was the
one encoding the N-terminal extension.

The first 25 amino acid residues of the BSP-A3 and
BSP-30-kDa precursor proteins had a hydrophobic char-

+ + +
BSP-23 MALRLGLFLIWAGVSMFLQLDPVNG
BSP-30kDa: MAPLVGLFLIWAGASVFQQLHPVNG
BSP-Al/AZ: MALQLGLFLIWAGVSVFLQLDPVNG
pBl 8 MAPRLGIFLLWAGVSVFLPLDPVNG

FIG. 4. Alignment of the putative signal peptide amino acid sequences
of bovine BSP-A3 and BSP-30-kDa with those of BSP-A1/A2 and boar
pB1. Identical amino acids present in all four proteins are underlined.
Identical amino acids present in bovine BSP proteins but different from
those of pB1 are indicated by a plus (+).
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acter; they displayed, respectively, 92% and 76% similarity
with those residues of the BSP-A1/A2 precursor polypep-
tide (Fig. 4). They also displayed a significant similarity
(80% for BSP-A1/A2, 80% for BSP-A3, and 68% for BSP-
30-kDa) with the first 25 amino acid residues of the pre-
cursor polypeptide of boar pB1 recently sequenced by Plu-
cienniczak and coworkers (GenBank #AF047026).

Tissue-Specific Expression of BSP Proteins

The results of the RNase protection assay for BSP-A3
mRNA are depicted in Figure 5. In seminal vesicle tissue
and ampullae, strong expression of BSP-A3 mRNA was
observed, since the expected 308-bp RNA fragment was
detected in these tissues (Fig. SA, lanes 2-7; Fig. 5B, lanes
4-7). Also a second major RNA fragment at approximately
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FIG. 5. Expression of BSP-A3 mRNA by
RNase protection assay using 10 pg of
RNA from each bovine tissue, except
where indicated. A) Results obtained with
a 16-h exposure only. Lane 1, undigested
RNA probe; lanes 2, 3, 4, 5, and 6 con-
tain, respectively, 10 ng, 1 pg 0.1 pg,
0.01 pg, and 0.001 pg of seminal vesicle
RNA; lane 7, ampulla-vas deferens RNA.
B) Same gel as in A (lanes 4, 5, 6, and 7
only), exposed for 1 wk. €) A gel run in
parallel to gel A, with a 1-wk exposure.
Lane 1, 0.001 g of seminal vesicle RNA;
lane 2, empty; lane 3, artery RNA; lane 4,
small intestine RNA; lane 5, adipose tissue
RNA; lane 6, brain RNA; lane 7, kidney
RNA; lane 8, heart RNA; lane 9, lung
RNA; lane 10, large intestine RNA; lane
11, liver RNA; lane 12, epididymis RNA;
lane 13, testis RNA; lane 14, prostate
RNA; lane 15, probe only, digested with
RNases. Numbers indicate the size of RNA
transcripts from the century marker tem-
plates from Ambion.

270 bp was protected. No BSP-A3 mRNA expression was
revealed in artery, small intestine, adipose tissue, brain, kid-
ney, heart, lung, large intestine, liver, epididymis, testis, or
prostate (Fig. 5C). The results of the RNase protection as-
says for BSP-30-kDa and BSP-A1/A2 mRNAs are depict-
ed, respectively, in Figures 6 and 7. These BSP protein
mRNAs showed strong expression only in seminal vesicle
tissue and in the ampullae (Figs. 6A and 7A, lanes 2-7,
Figs. 6B and 7B, lanes 4—6), since the expected major RNA
fragments (344 bp for BSP-30-kDa mRNA or 371 bp for
BSP-A1/A2 mRNA) were detected only in these two tis-
sues (Figs. 6C and 7C).

Southern Analysis of Genomic DNA in Various Species
A comparative genomic analysis employing a BSP-30-
kDa-specific DNA probe and high-stringency washing con-

FIG. 6. Expression of BSP-30-kDa mRNA
by RNase protection assay using 10 pg of
RNA from each bovine tissue, except
where indicated. A) Results obtained with
a 16-h exposure only. Lane 1, undigested
RNA probe; lanes 2, 3, 4, 5, and 6 con-
tain, respectively, 10 pg, 1 pg, 0.1 pg,
0.01 pg, and 0.001 pg of seminal vesicle
RNA; lane 7, ampulla-vas deferens RNA.
B) Same gel as in A (lanes 4, 5, and 6
only), expased for 1 wk. C) A gel run in
parallel to gel A, with a 1-wk exposure.
Lane 1, probe only, digested with RNases;
lane 2, prostate RNA; lane 3, testis RNA;
lane 4, epididymis RNA; lane 5, liver
RNA; lane 6, large intestine RNA; lane 7,
lung RNA; lane 8, 0.001 pg of seminal
vesicle RNA; lane 9, heart RNA; lane 10,
kidney RNA; lane 11, brain RNA; lane 12,
adipose tissue RNA; lane 13, small intes-
tine RNA; lane 14, artery RNA. Numbers
indicate the size of RNA transcripts from
the century marker templates from Am-
bian.



294

FIG. 7. Expression of BSP-A1/A2 mRNA A
by RNase protection assay using 10 pg of 1 2
RNA from each bovine tissue, except

where indicated. A) Results obtained with 500-
a 16-h exposure only. Lane 1, undigested 400-
RNA probe; lanes 2, 3, 4, 5, and 6 con-

tain, respectively, 10 pg, 1 pg, 0.1 pg, 300-
0.01 pg, and 0.001 pg of seminal vesicle

RNA; lane 7, ampulla-vas deferens RNA.

B) Same gel as in A (lanes 4, 5, and 6 200-
only), exposed for 1 wk. €} A gel run in

parallel to gel A, with a 1-wk exposure. bp

Lane 1, probe only, digested with RNases;

lane 2, prostate RNA; lane 3, testis RNA;

lane 4, epididymis RNA; lane 5, liver

RNA; lane 6, large intestine RNA; lane 7,

lung RNA; lane B, heart RNA; lane 9, kid- C
ney RNA; lane 10, brain RNA; lane 11,

adipose tissue RNA; lane 12, small intes-

tine RNA; lane 13, artery RNA; lane 14, 500-
empty; lane 15, 0.001 pg of seminal vesi- 400
cle RNA, Numbers indicate the size of &
RNA transcripts from the century marker 300-
templates from Ambion.
200-
bp

ditions yielded a band at 3.7 kilobases (kb) in human, rab-
bit, rat, and hamster DNA (Fig. 8A). In the same condi-
tions, bands at 3.7 and 9.8 kb were seen in male and female
bovine DNA. The use of a BSP-A1/A2- or a BSP-A3-spe-
cific DNA probe with low-stringency washing conditions
yielded no signal with human, rabbit, rat, and hamster DNA
(data not shown). Using high-stringency conditions with
male and female bovine DNA, bands at 4.2 and 3.9 were
detected with the BSP-A3 probe (Fig. 8B), while bands at
10.5, 1.6, and 1.0 kb were detected with the BSP-A1/A2
probe (Fig. 8C). The bands at 4.2 and 3.9 kb (detected with
the BSP-A3 probe) were also detected faintly in male and
female DNA in medium-stringency conditions by the BSP-
Al/A2 probe (data not shown).

DISCUSSION

We have sequenced the two complete cDNAs coding for
the BSP-A3 and the BSP-30-kDa proteins (Figs. 2 and 3).
The two cDNAs possess the same consensus sequence for
the initiation methionine (CTACCATGG) and the polyad-
enylation signal (AATAAA) as the BSP-A1/A2 cDNA [24].
The BSP-A3 and BSP-30-kDa ¢cDNA code, respectively,
for a 140- or a 183-amino acid precursor protein of esti-
mated polypeptide molecular weights of 16 584 and 21 721.
The first 25 amino acid residues are highly similar among
the bovine BSP precursor proteins and also to the boar pB1
precursor protein (Plucienniczak and coworkers, GenBank
#AF047026) (Fig. 4). These sequences probably constitute
signal peptides, since they are absent from the secreted
(mature) BSP proteins [4, 6, 8]. Also, these first 25 amino
acid residues display typical features of signal peptides of
eukaryotic secretory pre-proteins. In fact, they have a hy-
drophobic character, and in the case of BSP-A3 and pB1
the hydrophobic cores are preceded by a basic residue (R)
[32]. Thus these amino acid residues are probably respon-
sible for the secretion of the BSP proteins.

The deduced amino acid sequences indicate one (for
BSP-30-kDa) or two (for BSP-A3) amino acid differences
from the primary sequences previously reported [4, 6].
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These differences have been found consistently in several
clones from different PCR reactions, excluding the possi-
bility that these differences arise from amplification or se-
quencing errors. Also, the presence in RNase protection
assays of a fragment at the expected size for the full-length
BSP-A3 mRNA protected probe (308 bp) confirms that the
base change (position 362 on the cDNA sequence) detected
in the sequencing is present in the mRNA (Fig. 5). Poly-
peptide sequencing errors are unlikely for BSP-A3, since
among known members of the BSP protein family in cattle
and other species, at the position of the first difference, the
amino acid seems to be a conserved glutamine (Q), and at
the second different position a conserved basic amino acid,
lysine (K) or arginine (R), except for a threonine (T) for
HSP-1 (Fig. 9). No such comparison can be made concern-
ing the proline (P) at position 13 in BSP-30-kDa, since this
region does not show any homology to known protein se-
quences [6, 21].

These differences could be due to polymorphism in the
genes coding for the BSP proteins. Several arguments con-
verge in this direction. The presence of a smaller RNA
fragment (at approximately 270 bp) with the same intensity
as the full-length fragment in the BSP-A3 RNase protection
assay (Fig. 5) suggests the possibility that this bull is het-
erozygous for the gene coding for BSP-A3. The total RNA
used in these experiments was extracted from tissues of a
bull different from the one used for the cloning of the BSP
cDNAs. This smaller RNA fragment is not the result of
cross-binding between the BSP-A3 probe and the BSP-A1/
A2 or BSP-30-kDa RNA, since there are many nucleotide
differences between them (Fig. 1). Also, some amino acid
differences are seen between the published primary se-
quence of boar pB1 [21] and the deduced amino acid se-
quence of its cDNA recently cloned by Plucienniczak and
coworkers (Genbank #AF047026). Further studies are re-
quired in order to determine whether these differences are
due to polymorphism in the BSP genes or in homologous
genes in other species.

The amino acid difference in BSP-30-kDa and the first

w)
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Southern blot analysis of the BSP protein genes. Aliquots (25 wg) of high molecular weight genomic DNA from various species were digested

with EcoRl, fractionated through 1% agarose gel, and transferred to nylon membrane. A) The membrane was hybridized with the BSP-30-kDa probe.
Lane 1, rabbit DNA; lane 2, human DNA; lane 3, rat DNA; lane 4, hamster DNA; lane 5, empty; lane 6, female bovine DNA; lane 7, male bovine
DNA. A different membrane was hybridized with B) the BSP-A3 probe or C) the BSP-A1/A2 probe. Lane 1, rabbit DNA; lane 2, human DNA; lane 3,
rat DNA; lane 4, hamster DNA; lane 5, female bovine DNA; lane 6, male bovine DNA.

one in BSP-A3 occur in the amino-terminal region. The
effect of this substitution is unknown since the role of the
amino-terminal region in each BSP protein is unknown.
The second substitution in BSP-A3 occurs in the second
type II domain of the protein (domain b). These type II
domains are important for the biological function of the
BSP proteins [9]. In fact, in BSP-A1/A2, they constitute
binding units for sperm membrane choline phospholipids
and heparin, and the presence of both type II domains is
essential for the expression of functional properties, namely
lipid efflux and sperm capacitation [9]. So, if an amino acid
substitution in domain b affects its binding properties, the
stimulation of sperm cholesterol efflux and sperm capaci-
tation by the BSP protein will be affected. These amino
acid substitutions could modify the affinity of the BSP pro-
teins for sperm membrane choline phospholipids and thus
affect sperm capacitation induced by heparin or HDL. Con-
versely, they could influence their affinity toward heparin
or HDL and thus change the sperm capacitation rate.

As seen in the RNase protection assays, all the BSP pro-
teins mRNAs are synthesized in the seminal vesicles and
the ampullae (Figs. 5A, 6A, and 7A, lanes 2-6; Fig. 5B,
lanes 4-7; Figs. 6B and 7B, lanes 4-6). The expression is
very strong in these tissues, since a very intense radioactive
signal appears on the autoradiogram after only one night of
exposure. Each BSP protein mRNA is detected in only one
nanogram of total seminal vesicle RNA (Figs. 5B, 6B, and
7B, lane 6; Fig. 5C, lane 1; Fig. 6C, lane 8; and Fig. 7C,
lane 15). No signal was detected in 10 pg RNA from testis,
epididymis, and other male accessory sex glands or other
tissues (Figs. 5C, 6C, and 7C). This suggests that the BSP

protein mRINA expression in these tissues is at least 10 000
times less than in the seminal vesicles. However, even a
very low expression of BSP proteins in other tissues could
have a physiological significance, since the large mass of
other tissues, even with a very low level of expression,
could produce large enough quantities of BSP proteins in
the bloodstream to influence some physiological processes,
such as cholesterol efflux, for example [33]. Only more
sensitive techniques, such as RNase protection on isolated
mRNA or nested reverse transcription-PCR, could deter-
mine whether expression of BSP genes in other tissues is
totally abolished. The presence of BSP proteins in female
bovine tissues is unknown.

Comparison of the signal obtained with RNA from am-
pullae and seminal vesicles suggests that BSP-A1/A2 and
BSP-30-kDa mRNAs are expressed at about the same level

BSP protein family members Region 1 Region 2
1] 4

BSP-A3 {(cloned): 0l D-EQ 03 89 111 91
BSP-A3 (published): 01 D Q Q 03 85 I K I 9%
BSP-30K: - - - 132 T RV 134
BSP-A1/A2: 0L DoD 03 84 T K I 86
HSP-1: 16 DQ¢Q 18 89 TTD 91
pBl: 0L DQH 03 79 I KE 81

FIG. 9. Alignment of the two BSP-A3 peptide regions containing the
amino acid differences (arrows) with the corresponding homologous pep-
tide regions from the previously reported BSP-A3 and other members of
the BSP protein family (BSP-A3 [4], BSP-A1/A2 [5, 8], BSP-30-kDa [6],
HSP-1 [19], and pB1 [21]).
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in the ampullae and seminal vesicles. This is not the case
for BSP-A3 mRNA, which is about 50 times less expressed
in the ampullae than in seminal vesicles. This difference in
the level of expression in the ampullae was confirmed by
Northern blot analysis (data not shown). Using probes of
approximately the same specific radioactivity, comparison
of the signal strength suggests that the amount of BSP-A1l/
A2 mRNA is higher than that of the BSP-30-kDa mRNA,
and the amount of BSP-30-kDa mRNA is slightly higher
than that of BSP-A3 mRNA in the seminal vesicles (Figs.
5B, 6B, and 7B). This correlates with the proportion of each
protein in the seminal fluid (BSP-A1/A2, ~65%; BSP-A3,
~15%; BSP-30-kDa, ~20% as determined by respective
RIAs [5]). These results suggest that BSP protein expres-
sion is controlled at the transcriptional level.

Using a BSP-30-kDa-specific ¢cDNA probe and high-
stringency Southern hybridization, a homologous sequence
at 3.7 kb was detected in genomic DNA from the human,
rat, hamster, and rabbit (Fig. 8A), suggesting that the ge-
nomic DNA of these species possess a gene with a signif-
icant homology to the bovine BSP-30-kDa gene. This is in
agreement with the fact that in human, hamster, and rat
seminal plasma, phosphorylcholine-binding proteins im-
munologically related to the bovine BSP-30-kDa protein
have been detected [18]. Southern analysis with a BSP-A1/
A2- or a BSP-A3-specific cDNA probe at high-stringency
conditions of hybridization yielded no signal with the hu-
man and other mammalian species (Fig. 8, B and C). Even
using low-stringency conditions of hybridization, these two
probes yielded no signal with the human or other mam-
malian species (data not shown). The BSP-30-kDa probe
contains the sequence coding for the amino-terminal region
without homology to known protein sequences (Fig. 1). The
detection of homologous genes in different species using
this probe suggests that this unique region has been well
conserved in mammals, while genes homologous to BSP-
A1/A2 and BSP-A3, if present, seem to have diverged rap-
idly during evolution. It is unlikely that they are absent in
other species, since in human, hamster, and rat seminal
plasma, phosphorylcholine-binding proteins immunologi-
cally related to the bovine BSP-A1/A2 and BSP-A3 pro-
teins have been detected [18]. Furthermore, analogous pro-
teins have been purified from stallion [19] and boar seminal
plasma [20, 21]. Analysis of genes homologous to the BSP-
Al1/A2 and BSP-A3 genes in other species will be neces-
sary to confirm this supposed high mutation rate; such a
high rate could suggest that these proteins have an impor-
tant role in reproduction. On the other hand, as mentioned
above, one or two amino acid changes could influence bull
fertility; then, several differences between species could,
for example, contribute to a cross-species barrier in repro-
duction.

In contrast, the fact that the BSP-30-kDa unique region
is more conserved among species could suggest a common
role for this domain in the reproduction processes in several
species. Among the bovine BSP proteins, BSP-30-kDa is
the best mediator of sperm capacitation induced by heparin
[15] or HDL [16] on epididymal spermatozoa, and its pres-
ence on the sperm membranes corresponds to increased fer-
tility of bulls [34—36]. The common role of this protein in
different species could be to accelerate capacitation by in-
creasing lipid modifications in the sperm membrane.

In summary, we have determined the complete sequenc-
es of the two cDNAs coding for BSP-A3 and BSP-30-kDa
proteins. Two amino acid changes for BSP-A3 and one for
BSP-30-kDa were found in the deduced amino acid se-
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quences as compared with the previously reported primary
sequences. We propose that the amino acid substitutions in
BSP-A3 may be due to genetic polymorphism. All BSP
proteins are not only synthesized by the seminal vesicles
but also produced by the ampullae. We suggest that these
proteins are important mostly in reproduction, since their
mRNAs are expressed at a high level only by these two
accessory sex glands. Finally, we propose that the BSP-
analogous proteins in the human, rat, hamster, and rabbit
may have numerous amino acid differences, since no ho-
mologous genes were detected with the BSP-A1/A2 and
BSP-A3 cDNA probes using either high- or low-stringency
Southern hybridization conditions. These differences may
be important in blocking cross-species fertilization.
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Préambule;

Une famille de protéines du plasma séminal bovin, les protéines BSP,
potentialise la capacitation médiée par 'héparine et les HDL. Des analogues de ces
protéines ont été purifiés chez le cheval et le porc, et ont été détectés en faibles
concentrations chez d'autres espéces. Afin de confirmer la nature de ces analogues,
nous €tions intéressés & les purifier. Toutefois, la faible concentration de ces
analogues rendant trés difficile leur purification, nous avons di développer une
nouvelle méthode de purification utilisant les interactions existant entre la fraction
de faible densité du jaune d'oeuf (LDF) et cette famille de protéines. Afin de
démontrer la faisabilité de la méthode, nous avons, dans un premier temps, incubé la
LDF avec des protéines précipitées a l'alcool issue du plasma séminal de taureau, de
porc et de cheval. La LDF et les protéines liées ont par la suite été isolées a nouveau
par ultracentrifugation en gradient de KBr avant d'étre dyalisées, délipidées et
lyophilisées. Les protéines BSP et leurs analogues ont finalement été purifiés par
chromatographies sur p-aminophényl phosphocholine-agarose et gélatine-agarose et
analysés sur SDS-PAGE. Ce nouveau protocole nous a permis d'isoler la presque
totalité des protéines analogues de taureau, de porc et de cheval. Il nous a aussi
permis d'isoler une nouvelle protéine de 12 kDa du plasma séminal de cheval. Son
séquengage bien que partiel nous permet d'affirmer qu'il s'agit bien d'un analogue
des protéines BSP. Parallélement, des dosages radioimmunologiques ont montré que
10 mg de la LDF peut lier toutes les protéines BSP présentes dans 120 mg de
protéines de plasma séminal bovin. Ces résultats confirment l'efficacité de la
méthode et démontrent que ce nouveau protocole peut étre utilisé pour la

purification de tous les analogues des protéines BSP.
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ABSTRACT

A family of bull seminal plasma (BSP) phospholipids-binding proteins (BSP
proteins), potentiate heparin- and HDL-induced capacitation. The analogous proteins
have been purified from stallion and boar seminal plasma, and detected in low
concentrations in other mammalian seminal plasma. In this study, we developed a new
isolation method for mammalian seminal plasma phospholipids-binding proteins
wherein they are present in low concentrations. The method is based on the interaction
of this family of proteins with egg yolk low-density fraction (LDF). In order to
demonstrate the feasibility of the method, we incubated LDF with alcohol precipitates
of bull, boar and stallion seminal plasma. LDF were re-isolated by ultracentrifugation
on KBr along with bound proteins. LDF with associated proteins were dialyzed,
lyophilized and delipidated. BSP analogous proteins were finally purified by p-
aminophenyl phosphorylcholine-Agarose and gelatin-Agarose chromatographies, and
analyzed by SDS-PAGE. With this new protocol, phospholipid-binding proteins of bull,
boar and stallion seminal plasma were recovered almost 100%. A new 12 kDa stallion
seminal plasma protein of the same family was also isolated and partially sequenced.
The radio-immunoassay data showed that 10 mg of LDF can bind all BSP proteins
present in 120 mg of alcohol precipitated bull seminal plasma proteins. These results
confirm the efficiency of the method and that the LDF step could be used for the

purification of all BSP proteins analogs from different mammalian species.
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INTRODUCTION

Freshly ejaculated mammalian spermatozoa are not able to fertilize the egg. To
acquire this ability, the spermatozoa have to undergo a series of physiological and
functional modifications designated capacitation [1-4]. This process is characterized
biochemically by a decrease in the membrane cholesterol/phospholipid ratio, by an
increase in Ca’" ions membrane permeability and by a change in internal pH, and
physiologically, by an hyperactivation of the spermatozoa motility and an increase in
spermatozoa responsiveness to acrosome reaction inducers, namely, zona pellucida or
progesterone [4-14]. This phenomenon prepares the spermatozoa to the acrosome
reaction that involves the fusion of the external acrosomal membrane with the plasma
membrane and in the liberation of lytic enzymes [4, 15, 16]. These enzymes hydrolyze
the egg surrounding matrix and permit the penetration and the fusion of the

spermatozoa with the egg [4, 17, 18].

The capacitation occurs in the female genital tract and- is induced by factors
present in follicular and oviductal fluids.  These factors, the high-density
lipoproproteins (HDL) and the heparin-like glycoaminoglycans (GAGs), are the
principal factors that influence capacitation in bull spermatozoa [19-21]. Our studies
show that these capacitating factors induce capacitation by different mechanism [22]. In
fact, the HDL induces cholesterol efflux from spermatozoa membrane causing
membrane destabilization that results in capacitation [23, 24]. Whereas, heparin
interacts with binding sites on the spermatozoa surface and generate a series of
molecular reactions that are characterized by an augmentation of intracellular Ca™, an
higher cAMP synthesis and the phosphorylation of spermatozoa proteins [10, 22, 25-
28]. In each case, incubation with seminal plasma prior to addition of capacitating
factors accelerates the capacitation [29, 30]. A family of proteins present in bull

seminal plasma plays an important role in this phenomenon [22-25].

A family of four phospholipid-binding proteins designated BSP-Al, BSP-A2,
BSP-A3 and BSP-30-kDa; collectively called BSP proteins constitute the major protein
fraction in the bull seminal plasma [31-35]. These BSP proteins bind to choline
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phospholipids on spermatozoa surface [36]. The BSP proteins interact with heparin.[37]
and HDL [34, 38]. Our studies also show that the BSP proteins potentiate heparin- and
HDL-induced capacitation and indicate that these proteins facilitate the interaction
between these capacitating factors and the spermatozoa membrane components [22-

25].

The radioimmunoassay and immunoblotting experiments using polyclonal
antibodies against BSP proteins show that analogs of these proteins are present in
hamster, rat, mouse, boar and human seminal vesicles fluid or seminal plasma [33, 39].
Recently, HSP-1 and HSP-2, two BSP protein analogs from the stallion seminal
plasma, and pB1, the boar analog, have been purified [40, 41]. HSP-1, HSP-2 and pB1
show phosphorylcholine, heparin and gelatin binding properties [40, 41], that were first
reported with BSP proteins [32, 36, 37]. All the members of this family of proteins
contain type II domains that seem to be responsible for these binding properties and

their primary structure show 50-65 % homology [33, 40-43].

The role of BSP analogs or BSP-like proteins in other mammalian species in
capacitation has not been documented, because sufficient quantities of these proteins are
not available. In order to purify large quantities of these proteins we attempted in
preliminary studies to use affinity matrices such as p-aminophenylphosphorylcholine-,
gelatin- and/or heparin-Agarose. These methods did not give us enough material to
continue the purification. Since these proteins are in very low concentration in some
mammalian seminal fluids we attempted in this study to develop a new method to
enrich the initial amount of seminal phospholipid-binding protein for further

purification.

Our previous studies have shown that the BSP proteins bind to egg yolk low-
density fraction (LDF) and BSP-LDF complex could be isolated by ultracentrifugation
on KBr gradient [unpublished results]. We took advantage of this and developed a new
isolation method for BSP proteins. We also used this method to isolate BSP analogs in

boar and stallion seminal plasma to establish the feasibility of the technique.
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MATERIALS AND METHODS
Materials

p-aminophenyl phosphorylcholine-Agarose matrix was purchased from Pierce
Chemical Co. (Oakville, Ontario, Canada). Gelatin (purified from calf skin) was
obtained from Eastman Kodak Company (Rochester, NY, USA). Affi-Gel 15 (N-
hydroxysuccinimide of a derivatized crooslinked Agarose gel bead support) was from
Bio-Rad Laboratories Ltd (Mississauga, Ontario, Canada). The coupling of gelatin to
Agarose was carried out as previously described [32]. Bovine serum albumin (BSA,
fraction V) and lactoperoxidase were purchased from Sigma-Aldrich (Oakville, Ontario,
Canada). Na'®’I was from Amersham Corp. (Oakville, Ontario, Canada). PVDF
membranes (Immobilon P) were obtained from Millipore (Mississauga, Ontario,
Canada). Choline phospholipids assay kit was purchased from Boehringer Mannheim
(Laval, PQ, Canada). Antibodies against BSP proteins were raised and characterized as
previously described [31, 37]. All other chemicals used were of analytical grade and

were obtained from commercial suppliers.

Freshly ejaculated Holstein bull semen collected with an artificial vagina was
obtained from the Centre d’Insémination Artificielle du Québec (St-Hyacinthe, PQ,
Canada). Boar semen was obtained from F. Ménard Inc (St-Pie-de-Bagotte, PQ,
Canada). Stallion semen was obtained from Cooperative des Inséminateurs du Québec
(St-Hyacinthe, PQ, Canada). The semen samples were centrifuged at 1,000 x g for 10
minutes to remove spermatozoa from the seminal plasma. The supernatant was
centrifuged at 10,000 x g for 10 minutes to remove any particles from the seminal
plasma. The seminal plasma proteins were precipitated by adding 9 volumes of 95%
cold ethanol with gently stirring for 2 hours at 4°C. The protein precipitates were
centrifuged at 10,000 x g for 10 minutes and washed three times with ethanol. The
proteins were finally resuspended in 50 mM ammonium bicarbonate and lyophilized.

These fractions are designated crude seminal fractions.



64

FEgg yolk low-density fraction isolation

The egg yolk was diluted in 9 volumes of Tris-HCl, pH 7.2. The solution
density was adjusted to 1.21 g/ml with potassium bromide (KBr). The solution was
subjected to ultricentrifugation at 400,000 x g, 20 hours at 18°C. The upper phase
containing the Low-density fraction (LDF) was retrieved and dialyzed against
phosphate-buffered saline (PBS; 50 mM phosphate, 150 mM NaCl, pH 7.2).

Crude seminal fractions and LDF incubation

The alcohol precipitates of seminal plasma were solubilized in PBS, centrifuged
to separate any insoluble material and incubated with 10 mg of LDF for 30 min at room
temperature. LDF along with bound proteins was reisolated on KBr gradient (1.21
g/ml) as described before. The upper fraction was retrieved and dialyzed against 50
mM phosphate buffer. These proteins were then delipidated with 2 volumes of n-
butanol/isopropylether (15:85) [44]. The upper phase was discarded. The lower phase
was dialyzed against 50 mM ammonium bicarbonate and lyophilized. This fraction was
delipidated second time using cold methanol-chloroform method [44]. The precipitated
proteins were collected by centrifugation, dialyzed against 50 mM ammonium
bicarbonate and lyophilized. The choline phospholipid content was determined using

the colorimetric enzymatic kit to follow the efficiency of the delipidation.

PPC-Agarose chromatography

The delipidated proteins were solubilized in PBS and centrifuged at 10,000 x g
for 10 min to remove any precipitate. The supernatants were then applied on a PPC-
Agarose column equilibrated with PBS buffer. The protein solution was recirculated on
the column for 2 h to maximize the interaction between the proteins and the affinity
matrix. The unbound material was washed out with PBS, and the adsorbed proteins

were eluted with 50 mM phosphate buffer containing 150 mM choline and 7 M urea.
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The adsorbed and unadsorbed fractions were dialyzed against 50 mM ammonium

bicarbonate and Iyophilized.
Gelatin-Agarose chromatography

The lyophilized PPC-Agarose adsorbed proteins were solubilized in PBS buffer
and centrifuged at 10,000 x g for 10 min to remove any insoluble material. The protein
preparations were then applied on a gelatin-Agarose column previously equilibrated
with PBS. The protein solution was recirculated on the column for 2 h to maximize the
interaction between the proteins and the affinity matrix. The unbound material was
washed with PBS, and the adsorbed proteins were eluted with 50 mM phosphate buffer
containing 7 M urea. The adsorbed and unadsorbed fractions were dialyzed against 50

mM ammonium bicarbonate and lyophilized.
Radio-Immunoassay

The radio-immunoassay (RIA) for each BSP protein was performed as
described previously [33]. All reagents for RIA were diluted in the immunoassay
buffer (50 mM PB pH 7.4, containing 5 mM EDTA, 0.45% NaCl, 0.25 mg/ml sodium
azide, 0.5 ml/l Tween-20 and 0.1% BSA). The primary antibodies were used in
following dilution; 1:1,000 for anti-BSP-A1/-A2 and anti-BSP-30 kDa, and 1:10,000
for anti-BSP-A3. After overnight incubation (~20 h), 50 ul of secondary antibodies
(10% Goat anti-RGG) was added, followed by another incubation for 12-16 h. All
tubes except total counts were centrifuged at 2,200 x g for 15 min. The supernatant
was aspirated and the radioactivity associated with the pellet was determined in a

gamma-ray scintillation counter (1272 CliniGamma, Pharmacia Wallac, Finland).
Protein sequencing

For sequencing, the purified proteins were subjected to SDS-PAGE and
electrotransfered to PVDF. After staining with Ponceau Red, the protein bands were
cut out and sliced in small pieces and then introduced into the sequenator carridge

underneath a TFA-treated glass fiber filter to which 30 pl of Polybrene solution (1.5
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mg/ml in 50 mM NaCl) was added. Sequencing was initiated by carrying out a
double coupling step and performed using an Applied Biosystems gas;phase
sequenator (Model 470A updated to 475A specifications) directly coupled to an
Applied Biosystems PTH-analyser (Model 120A) as previously reported using N-
methylpiperidine as coupling base [45].

Electrophoresis

SDS-PAGE in 15% gel was performed according to Laemmli (1970) using a
Bio-Rad Protein II vertical slab gel electrophresis apparatus [46]. After electrophoresis,
gels were stained in Coomassie brillant blue R-250. The apparent molecular weights

(M;) were determined with the low-molecular-weight calibration kit of Pharmacia

(Dorval, Quebec).
Protein determination

The protein content of each purification step was measured by Lowry method
[47] or by weighing on a Cahn microbalance (Model C-31, Fisher Scientific,
Fairlawn, NJ).
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RESULTS

In order to prove that the BSP proteins and the BSP analogs can be isolated
using LDF affinity for these proteins, we proceeded in two steps. In the first step,
we isolated BSP proteins using ultracentrifugation and quantified the recovered
proteins by RIA. In the second step, we verified whether or not it is possible to
purify these proteins and their analogs on chromatography columns without loosing

any binding affinity for the matrices.
Purification of bull seminal phospholipid-binding proteins

As described in the Materials and Methods section, alcohol precipitated
proteins of bull seminal plasma were incubated with 10 mg of LDF and subjected to
ultracentrifugation in KBr solution (density, 1.21 g/ml). This manipulation resulted
in the appearance of two phases. The upper phase contained all the LDF. After the
delipidation, we determined by radioimmunoassay the quantity of BSP proteins

present in each phases.

For a small quantity of alcohol precipitated proteins (1.6 mg), most of the
BSP proteins (>98 %) were recovered in the upper phase or LDF fraction (Table I).
On the other hand control experiments without LDF showed that all the BSP
proteins were in the lower phase (data not shown). In order to find out how much
BSP proteins can be isolated using 10 mg of LDF, we used a huge quantity of
alcohol precipitated proteins (200 mg). As shown in Table I, almost 60% of BSP
proteins were recovered in the upper phase. The LDF binding sites being probably
saturated, the BSP proteins present in the lower phase may be considered as proteins
that have not been able to bind LDF. It is also interesting to note that each BSP
proteins seem to have the same affinity for LDF fraction since they have almost the

same percentage of separation.

SDS-PAGE (Fig. 1C) confirmed the presence of a large amount of BSP
proteins in the upper phase (lane 4). This fraction contained a mixture of LDF

proteins (lane 3) and some alcohol precipitated seminal plasma components (lane 2).



68

1 mg of delipidated upper phase proteins were dissolved in PBS and loaded-on a
PPC-Agarose column. A very small proportion of these proteins did not bind to the
matrix (Fig. 1A, first peak). The adsorbed proteins were eluted with a 150 mM choline-
7 M urea buffer (second peak), were dialyzed and lyophilized. SDS-PAGE analysis
(Fig.1C) of the PPC-Agarose adsorbed fraction shows the presence of BSP proteins.

Some BSP proteins were also recovered in the unadsorbed fraction.

The PPC-Agarose-adsorbed proteins were then loaded on a gelatin-Agarose
column (Fig. 1B). Once again, a very small amount of these proteins remains
unadsorbed (first peak) and the majority of proteins bound to the gelatin-Agarose matrix
(second peak). Figure 1C shows that these adsorbed proteins are the BSP proteins and

all the other contaminated proteins were eliminated by this chromatography.
Purification of Boar phospholipid-binding proteins

The same method used for BSP protein purification was gpplied on boar seminal
plasma proteins. 500 mg of alcohol precipitated proteins of boar seminal plasma were
incubated with 1 mg of LDF. This ratio was used based on preliminary studies that
indicated that boar seminal plasma contains very small quantities of BSP analogs. The
upper phase containing LDF was recovered, delipidated and was loaded on PPC-
Agarose column. Figure 2A shows that unlike the BSP purification, the majority of
boar seminal proteins present in the upper phase did not bind to the PPC-Agarose (peak
1). The analysis of the adsorbed fraction by SDS-PAGE indicated that only three major
seminal plasma proteins bind to the affinity column. The gelatin-Agarose
chromatography of these PPC-adsorbed proteins (Fig. 2B) gave us only one 15 kDa
band (Fig.2C). The N-terminal sequencing confirmed that this band is the pB1 protein
(Table II).

Purification of stallion phospholipid binding proteins

We used 15 mg of alcohol precipitated proteins. After isolation of LDF by
ultracentrifugation in KBr solution (density, 1.21 g/mt), the upper phase was delipidated
and analyzed by SDS-PAGE. Figure 3C shows in this fraction (lane 4) the presence of
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22 kDa, 17 kDa, 16 kDa and 12 kDa proteins of stallion seminal plasma and some.LDF
protein components. It is interesting to note that some proteins present in the alcohol

precipitate fraction are completely absent in the upper phase.

This upper phase was loaded on PPC-Agarose column. As shown in Fig. 3A,
most of the proteins loaded on the column were adsorbed (peak 2). On SDS-PAGE,
five proteins remain in this fraction. We also observe an increase in 28 kDa protein
concentration and a decrease in the other proteins. Finally, these adsorbed proteins were
applied on a gelatin-Agarose column. The elution pattern shows a large proportion of
the proteins was adsorbed on the column (Fig. 3B). When we analyzed the adsorbed
fraction by SDS-PAGE, four proteins remain (22 kDa, 17 kDa, 16 kDa and 12 kDa
proteins). The N-terminal sequencing of these bands confirm that the 22 kDa and the
17 kDa proteins are HSP-1 and the 16 kDa is HSP-2 (Table II). N-terminal sequence
analysis of the 12 kDa protein indicated that it is a new sequence but belongs to the
same BSP family phospholipid-binding proteins (Table II). This new protein contained
three unidentified residues (X at positions 8, 19, 33) that probably corresponds to
cystein residues (positions 19 and 33) or to glycosilated serine/threonine residues

(position 8). This new protein confirms the efficiency of the method.
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DISCUSSION

BSP-Al, BSP-A2, BSP-A3 and BSP-30-kDa (BSP proteins) represent a family
of closely related phospholipid-binding proteins of the bull seminal fluid. These
proteins originate from seminal vesicles bind to spermatozoa surface at ejaculation and
play an important role in bull spermatozoa capacitation. Analogs of these proteins have
been purified from stallion (HSP-1 and HSP-2) and boar (pB1) seminal plasma but their
role in capacitation remains unknown. Radioimmunoassays and immunodetection
analysis using antibodies against BSP proteins showed that these proteins could be
present in hamster, rat, mouse, boar and human [39]. As capacitation process is not
well characterized in these species it would be interesting to isolate these proteins and
characterize them. These proteins are present in a much lower concentration in stallion
or boar seminal fluids than in bull seminal fluid. Our preliminary studies with boar
seminal plasma using affinity columns such as PPC-Agarose, gelatin-Agarose,
heparine-Sepharose or diethyl-aminoethyl (DEAE)-Sepharose did not give us enough
material to continue the purification. DEAE moiety is a pseudocholine group and BSP
proteins bind to this group by affinity rather than by ionic interaction [48]. Furthermore,
several proteins other than phospholipid-binding proteins also bound to affinity
columns. Moreover, BSP family proteins form aggregates by self-association [31, 33]
or by interacting with other proteins [40, 41]. They also bind to phospholipids present
in the seminal fluids [36]. In view of this, purification by affinity columns gives
variable results. In addition, covalently bound carbohydrate in some BSP
proteins/analogs also appears to influence interaction with affinity columns [40, 41].
Therefore, in this study, we developed a new isolation method with which we were able
to enrich the initial amount of BSP analogs using their binding affinity for the egg yolk

liporptoeins.

Our previous studies showed that the BSP proteins bind to lipoprotein
components of hen egg yolk [unpublished results]. Egg yolk contains only low-density
lipoprotein and is generally called low-density fraction or LDF. Since LDF can be

easily isolated by ultracentrifugation on KBr solution, we developed a novel isolation
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method taking advantage of BSP protein binding to LDF. The principal advantage of
this new method is larger amounts of starting material could be used to enrich more

efficiently low concentration BSP analogs in seminal plasma.

The first step of this study was to prove that BSP proteins could be efficiently
isolated by this new method. If the isolation works well, all the BSP proteins, after
ultracentrifugation, must be associated with the LDF in the upper phase. With moderate
quantity of alcohol precipitated proteins, radioimmunoassay of each phases showed that
> 98% of all BSP proteins were recovered in the upper phase (LDF). A small amount
(< 2%) of BSP proteins that we found in the lower phase is probably due to the
difficulty to recover all the LDF. Interestingly, each BSP protein seems to have the
same affinity for the LDF since we do not find any significant differences between their
percent separation. These results indicate that it is possible to use this new method with
a moderate quantity of alcohol precipitated proteins without loosing any BSP proteins.
Furthermore, even if other seminal plasma proteins bind LDF (Fig.1C) they do not seem
to interfere with the BSP proteins binding. '

By using an excess amount of alcohol precipitated proteins we showed that LDF
could bind a very large quantity of BSP proteins. In fact, with 10 mg of LDF we were
able to isolate almost 60% of all BSP proteins present in 200 mg of alcohol precipitated
proteins (Table I). This means, 10 mg of LDF can bind efficiently all the BSP proteins
present in 120 mg of alcohol precipitated bull seminal proteins. Since 60-65% of the
total protein in alcohol precipitated seminal plasma constitute BSP proteins [33], 10 mg
of LDF binds approximately 75 mg of BSP proteins. Furthermore, all BSP proteins
have the same affinity for the LDF since even at saturated condition all BSP proteins
bind in the same ratio (~60%). This property is important for further purification

because it will permit us to isolate all the BSP proteins.

After establishing that BSP proteins could be efficiently isolated by the LDF
method, we proceeded to verify whether or not these proteins conserved their binding
properties. For this purpose we used two affinity matrices, PPC-Agarose and gelatin-
Agarose. SDS-PAGE analysis of various fractions of purification confirmed that the
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BSP proteins isolated by LDF method followed by delipidation still bound to affinity
matrices (Fig. 1C). Therefore, BSP proteins conserve their binding properties and the
proteins purified by this method could be used for physiological studies. It is important
to note that the upper phase proteins have to be completely delipidated. In preliminary
studies, we have found that even a small amount of choline phospholipids can inhibit
the interaction between the BSP proteins and PPC-Agarose. Despite two delipidation
methods a small amount of choline phospholipid still remained associated with proteins.
This may explain the presence of some BSP proteins in the PPC-unadsorbed fractions

(Fig. 10).

After confirming that BSP proteins could be purified using this new protocol,
this method was applied for the purification of all BSP protein analogs from boar and
the stallion that are known to express these proteins. The pB1 protein (BSP analog of
boar) was successfully purified using this new method (Fig. 2C). Some interesting
observations were noted. Contrary to BSP proteins, a large amount of boar seminal
proteins that are not BSP analogs were also isolated by the LDF method (Fig. 2C).
Apparently these proteins have affinities for LDF but not for PPC-Agarose, since only
three seminal plasma proteins bound to this matrix (Fig. 2A and 2C). These proteins do
not seem to compete with pB1 for the same binding sites on LDF. Finally, the sequence
of the affinity columns permit us to eliminate spermadhesin (AQN-1) that normally
form an oligomeric complex with pB1 that bind PPC-Agarose column [41], but do not

seem to be necessary for the binding with the gelatin-Agarose matrix.

The stallion analogs, HSP-1 and HSP-2, were also isolated by the current
method (Fig. 3C). HSP-1 protein that we isolated has M, 22 kDa and 17 kDa. Calvete
et al [40] have reported an apparent M; of 28 kDA and 22 kDa for this protein. The 28
kDa and 22 kDa proteins are the same HSP-1 protein with different degree of
glycosylation. HSP-2 was also purified by our method and its M, evaluated by SDS-
PAGE (16 kDa) also differs from that reported (25 kDa) by Calvete et al. [40]. Calvete
et al, [40] reported that aggregation and/or degree of glycosylation of HSP-1 influence
heparin binding. However, neither aggregation nor glycosylation of HSP-1/HSP-2 has
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any effect on LDF binding as all HSP-1/HSP-2 protein could be isolated from our
method.

In addition, to isolating two known stallion phospholipid-binding proteins
(HSP-1 and HSP-2), we isolated a new 12 kDa (HSP-12 kDA) protein that belongs to
BSP family of proteins. The isolation of this new BSP analog of stallion seminal
plasma using LDF method confirms the efficiency of this technique. HSP-12 kDa
protein not only binds to LDF but also to PPC-Agarose and gelatin-Agarose. The HSP-
12-kDa N-terminal amino acid sequence shares high similarity with the other seminal
plasma phospholipid-binding proteins, notably in CVFPF and FDCT regions (Table II).
These sequences are highly conserved regions among this family of protein since they
take an important part in the formation of type-II domains of these proteins. The type-1I
domains found in pairs in these proteins may be responsible for the binding to LDF,

gelatin, heparin, and phospholipids.

The new method is efficient since we could isolate all BSP family proteins from
bull (BSP-A1/-A2, BSP-A3 and BSP-30-kDa), stallion (HSP-1, HSP-2 and HSP-12
kDa), and boar (pB1) seminal plasma. The method is applicable to sources that contain
large concentrations of BSP family proteins such as in bull seminal plasma or sources
that contain very small concentrations such as in boar seminal fluid. LDF affinity seems
to be a general property of the BSP family proteins. Furthermore, BSP family proteins
that are isolated by LDF method still retained binding affinity for PPC-Agarose and
gelatin-Agarose. Since LDF has high capacity for BSP proteins binding, inclusion of
the LDF step will permit us to use a larger quantity of seminal plasma proteins and aid
to enrich BSP analogs at the beginning of the purification, and will reduce substantially
the quantity of proteins applied on affinity columns. This new method will permit us to
verify the presence of BSP analogs in other species and help us to determine the role of

these proteins in capacitation.
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Table I. Distribution (%) of BSP proteins between upper (LDF) and lower
phase as determined by radicimmunoassay

Quantity of

alcohol precipitated

proteins incubated BSP-A1/A2 BSP-A3  BSP-30-kDa

with LDF

1.6 mg upper phase 98.9 99.5 97.4
lower phase 1.1 (.5 2.6

200 mg upper phase 59.6 58.7 54.1

lower phase 40.4 41.3 45.9
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Table II : Comparison of amino-terminal sequences of the purified proteins with

various seminal plasma proteins.

Boar seminal plasma proteins

15 kDa protein
pBl1

Stallion seminal plasma proteins

22 kDa protein
HSP-1

17 kDa protein
HSP-1

16 kDa protein
HSP-2

12 kDa protein
HSP-1

HSP-2

pB1 (boar)
BSP-A1/A2 (bull)
BSP-A3 (bull)
BSP-30-kDa (bull)

DOHLPGRFLTPAITSDDKXVE
DOHLPGRFLXPAITSDDKCVEPFIY

DLOTTGADHSATVNP
DLOTTGADHSATVNP

DLOTTGADHSATVNP
DLQTTGADHSATVNP

DOQPTATDHSPXRKPDNKXVEPENY
DXQPIAXDXSPXXKPDXKCXFPFXY

VRHLIETXHFAEMKTDNQXVEPEFDYSGKRYFDXTK
DOQQLIMTKHSATVITPENKCVEPENYRGYRYYDCTR
DOQPIATDHSPXRKPDNKXVEFPENY
DOHLPGRFLXPATITSDDKCVEFPFIYKGNLYEFDCTL
VSTEPTQDGPAELPEDEECVFPEVYRNRKHEFDCTV
PKEKKDPASGAETK-DNKCVEFPFIYGNKKYFDCTL
PSLLSKANDLNAVFEGPACAFPFTYKGKKYYMCT
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FIGURES

Figure 1. Purification patterns of bull seminal proteins purified by affinity
chromatographies and SDS-PAGE analysis. (A) One mg of delipidated upper phase
proteins were solubilized in PBS and applied on PPC-Agarose column. After washing, the
elution of adsorbed proteins was achieved with 50 mM phosphate buffer containing 150
mM choline and 7 M urea. (B) PPC-Agarose adsorbed proteins solubilized in PBS were
loaded on gelatin-Agarose column. After washing, the adsorbed proteins were eluted with
50 mM phosphate buffer containing 7 M urea. One ml fractions were collected at a flow of
30ml/h. (C) Each sample recovered during the purification were analyzed by SDS-PAGE.

Low molecular weight standards (lane 1; they are from the top to the bottom, phosphorylase
b, albumin, ovalbumin, carbonic anhydrase, trypsin inhibitor and o-lactalbumin), alcohol
precipitated bull seminal proteins (lane 2), LDF proteins (lane 3), upper phase proteins (lane
4), PPC-Agarose adsorbed proteins (lane 5), PPC-Agarose unadsorbed proteins (lane 6),
gelatin-Agarose adsorbed proteins (lane 7), and gelatin-Agarose unadsorbed proteins (lane

8).

Figure 2. Purification patterns of boar seminal proteins purified by affinity
chromatographies and SDS-PAGE analysis. (A) Delipidated upper phase proteins were
solubilized in PBS and applied on PPC-Agarose column. After washing, the elution of
adsorbed proteins was achieved with 50 mM phosphate buffer containing 150 mM choline
and 7 M urea. (B) PPC-Agarose adsorbed proteins solubilized in PBS were loaded on
gelatin-Agarose column. After washing, the adsorbed proteins were eluted with 50 mM
phosphate buffer containing 7 M urea. One ml fractions were collected at a flow of 30
ml/h. (C) Each sample recovered during the purification was analyzed by SDS-PAGE. Low
molecular weight standards (lane 1; they are from the top to the bottom, phosphorylase b,
albumin, ovalbumin, carbonic anhydrase, trypsin inhibitor and o-lactalbumin), LDF

proteins (lane 2), alcohol precipitated boar seminal plasma proteins (lane 3), upper phase
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proteins (lane 4), PPC-Agarose adsorbed proteins (lane 5) and gelatin-Agarose adsorbed

proteins (lane 6).

Figure 3. Purification patterns of stallion seminal proteins purified by affinity
chromatographies and SDS-PAGE analysis. (A) Delipidated upper phase proteins were
solubilized in PBS and applied on PPC-Agarose column. After washing, the elution of
adsorbed proteins was achieved with 50 mM phosphate buffer containing 150 mM choline
and 7 M urea. (B) PPC-Agarose adsorbed proteins solubilized in saline buffer were loaded
on gelatin-Agarose column. After washing, the adsorbed proteins were eluted with 50 mM
phosphate buffer containing 7 M urea. One ml fractions were collected at a flow of 30
ml/h. (C) Each sample recovered during the purification was analyzed by SDS-PAGE.

Low molecular weight standards (lane 1; they are from the top to the bottom, phosphorylase
b, albumin, ovalbumin, carbonic anhydrase, trypsin inhibitor and o-lactalbumin), LDF
proteins (lane 2), alcohol precipitated proteins (lane 3), upper phase proteins (lane 4), PPC-

Agarose adsorbed proteins (lane 5) and gelatin-Agarose adsorbed proteins (lane 6).
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23 Purification of human seminal phospholipid-binding proteins closely
related to the major proteins of bovine seminal plasma. (1999) Ménard,
M. and Manjunath, P. Biochemical and Biophysical Research .

Communications. (sera soumis prochainement)

Préambule:

Les protéines BSP forment une famille de protéines liant la phosphocholine
bien connue pour leurs aptitudes & moduler la capacitation. Plusieurs analogues de
cette famille ont été isolés et caractérisés chez le porc et le cheval. Des protéines
immunologiquement apparentées aux protéines BSP ayant ét¢ détectées dans le
plasma séminal humain, nous avons tenté dans cette étude de purifier et de
caractériser ces analogues humains. Pour ce faire, nous avons incubé€ les protéines
du plasma séminal humain avec la LDF. Les protéines liées ont ét¢ réisolées par
ultracentrifugation sur gradient de KBr et délipidées. Les protéines analogues ont
finalement ét¢ purifiées par des chromatographies sur colonne de PPC-agarose et de
gélatine-agarose, et analysées par immunodétection en utilisant des anticorps
polyclonaux développés contre les protéines BSP-A1/A2 , BSP-A3 et BSP-30-kDa.
Ces résultats nous ont montré la présence de protéines humaines ayant le méme
poids moléculaire que les protéines BSP. Le dosage radioimmunologique a révélé
que ces protéines immunologiquement apparentées aux protéines BSP étaient
présentes en tres faibles concentrations dans le plasma séminal humain (0,1 pg/g
pour les protéines apparentées aux protéines BSP-A1/A2) mais que leur
concentration €tait grandement augmentée par la purification (jusqu'a 20 341 fois).
En résumé, les protéines humaines isolées par cette purification posseédent les
mémes: 1) propriétés de liaison, 2) poids moléculaires, et 3) propriétés antigéniques
que les protéines BSP. Il pourait donc s'agir des analogues humain des protéines
BSP.
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ABSTRACT

The major proteins (BSP-A1/-A2, BSP-A3 and BSP-30-kDa) of bovine
seminal plasma (BSP) are a family of phospholipid-binding proteins that play an
important role in sperm capacitation. Analogous proteins of this family have been
isolated from boar and stallion seminal plasma and characterized. Our previous
study has shown that this family of proteins specifically interacts with the low-
density fraction (LDF) of hen’s egg yolk and that these proteins could be isolated
along with LDF by ultracentrifugation. In this study, we provide the evidence for
the existence of analogous phospholipid-binding proteins in human seminal
plasma. The alcohol precipitates of human seminal plasma were incubated with
LDF and the bound proteins were reisolated by ultracentrifugation. Analogous
proteins were finally purified by p-aminophyl phosphorylcholine-Agarose and
gelatin-Agarose chromatographies. The purified proteins were analyzed following
SDS-PAGE and immuno-blotting using polyclonal antibodies against BSP-A1/A2,
-A3 and -30-kDa proteins. These results showed in the adsorbed fractions, the
presence of BSP protein analogs in human seminal plasma. The radio-
immunoassay data indicated that BSP proteins analogs are present in very low
concentration in human seminal plasma (0.1 pg/g for BSP-A1/A2 cross-reacting
proteins) but can be largely enriched by purification (up to 20,341 fold). The
human proteins isolated by this procedure exhibits: binding properties, molecular

weights and immunological properties similar to those of BSP proteins.
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INTRODUCTION

Epididymal sperm are not able to fertilize the egg. They acquire this ability
during their long travel in the female genital tract. During this travel they are mixed
with different secretions coming from accessory glands of the male genital tract, and
vaginal, uterine, oviductal and follicular secretions in the female genital tract. Some
of the molecules present in these secretions induce a series of biochemical and
functional modifications designated capacitation [1-14]. This maturation step
permits spermatozoa to be ready for the final step of maturation namely, the
acrosome reaction. The acrosome reaction consists of the fusion of the external
acrosomal membrane with the plasma membrane and the liberation of lytic enzymes
[4, 15, 16] that hydrolyze the egg’s surrounding matrix. This results ultimately in
the fusion of the spermatozoa with the egg [4, 17, 18].

The capacitation occurs in the female genital tract and is induced by factors
present in follicular and ovidutal fluids. Some factors, the high-density lipoproteins
(HDL) and the heparin-like glycosaminoglycans (GAGs), are the principal factors
of follicular and oviductal fluids that influence capacitation in bovine spermatozoa
[19-21]. Progesterone is also considered as one of these factors in human [22, 23].
Our studies on bovine sperm show that these factors induce capacitation by different
mechanism [24]. But in each case, incubations with seminal plasma prior to the
exposure with the capacitating factors accelerate the capacitation process [25, 26].
A family of proteins present in bovine seminal plasma plays an important role in this

phenomenon [24, 27-29].

Four proteins designated BSP-Al, BSP-A2, BSP-A3 and BSP-30-kDa
(collectively named BSP proteins) produced by the seminal vesicles and constituting
the major protein fraction in the bovine seminal plasma have been shown to
potentiate heparin- and HDL- induced capacitation [24, 27-34]. These BSP proteins
bind to choline phospholipids on spermatozoa surface [35] and interact with heparin

[36] and HDL [32, 37].
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Human analogs of these proteins have been detected by immunoblotting in
the adsorbed fraction after p-aminophenylphosphorylcholine-Agarose (PPC-
Agarose) chromatography of human seminal plasma proteins [38]. The radio-
immuhoassay experiments using antibodies against BSP proteins show that analogs
to these proteins are present in a very small concentration in human seminal plasma
[32]. Experiments also show that the similar analogs are present in hamster, rat,
mouse and boar seminal vesicles fluid or seminal plasma [32, 38]. Recently, HSP-1
and HSP-2, two BSP protein analogs from the stallion seminal plasma, and pB1, the
boar analog, have been purified. HSP-1, HSP-2 and pBl show phosphorylcholine,
heparin and gelatin binding properties that were first reported with BSP proteins
[39, 40]. All the members of this family of proteins contain type II domains that
seem to be responsible for these binding properties and their primary structure show
50-65% homology [32, 39-42]. The role of BSP analogs or BSP-like proteins in

other mammalian species in capacitation has not been documented.

In this study, we attempted to isolate and characterize BSP analogs in human
seminal plasma. To achieve this goal we used a new isolation method that is able to
purify small concentration of mammalian seminal plasma phospholipid-binding
proteins. This method involves specific interaction of BSP family of proteins with

the egg yolk low-density fraction (LDF) [43].
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MATERIALS AND METHODS
Materials

p-aminophenyl phosphorylcholine-Agarose matrix was purchased from
Pierce Chemical Co. (Oakville, Ontario, Canada). Gelatin (purified from calf-skin)
was obtained from Eastman Kodak Company (Rochester, NY, USA). Affi-Gel 15
(N-hydroxysuccinimide ester of a derivatized cross-linked agarose gel bead support)
was from Bio-Rad Laboratories Ltd (Mississauga, Ontario, Canada). The coupling
of gelatin to agarose was carried out as previously described [31]. Bovine serum
albumin (BSA, fraction V) and lactoperoxidase were purchased from Sigma-Aldrich
(Oakville, Ontario, Canada). Na'”I was from Amersham Corp. (Oakville, Ontario,
Canada). PVDF membranes (Immobilon P) were obtained from Millipore
(Mississauga, Ontario, Canada). Antibodies against BSP proteins were raised and
characterized as previously described [30, 34]. Enhanced Chemiluminescence
(ECL) reagent was from Dupont (Boston, MA, USA). All other chemicals used

were of analytical grade and were obtained from commercial suppliers.
Preparation of crude human seminal plasma (cHSF)

Human semen was obtained from fertility centers in Montreal area hospitals.
The samples were frozen at -20°C until use. The samples were then thawed, pooled
and centrifuged at 1,000 x g for 10 min to remove spermatozoa from the seminal
plasma. The supernatant was recentrifuged at 10,000 x g for 10 min to remove any
particles from the seminal plasma. The seminal plasma proteins were precipitated
by adding 9 volumes of 95% cold ethanol with gently stirring for 2 h at 4°C. The
protein precipitates were centrifuged at 10,000 x g for 10 min and washed three
times with cold ethanol. The proteins were finally resuspended in 50 mM
ammonium bicarbonate and lyophilized. These fractions were designated crude

human seminal plasma (cHSP).
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Isolation of egg-yolk low-density fraction

The egg yolk was diluted to 9 volumes with Tris-HCl, pH 7.2 and density
was adjusted to 1.21 g/ml with potassium bromide (KBr). The solution was
subjected to ultricentrifugation at 400,000 x g for 20 h at 18°C. The upper phase
containing the low-density fraction (LDF) was retrieved and dialyzed against
phosphate-buffered saline (PBS; 50 mM phosphate, 150 mM NaCl, pH T

Crude human seminal plasma and LDF incubation

Ten g of cHSP was solubilized in 100 ml of PBS and incubated with 10 mg
of LDF for 30 min at room temperature. LDF along with bound proteins was
reisolated as described before on KBr gradient (1.21 g/ml). The upper fraction was
retrieved and dialyzed against 50 mM phosphate buffer. These proteins were then
delipidated with 2 volumes of n-butanol/isopropylether (15:35) [44]. The upper
phase was discarded. The lower phase was dialyzed against 50 mM ammonium
bicarbonate and lyophilized. This fraction was delipidated second time using cold
methanol-chloroform method [44]. The precipitated proteins were collected by
centrifugation, dialyzed against ammonium bicarbonate buffer (50 mM) and
lyophilized. Choline phospholipid content was determined using Boehringer
Mannhein kit (Catalog number, 691844) for phospholipids determination to follow
the efficiency of the delipidation.

PPC-Agarose chromatography

The delipidated proteins were solubilized in PBS and centrifuged at 10,000 x
g for 10 min to remove any precipitates. The supernatant was applied on a PPC-
Agarose column equilibrated with PBS. The protein solution was recirculated on
the column for 2-3 h to maximize the interaction between the proteins and the
affinity matrix. The unbound material was washed out with PBS, and the adsorbed
proteins were eluted with 50 mM phosphate buffer containing 150 mM cholin and 7
M urea. The adsorbed and unadsorbed fractions were pooled separately and were

dialyzed against 50 mM ammonium bicarbonate and lyophilized.
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Gelatin-Agarose chromatography -

The lyophilized PPC-Agarose adsorbed proteins were solubilized in PBS
buffer and centrifuged at 10,000 x g for 10 min to remove any insoluble material.
The protein preparations were then applied on a gelatin-Agarose column previously
equilibrated with PBS. The protein solution was recirculated on the column for 120
min to maximize the interaction between the proteins and the affinity matrix. The
unbound material was washed out with PBS, and the adsorbed proteins were eluted
with 50 mM phosphate buffer containing 7 M urea. The adsorbed and unadsorbed

fractions were dialyzed against 50 mM ammonium bicarbonate and lyophilized.
Radio-Immunoassay (RIA)

The iodination of the BSP proteins was performed by lactoperoxidase
method as described previously [32]. All reagents for RIA were diluted in the
immunoassay buffer (50 mM phosphate buffer pH 7.4, containing 5 mM EDTA,
0.45% NaCl, 0.25 mg/ml sodium azide, 0.05% Tween-20 and 0.1% BSA). The
primary antibodies were used in following dilution; 1:1,000 for anti-BSP-A1/-A2
and anti-BSP-30 kDa, and 1:10,000 for anti-BSP-A3. After overnight incubation
(~20 h), 50 pl of secondary antibody (10% Goat anti-RGG) was added, followed by
another incubation for 12-16 h. All tubes except total counts were centrifuged at
2,200 x g for 15 min. The supernatant was aspirated and the radioactivity associated
with the pellet was determined in gamma-ray scintillation counter (1272

CliniGamma, Pharmacia Wallac, Finland).

SDS-PAGE analysis and Immunoblotting

SDS-PAGE in 15% gel was performed according to Laemmli [46] using a
Bio-Rad Protein II vertical slab gel electrophresis apparatus. After electrophoresis,
gels were stained in Coomassie brillant blue R-250. The apparent molecular
weights (M;) were determined with the low-molecular-weight calibration kit of
Pharmacia (Dorval, Quebec). For immuno-detection of proteins separated by SDS-

PAGE were transferred to PVDF membrane [43]. PVDF membranes were then
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saturated in PBS containing 1% BSA and 0.05% Tween-20 for 2 h at room
temperature and then probed with the appropriate polyclonal anti-BSP antibodies
dituted in PBS containing 0.1% BSA and 0.05% Tween-20 (washing buffer) for 1.5
h at room temperature. The membranes were washed (4 X 5 min) in washing buffer
and incubated with lactoperoxidase-coupled anti-rabbit antibodies (1:10,000) for 1
h. The membranes were then washed and developed using the ECL kit as described
by the supplier.

Protein determination

The protein content of each purification step was measured by Lowry
method [47] or by weighing dialyzed and lyophillized powder on a Cahn
microbalance (Model C-31, Fisher Scientific, Fairlawn, NJ).
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RESULTS

In order to prove that BSP analogs are present in human seminal plasma, we
attempted in this study to purify these proteins using their binding affinities for
LDF, PPC-Agarose and gelatin-Agarose. This method was previously used with
success for the purification of phospholipid-binding proteins from bovine, boar and

stallion seminal plasma [43].
Isolation of LDF binding proteins

As described in the Materials and Methods section, 10 g of alcohol
precipitated proteins were incubated with 10 mg of LDF and subjected to
ultracentrifugation in KBr solution. This manipulation resulted in the appearance of
two phases. The upper phase contained all the LDF and the LDF-binding proteins.
We determined by radioimmunoassay using antibodies raised against BSP proteins,
the quantity of BSP analogs present in the delipidated upper phase. All three
proteins were detected in cHSP and in the LDF fraction (Table I). In all cases we
noted a substantial increase of BSP analogs concentrations in the LDF fractions
compared to those found in crude fraction. This increase was higher for BSP-A1/-
A2 analogs (809-fold) but it is the BSP-30-kDa analog that was found in the highest
concentration in ¢cHSP. Interestingly, we found a yield superior to 100% for BSP-
A1/-A2 analogs (335%). This means that we have detected a larger quantity of
analogous proteins in the LDF fraction than in cHSP. This may be explained by the
elimination, during the purification, of some molecules present in alcohol
precipitated fraction that prevented the antibodies to bind all the proteins. The
recovery was respectively of 86% and 51% for BSP-A3 and BSP-30-kDa analogs
for LDF step. The control experiments show that delipidated LDF did not interfere

with the radioimmunoassay (data not shown).

The delipidated upper phase was also analysed by immunoblotting using
antibodies raised against BSP-A1/-A2, BSP-A3 and BSP-30-kDa proteins to
determine the molecular weights of the proteins that cross-reacted with these

antibodies. The delipidated upper phase fraction with anti-BSP-A1/A2 revealed the
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presence of a doublet having the same molecular weights and the same
electrophoresis pattern than BSP-A1/A2 (15.5 and 16.5 kDa). Three proteins cross-
reacted with anti-BSP-A3 antibodies (Fig. 1b). Two bands having a molecular
weights around 30-33 kDa and one band having the same molecular weight as BSP-
A3 (15 kDa) were detected. The antibodies raised against BSP-30-kDa cross-
reacted with several proteins present in the sample (Fig. 1B). But it is interesting to
note that one 28 kDa band appeared at the same molecular weight region as BSP-
30-kDa. The anti-BSP cross-reacting proteins were not detected by
immunodetection in 100 g of cHSP (data not shown) and were not visible on SDS-
PAGE (Fig. 1a). However, we could detect them by immunoblotting following
LDF step.

Purification by affinity chromatographies

The delipidated upper phase proteins (40 mg) were dissolved in PBS and
loaded on PPC-Agarose column. Figure 2A shows that a large quantity of proteins
did not bind to the matrix (first peak). The adsorbed proteins were eluted with 150
mM choline-7 M urea buffer (second peak), dialyzed and lyophilized.

Immunoblot analysis (Fig. 2C) of the PPC-Agarose adsorbed fraction using
anti-BSP-A1/-A2 showed the same doublet that we found after LDF-step and
having the same molecular weight than BSP-A1/A2. This chromatography step
eliminated most of the proteins that were cross-reacting with anti-BSP-A3 and anti-
BSP-30-kDa. Surprisingly, the only cross-reacting proteins remaining are a 15 kDa
protein detected by anti-BSP-A3 and a 28 kDa protein detected by anti-BSP-30kDa.
So, the purified proteins on PPC-Agarose column were composed of proteins

having the same molecular weight and cross-reacting affinity than the BSP proteins.

The PPC-Agarose-adsorbed proteins were then loaded on a gelatin-Agarose
column (Fig. 2B). Once again a large proportion of proteins remained unadsorbed
(first peak). The adsorbed proteins were eluted with a 7 M urea buffer, dialyzed and
lyophilized (second peak). The Figure 2C shows that the same anti-BSP-cross-
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reacting proteins that bound to PPC-Agarose column, also bound to gelatin-Agarose

matrix.

Radioimmunoassay using anti-BSP-A1/-A2 antibodies confirmed the
enrichment of the protein fractions (from 809- to 20,341 for -A1/-A2) using the
PPC-Agarose and gelatin-Agarose chromatographies.  Although, there was
considerable decrease in fold purification from LDF-step to PPC-Agarose step for
BSP-A3 and BSP-30-kDa, there was a significant increase in fold purification from
PPC-Agarose step to gelatin-Agarose step. The decrease in the fold purification
observed with BSP-A3 and 30kDa from LDF step to PPC-Agarose step is due to the
removal of other cross-reacting proteins present in seminal fluid and is discussed in

the next section.
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DISCUSSION

The capacitation phenomenon was observed almost 50 years ago
independently by Chang [1] and Austin [2]. The molecular mechanism implicated
in this phenomenon is still not well defined. It involves number of biochemical and
physiological modifications in spermatozoa. It occurs in the female genital tract and
is influenced by some capacitating factors (HDL and heparin-like GAGs) present in
the follicular and the oviductal fluids.

Seminal plasma also plays an important role in this phenomenon. More than
just serving as diluent and carrier for the spermatozoa [48], it consists of a very
complex mixture of molecules each playing an important role in the fertilization of
spermatozoa. It provides metabolic substrates [48], it protects against oxidation and
some infection [49], stimulates the sperm muotility [50], it also interacts directly with
the spermatozoa and induces some membrane modifications. Certain seminal
plasma proteins appear to play an important role in induction of capacitation,
because studies have shown that bovine epididymal sperm take a longer period (22
h) to capacitate than ejaculated sperm (7 h) [51]. Several studies show that a family
of phospholipid-binding proteins (BSP proteins) of bovine seminal plasma, are the
factors responsible for this induction [26-29].

In this study, we report the isolation of BSP analogous proteins from human
seminal plasma. In the first step, we took advantage of the binding affinity that this
family of proteins has for the egg yolk LDF. We have previously shown that
stallion, boar and bovine phospholipid-binding proteins (BSP proteins/BSP analogs)
can be efficiently isolated from seminal plasma using this LDF affinity [43].
Immunodetection and RIA results proved that this method also works for human
seminal plasma proteins. In fact, RIA results show an increase in concentration
following this purification up to 809-fold for the human analog of BSP-A1/A2. The
immuno-detection using anti-BSP-A1/A2 attests these results since we observed the
appearance of a doublet having the same molecular weight than the BSP-A1/A2.
Similar results were observed using the antibodies against BSP-A3 and BSP-30-kDa
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proteins. This study shows for the first time the presence of BSP analogous proteins

in human seminal plasma with the same molecular weights than BSP proteins.

The results of RIA for human BSP analogs should be interpreted with
caution, since the antibodies used were raised against bovine proteins. Furthermore,
human seminal fluid contains other proteins (29-kDa, 33-kDa and 66-kDa) that bind
to BSP antibodies. This is particularly evident on immunoblots probed with anti-
BSP-A3 and anti-BSP-30-kDa. This would explain the overestimation of —A3 and —
30-kDa analogous proteins detected by RIA in crude fraction and in upper phase
(LDF step). On the other hand, the increase in the yield using anti-BSP-A1/A2 can
be explained by the elimination of some components present in the alcohol
precipitated fraction that were interfering with the antibodies that would result in an
underestimation of human BSP-A1/A2 analogous proteins. Despite variations in the
RIA data of the human protein analogs, we observed for the first time by immuno-
blotting, the appearance of cross-reacting bands having the same molecular weights.
These results prove that the human seminal phospholipid binding-proteins that are
analogous to the BSP family proteins also bind to egg yolk LDF and can be isolated
with it.

After LDF step, human BSP analogous proteins contained several other
proteins coming from the LDF and/or from seminal plasma. To eliminate some of
these contaminants we used PPC-Agarose and gelatin-Agarose matrices. The
affinity for these two ligands is characteristic of this family of proteins. A number
of proteins were eliminated by these chromatographies. This purification enriched
the human BSP-A1/A2 analogous protein by 20,341-fold. This result shows the
efficiency of the technique of purification for the human BSP-A1/A2 analogs. The
decrease observed in the RIA using anti-BSP-A3 and anti-BSP-30-kDa results can
be explained once again by the disappearance of the cross-reacting proteins during
the purification. The immunodetection results show that our purification permits to
isolate only the human seminal plasma proteins having the same molecular weights
as BSP-A1/A2, BSP-A3 and BSP-30-kDa and cross-reacting with respective

antibodies.
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Human analogous proteins are the first analogs having the same specificity
as BSP proteins. In stallion only two analogs, HSP-1 and HSP-2 have been purified
but these proteins do not have the same molecular weight as BSP analogs [39, 40].
Similarly pB1 is the only known BSP analog of the boar and it has a different
molecular weight [40]. Moreover, human analogs appear to have great amino
sequence similarity with bovine proteins since the bovine antibodies can recongnize
them but not stallion and boar analogs. These similarities could reveal that these
proteins play the same role in human. Despite this structural similarity with the
bovine proteins, one big difference should be noted. The concentration of BSP
proteins in bovine seminal plasma represents almost 60% (~50 mg/ml) of the total
proteins; whereas, in human seminal plasma the amount seems much lower (around
0.1 pg/g). This difference could have a big influence on the function that these
proteins play in the human spermatozoa capacitation. But this lack of quantity can
be compensated by a better efficiency of human proteins. Since spermatozoa have
binding sites on their surface for these proteins most of the BSP analogs may be
bound to spermatozoa and therefore, very little is found in tﬁe seminal plasma.
Alternatively, a large amount of BSP analogous proteins may have been rapidly
degraded since the human seminal plasma contains a lot of protease activity. On the
other hand, they may play synergetic role with other proteins present in the human
spermatozoa or seminal plasma. For example, boar spermadhesin, AQN-1 binds to
pB1, the boar BSP analog, forming hetero-oligomers that have binding affinities for
heparin-Agarose [40]. However, spermadhesions are present in a larger quantity in
seminal plasma of species having less BSP analogs [52]. But until now, no study
has shown any implication of spermadhesin in sperm capacitation and neither any

human spermadhesins have been isolated.

Despite differences discussed above, the presence of a family of proteins
having the same properties than BSP proteins, could be of a major importance in
comprehension of the human sperm capacitation, in mammalian fertility evolution

and in a more general way in the comprehension of all the human fertilization
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process. Our laboratory is currently investigating whether these proteins are

responsible for some kind infertility problems in human.
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Table I. Purification summary. Aliquots of the various fractions of the purification
were analysed by RIA for BSP analogs content as described under "Material and

Methods".

BSP-A1/-A2 BSP-A3 BSP-30-kDa
Step Concentration Yield Purification  Concentration Yield Purification  Concentration Yield Purification
(ng/le) (%)  (fold) (re/g) (0  (fold) (ng/lg) (%)  (fold)
cHSP 0.13 100 1 0.10 100 1 5.1 100 1
LDF isolation 105.2 335 809 20.8 86 208 631 51 123
PPC-agarose 1,587 441 12,207 9.62 34 96 90.8 0.64 18

Gelatin-agarose 2,644 617 20,341 16.28 49 163 225.6 1.3 44
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LEGEND TO FIGURES

Figure 1. Immunoblotting analysis of the delipidated upper phase recovered
after the use of the LDF isolation method. (A) Alcohol precipitated human
seminal plasma proteins was analyzed by SDS-PAGE on 15% gel. Alcohol
precipitated human seminal plasma proteins (lane 2), BSP-A1/A2 (lane 3), BSP-A3
(lane 4), BSP-30-kDa (lane 5). Low molecular weight standards (lane 1; they are
from the top to the bottom, phosphorylase b, albumin, ovalbumin, carbonic
anhydrase, trypsin inhibitor and o-lactalbumin). (B) The delipated upper phase
fractions recovered after the LDF isolation method was subjected to SDS-PAGE,
electrotransfered to a PVDF membrane and probed with anti-BSP-A1/A2, anti-BSP-
A3 and anti-30-kDa antibodies. Alcohol precipitated bovine seminal plasma
proteins (lane 1), low molecular weight standards (lane 2) and upper phase

delipidated fraction (lane 3).

Figure 2. Purification patterns of human proteins purified by affinity
chromatographies and immunodetection analysis. (A) 40 mg of delipidated
upper phase proteins was solubilized in PBS and applied on PPC-Agarose column.
After washing, the elution of adsorbed proteins was achieved with 50 mM
phosphate buffer containing 150 mM choline and 7 M urea. (B) PPC-Agarose
adsorbed proteins solubilized in PBS were loaded on gelatin-Agarose column. After
washing the column, the adsorbed proteins were eluted with 50 mM phosphate
buffer containing 7 M urea. One ml fractions were collected at a flow of 30 ml/h.
(C) Each sample recovered during the purification were subjected to SDS-PAGE,
proteins were electrotransfered to a PVDF membrane and probed with anti-BSP-
Al/A2, anti-BSP-A3 and anti-30-kDa antibodies. Alcohol precipitated bovine
seminal plasma proteins (lane 1), PPC adsorbed proteins (lane 3), gelatin-adsorbed
proteins (lane 4), unadsorbed proteins (lane 5). Low molecular weight standards
(lane 2; they are from the top to the bottom, phosphorylase b, albumin, ovalbumin,
carbonic anhydrase, trypsin inhibitor and a-lactalbumin).
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3. DISCUSSION

Les protéines BSP semblent jouer un rdle majeur dans le phénoméne de la
capacitation chez le bovin. Présentes en fortes concentrations dans le plasma
séminal de cette espece, elles interagissent avec plusieurs molécules connues pour
leur réle de modulateur de la fertilité. Plusieurs études ont confirmé que les
protéines BSP contribuent & la capacitation du spermatozoide en diminuant de plus
de la moiti€ le temps nécessaire & cette maturation par les facteurs capacitants

(section 1.8.2).

La présence des protéines HSP-1 et HSP-2 dans le plasma séminal équin, de
la protéine pBl chez le porcin, ainsi que de protéines immunologiquement
apparentées aux protéines BSP dans le plasma séminal de diverses espéces semblent
indiquer la possible ubiquité de cette famille de protéines (section 1.9). Les
mecanismes menant a la capacitation demeurant méconnus chez la plupart des
mammiferes, il semblait intéressant de vérifier la présence de pfotéines analogues

aux protéines BSP chez d’autres espéces.

3.1 Présence de génes codant pour des protéines analogues aux protéines BSP

chez d'autres espéces

Avant le début de cette étude, seul les séquences en acides aminés des
protéines BSP ainsi que la séquence de I’ADNc codant pour la protéine BSP-A1/A2
étaient connues (Kemme et Sheit, 1988a, 1988b). Afin de vérifier par Southern blot
la présence de génes codant pour des protéines analogues aux protéines BSP chez
d’autres espéces, il nous fallait procéder dans un premier temps au clonage et au
séquengage des ADNc codant pour chacune des protéines BSP. Par la suite, les
sondes moléculaires élaborées a partir de ces séquences nous ont servi a la détection

de génes codant pour les protéines BSP chez d'autres espéces (Article 2.1).

L’analyse de ces nouvelles séquences nous a permis de constater une forte

analogie entre les protéines BSP tant au niveau des séquences concensus de la
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méthionine initiatrice et du signal de polyadénylation de leur ADNc que de la
séquence codant pour ce que nous croyons étre leur peptide signal. Les différences
observées entre les séquences déduites en acides aminés a partir des ADNc des
protéines BSP-A3 et BSP-30-kDa et les séquences protéiques publiées pour ces
mémes protéines semblent témoigner d’un certain polymorphisme des génes codant
pour les protéines BSP. Bien que I’effet de ce polymorphisme reste a élucider, il
pourrait étre responsable des variations de fertilité intra-espéces observées chez le

taureau (Bellin et coll., 1994, 1998).

L’analyse de I’expression tissulaire des protéines BSP par des protections a
la RNase a confirmé que ces protéines sont synthétisées dans les vésicules séminales
et les ampoules chez le taureau. Aucune expression de I’ARNm codant pour ces
protéines n’a par ailleurs été décelée au niveau des autres organes du tractus génital

male et des autres tissus analysés.

Afin de vérifier la présence de génes codant pour les protéines BSP chez
divers mammiferes, nous avons procédé 4 une analyse par Southern Blot en utilisant
des sondes moléculaires élaborées a partir de ’ADNc des protéines BSP-A1/A2,
BSP-A3 et BSP-30-kDa. Des analyses effectuées avec la sonde d’ADNc de BSP-
30-kDa dans des conditions de fortes stringences nous a permis de détecter la
présence d’une séquence similaire de 3,7 kb dans I’ADN génomique de I’humain,
du rat, du hamster et du lapin. Ces résultats suggérent la présence d’un géne
fortement apparenté au géne codant pour la protéine BSP-30-kDa chez ces espéces.
Ces résultats concordent parfaitement avec ceux témoignant de la présence de
protéines immunologiquement apparentées a la protéine BSP-30-kDa chez ces
especes. Toutefois, ces mémes analyses utilisant les sondes de BSP-A1/A2 et de
BSP-A3 ne nous ont pas permis de découvrir des génes analogues chez ces espéces

et ce, méme a une faible stringence.

La détection de génes similaires aux protéines BSP-30-kDa chez d’autres
espéces semblent témoigner de la présence de régions fortement conservées lors de

I’évolution dans les génes codant pour cette protéine. La protéine BSP-30-kDa étant
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considérée comme le meilleur médiateur de la capacitation chez le bovin (Thérien et
coll., 1995, 1997, 1998), et sa présence a la surface de la membrane du
spermatozoide concordant avec l'augmentation du taux de fécondité (Bellin, 1994,
1998), il n’est pas €tonnant d’un point de vue évolutionniste que cette protéine soit

la mieux conservée.

Toutefois, I’absence de détection de génes codant pour les protéines BSP-
Al/A2 et BSP-A3 chez d’autres mammiféres ne témoigne que de I’absence de
régions hautement conservées chez ces espéces. Il est important de rappeler qu’étant
donné la dégénérescence du code génétique, des mutations n’engendrent pas
nécessairement de forts changements dans la séquence primaire d’une protéine et
encore moins une modification de ses propriétés de liaison. L’existence d’analogues
fonctionnellement et structurellement apparentés aux protéines BSP-A1/A2 et BSP-
A3 chez le porc et le cheval semble d’ailleurs en témoigner. De la méme fagon, la
présence de protéines liant la phosphocholine immunologiquement apparentées aux
protéines BSP-A1/A2 et BSP-A3 chez I’humain, le rat et le hamster témoigne peut
etre de la présence de régions fortement conservées au niveau de la séquence

primaire tout en étant hautement mutées au niveau génomique.

Néanmoins, la possibilité que ces mutations aient affecté le rdle joué par ces
protéines dans la reproduction demeure. Il est d’ailleurs possible que ces protéines
jouent un role totalement différent chez d’autres espéces. Seule la purification de ces
protéines et leur caractérisation nous permettrons de connaitre leur implication dans

la capacitation chez ces espéces.

3.2 Klaboration d’un nouveau protocole de purification des analogues aux

protéines BSP

Lors d’études préliminaires, nous avons tenté de purifier des protéines
apparentées aux protéines BSP du plasma séminal chez plusieurs mammiféres en
utilisant diverses colonnes d’affinité. Cependant, comme nous 1’avons mentionné

précédemment ces protéines ne sont présentes qu’en trés faibles concentrations chez
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la plupart des espéces ce qui rend impossible une purification efficace en utilisant
ces colonnes d’affinité. Afin d’enrichir la fraction qui sera déposée sur la colonne et
de travailler avec une plus grande quantité de matériel de départ, nous avons dii
développer une nouvelle méthode de purification des protéines analogues aux

protéines BSP (Article 2.2).

Cette technique fait appel aux interactions observées lors d’études
préliminaires en cryopréservation entre la LDF et les protéines BSP (les composants
de la LDF interagissants avec les protéines BSP demeurent inconnus). En partant du
principe que la LDF peut étre isolée d'une solution de KBr (1.21 g/ml) par
ultracentrifugation, nous avons tenté de séparer les protéines BSP et leurs analogues
liés au LDF des autres protéines du plasma séminal. Leur purification serait
complétée par la suite par des chromatographies sur colonnes de PPC-agarose et de

gélatine-agarose ( voir matériel et méthodes section 2.2).

Afin de démontrer I’efficacité de ce nouveau protocole, nous avons procédé
a la purification des protéines BSP du plasma séminal bovin et de leurs analogues

porcin et équin.
3.2.1 Evaluation du nouveau protocole en présence de protéines BSP

Dans un premier temps, il fallait prouver que les protéines BSP pouvaient
étre isolées efficacement en présence de LDF. Nous estimions que si tout
fonctionnait bien, que suite a I'ultracentrifugation toutes les protéines BSP se
retrouveraient dans la phase supérieure avec la LDF. La phase inférieure ne devait

contenir que les protéines incapables de lier la LDF.

En utilisant qu'une faible quantité (condition non-saturante) de protéines du
plasma séminal bovin précipitées a I’alcool (¢BSP), nous avons démontré qu’il était
possible d’isoler la presque totalité des protéines BSP (98%). Les traces de ces
protéines retrouvées dans la phase inférieure étant probablement causées par la

difficulté de récupérer I’ensemble de la solution composant la phase supérieure. Il
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est intéressant de constater que malgré la liaison d’autres protéines du plasma
séminal 4 la LDF, il ne semble exister aucune interférence entre celles-ci et les
protéines BSP. Ces résultats semblent démontrer la forte affinité existant entre des

composantes de la LDF et les protéines BSP.

Par extrapolation nous avons déterminé, en condition saturante, que la LDF
peut purifier efficacement jusqu'a 12 fois sa masse en cBSP et isoler
approximativement 7 fois sa masse en protéines BSP (les protéines BSP
représentant environ 60% de toutes les protéines du plasma séminal). De plus, il
semble que méme en condition saturante, toutes les protéines BSP (BSP-A1/A2,
BSP-A3, BSP-30-kDa) conservent la méme répartition, ce qui témoigne d’un niveau
d’affinité similaire chez toutes ces protéines. Cette propriété est trés intéressante
pour la poursuite de la purification puisqu’elle nous permetira d’isoler toutes les

protéines BSP au cours d’un méme processus.

Des purifications ultérieures sur des colonnes de PPC-dgarose et gélatine-
agarose ont confirmé que les protéines BSP conservaient toutes leurs propriétés de
liaison suite & leur isolement utilisant leur affinité pour la LDF. Toutefois, il est
important de noter que les protéines isolées par cette technique doivent étre
complétement délipidées avant d’étre appliquées sur les colonnes d’affinité. En
effet, nous avons remarqué lors d’études préliminaires que la présence d’une
quantité de lipides, méme trés faible, pouvait inhiber la liaison entre les protéines
BSP et la PPC-agarose, les sites de liaison de la protéine étant probablement saturés

par des phospholipides provenant de la LDF.

1.’isolement par LDF, suivi par les chromatographies sur PPC-agarose et sur
gélatine-agarose nous ont permis d’obtenir une fraction pure ne contenant que les
protéines BSP, tout en minimisant les pertes normales inhérentes aux processus de

purification.
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3.2.2 Evaluation de Pefficacité du nouveau protocole dans la purification dé

deux familles de protéines d’analogues connues aux protéines BSP

Ce protocole de purification s’étant avéré efficace pour les protéines BSP, il
semblait intéressant de vérifier s’il pouvait étre utilisé pour la purification de tous les
analogues des protéines BSP. Afin de vérifier cette possibilité, nous avons utilisé le
plasma séminal de deux espéces contenant des analogues connus aux protéines BSP,

le porc et le cheval.
3.2.2.1 Purification de I’analogue porcin

La protéine pBIl a été purifiée du plasma séminal de porc en utilisant ce
protocole. L’interaction entre les analogues des BSP et la LDF n’ayant jamais été
étudi€e auparavant, I’isolement de pBl par cette méthode constitue la premiére
preuve de I’existence possible d’une telle propriété chez I’ensemble des membres de

la famille des BSP.

Contrairement a la purification des protéines BSP, une grande quantité de
protéines du plasma séminal outre pB1 a été isolée avec la LDF. La majorité de ces
protéines a toutefois été éliminée lors de la chromatographie sur PPC-agarose. La
séquence des colonnes d’affinité utilisée nous a permis d’éliminer la protéine AQN-
1, une spermadhésine reconnue pour former un complexe oligomérique avec pBl
qui lui permet de lier la PPC-agarose, mais qui ne semble pas nécessaire a sa liaison
a la gélatine-agarose (section 1.9.1.2). La protéine se lie probablement 4 la gélatine-

agarose sous forme monomérique par le biais de ses domaines de type II.
3.2.2.2 Purification des analogues équins

Les protéines HSP-1 et HSP-2, deux analogues bien connus des protéines
BSP ainsi qu’une nouvelle protéine de 12 kDa ont été purifiées du plasma séminal
de cheval en utilisant le nouveau protocole de purification. Cette purification
témoigne de nouveau de 'interaction existant entre des protéines analogues aux

protéines BSP et la LDF. Bien que ces résultats témoignent une fois de plus de
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efficacité de la méthode, il semble important de discuter plus amplement des
différences existant entre les résultats que nous avons obtenus et les données

généralement rapportées dans la littérature.
3.2.2.2.1 Les protéines HSP-1 et HSP-2

En 1995, Calvete et coll. ont démontré qu’il existe deux formes de HSP-1,
une forme qui s’oligomérise avec HSP-2 et peut lier 'héparine-Sepharose, et une
forme monomérique qui ne peut lier I’héparine-Sepharose, mais peut lier la geélatine-
agarose. Selon Calvete et coll., la seule différence qui existait entre ces protéines
était leur type de glycosylation, leur poids moléculaire étant exactement le méme sur
SDS-PAGE; 28kDa. Contrairement a ces résultats, nous avons €t€ en mesure
d’isoler deux formes de HSP-1, l'une de 22 kDa et l'autre de 17 kDa. Il est
intéressant de noter que nos résultats semblent se rapprocher davantage des poids
moléculaires évalués théoriquement en tenant compte de la séquence en acides
aminés et des quatre chaines de carbohydrate de HSP-1 (environ 16,6 kDa) ou par
tamis moléculaire et spectroscopie de masse (14 kDa et 16 kDa) (Calvete et coll.,
1995). La protéine HSP-1 de 22 kDa que nous avons isolée est probablement la
forme liant ’héparine (contenant quatre chaines de carbohydrates NacNeu-Gal-
GalNac) alors que la protéine HSP-1 de 17 kDa pourrait étre la forme ne pouvant
lier I’héparine (contenant un résidu Gal-GalNac et trois résidus GalNac). Ces
résultats semblent mieux concorder avec les estimations théoriques du poids
moléculaire de la protéine et les différences existant entre leur niveau de
glycosylation. Etant donné que nous avons retrouvé les deux formes de la protéine
HSP-1 suite a la purification, ces résultats impliquent que méme la forme

monomérique de HSP-1 peut lier la LDF et la PPC-agarose.

La protéine HSP-2 a aussi été purifiée selon notre nouveau protocole. Son
poids moléculaire de 16 kDa différe de celui obtenu par Calvete et coll (1995a). sur
SDS-PAGE (25 kDa). Mais il semble se rapprocher du poids moléculaire évalué par
spectroscopie de masse (14,0-14,7 kDa). En interprétant les résultats de Calvete et

coll.,, HSP-2 a probablemement été isolée en formant un complexe oligomérique
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avec la protéine HSP-1-22-kDa alors que sa forme monomérique a pu directemeng

interagir avec la matrice de gélatine-agarose.
3.2.2.2.2 La protéine HSP-12-kDa

Plus que la purification des deux formes de la protéine HSP-1 et de la
protéine HSP-2, la découverte d’une nouvelle protéine du plasma séminal équin de
12 kDa confirme I’efficacité de notre nouveau protocole. Cette protéine HSP-12-
kDa posséde une région amino-terminale trés similaire aux autres membres de la
famille des protéines BSP, tout particuliairement au niveau des élément de séquence
CVFPF et FDCT. Ces séquences constituent des régions trés conservées dans cette
famille de protéines puisqu’elles sont responsables de la formation du premier
domaine de type II. Ces domaines que 1’on retrouve au nombre de deux chez les
protéines de la famille des BSP seraient responsables de la liaison a la gélatine, a la
phosphocholine et probablement & I’héparine. Etant donné son homologie de
séquence et son affinité pour la LDF, la PPC-agarose et la gélatine-agarose, HSP-
12-kDa peut étre considéré comme un nouveau membre de la famille des BSP. Un

séquengage complet de cette protéine confirmera probablement nos conclusions.

Avec cette nouvelle protéine HSP-12-kDa, nous retrouvons exactement le
méme nombre de protéines dans le plasma séminal équin que dans le plasma
séminal bovin. Comme la protéine BSP-A1/A2, HSP-1 compte deux formes
glycosylées. Et comme les protéines BSP, les protéines HSP forment des
oligoméres. Il sera donc intéressant d’évaluer la capacité d’agrégation de HSP-12-
kDa avec les protéines HSP-1 et HSP-2 afin de vérifier son implication dans
I’affinité de laison et son rdle dans le processus de fécondation. A premiére vue,
étant donné que cette protéine semble absente des études de Calvete et coll. (1995a,
1998) sur la liaison de protéines du plasma équin a ’héparine, il est possible que la
protéine HSP-12-kDa ne puisse lier I’héparine. Les analogues des protéines BSP
étant reconnus pour leur rdle de modulateurs de la capacitation induite par
I’héparine, il serait intéressant de vérifier I'implication de cette protéine dans la

capacitation du spermatozoide.



123

3.2.3 Avantages et inconvénients du nouveau protocole de purification

Ce nouveau protocole de purification a démontré son efficacité puisqu’il
nous a permis d’isoler toutes les protéines BSP et leurs analogues chez d’autres
espéces, et ce peu importe la concentration de 1’analogue. Méme si la plupart de ces
protéines pourraient étre purifiées selon un protocole plus habituel, nous avons su
démontré que I’affinité pour la LDF est une propriété intrinséque des protéines de la

famille des BSP.

Toutefois, il est évident que cette nouvelle procédure est une version
allongée des protocoles généralement rencontrés dans la littérature. L’ajout de
I’étape d’isolatement au LDF menant & de nombreuses manipulations (dialyse,
delipidation, lyophilisation), elle ne devrait étre utilisée qu’en présence de trés
faibles concentrations de protéines analogues aux BSP puisqu’elle engendre une
augmentation du temps nécessaire a la purification et la perte possible d’une certaine
quantit¢ de matériel. Par contre, elle nous permet de traitrer en peu de temps une
grande quantité de protéines, en plus d’enrichir et de réduire trés efficacement la
fraction protéique qui sera déposée sur les colonnes d’affinité et ainsi maximiser la

qualité de la purification.

Utilisant a la fois les caractérisques physiologiques (liaison aux
phospholipides) et structurelles (domaine de type II) des protéines BSP, la
combinaison des colonnes de PPC-agarose et de gélatine-agarose s’est avérée un
choix judicieux puisqu’elle nous a permis d’isoler de fagon trés spécifique les
protéines de la famille des BSP. De plus, elle nous a permis d’éviter les piéges
causés par I’agrégation que nécessite la liaison & ’héparine-Sepharose. L’utilisation
simple de cette combinaison de matrices d’affinité demeure d’ailleurs recommandée
lors de la purification d’analogues aux BSP présents en forte concentration dans le

plasma séminal.

Nous espérons donc que ce nouveau protocole pourra étre appliqué a

d’autres espéces avec la méme efficacité. Les analogues des protéines BSP se
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retrouvant en trés faibles concentrations chez de nombreuses espéces, beaucoup de
purification reste a faire. Cette nouvelle méthode nous permetira de vérifier la
présence d’analogues chez d’autres espéces et nous aidera a déterminer le rdle de

ces protéines dans la capacitation.
3.3 Isolement de protéines analogues aux protéines BSP chez I’humain

Comme nous 1’avons démontré précédemment, le génome humain contient
des genes offrant une forte similitude avec le géne codant pour la protéine BSP-30-
kDa chez le taureau. D’autres études réalisées par dosages radioimmunologiques et
par immunodétections ont par ailleurs démontré la présence dans le plasma séminal
humain de faibles quantités de protéines immunologiquement apparentées aux
protéines BSP. Suite & de nombreuses tentatives de purification de ces analogues
humains par les membres de notre laboratoire, ces protéines n’ayant toujours pas été
isolées, nous avons donc tenté de les purifier en utilisant notre nouveau protocole

(Article 2.3).

L’isolement au LDF et les chromatographies sur PPC-agarose et gélatine-
agarose ont été tres efficaces. Ce protocole nous a permis d’éliminer une grande
quantit¢ de protéines, tout en nous permettant de conserver quatre protéines
immunologiquement apparentées aux protéines BSP-A1/A2, BSP-A3 et BSP-30-
kDa. En plus d’étre immunologiquement apparentées, ces protéines possédent le
méme profil de migration en SDS-PAGE et des poids moléculaires similaires aux
protéines bovines. Au total, cette purification nous a permis d’enrichir jusqu’a
20 341 fois la protéine immunologiquement apparentée a la BSP-A1/A2 dans la
fraction protéique et d’atteindre une concentration finale de 2 644 pg/g de protéines.
Ces résultats témoignent de ’efficacité de notre protocole dans la purification des

analogues des protéines BSP chez I’humain.

Le plasma séminal humain étant malheureusement difficile a obtenir en
grand volume et la quantité de protéines résultant de cette purification demeurant

insuffisante, il nous est impossible présentement de procéder aux séquencages et a
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I’identification de ces protéines. Toutefois, ces protéines possédent la méme affinité
de liaison pour la LDF, la PPC-agarose et la gélatine-agarose que les protéinés
membres de la famille des protéines BSP. Ces protéines sont aussi
immunologiquement apparentées aux protéines BSP et possédent des poids
moléculaires similaires. Ces protéines pourraient donc étre les analogues humains

des protéines BSP.

Il est intéressant de noter que nos résultats sont similaires & ceux rapportés
par Leblond et coll. (1993) en ce qui concerne les protéines immunologiquement
apparentées aux protéines BSP-A1/A2 et BSP-A3. Toutefois, nos résultats
suggerent pour la premiére fois la présence d'une protéine de 28 kDa

immunologiquement apparentée a la protéine BSP-30-kDa.

Malgré les grandes similitudes existant entre les protéines bovines et les
protéines humaines, une importante différence demeure, leur quantité. La proportion
de protéines BSP dans le plasma séminal bovin est d’environ 60% alors que les
analogues que nous avons purifiés ne semblent qu'une composante mineure du
plasma séminal humain. Cette différence peut avoir une grande influence quant au
role que peut jouer ces protéines dans la capacitation du spermatozoide humain.
Toutefois, ce niveau réduit de protéines pourrait étre compensé par un potentiel

capacitant plus élevé chez I’humain.

Il est par ailleurs possible que ces protéines agissent en synergie avec
d’autres protéines du plasma séminal humain. En effet, certaines protéines du
plasma séminal, les spermadhésines, possédent des caractéristiques communes avec
les protéines BSP. Elles lient les phospholipides de la membrane du spermatozoide
au niveau de 1’acrosome, interagissent avec I’héparine et certaines jouent un rdle
actif lors de la capacitation (section 1.7.3.1). Il a d’ailleurs été démontré qu’une
forme de spermadhésine porcine lie directement la protéine pB1 formant ainsi un
oligomere capable de lier I’héparine. De plus, certaines études tendent a prouver que
cette famille de protéines serait présente en plus grande quantité dans le plasma

séminal des espéces contenant de faibles quantités d’analogues aux protéines BSP.
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Toutefois, jusqu’a présent, aucune étude n’a démontré directement I’implication des
spermadhésines dans la potentialisation de la capacitation du spermatozoide, ni

méme la présence de spermadhésines chez I’humain.

Malgré ces quelques différences physiologiques, la découverte d’une famille
de protéines ayant les mémes propriétés biochimiques que les protéines BSP
pourrait contribuer a une meilleure compréhension du phénoméne de la capacitation
chez ’humain, en plus de nous donner de nombreux indices sur I’évolution du

processus menant a la fécondation chez les mammiferes.
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4. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Nos travaux de biologie moléculaire nous ont permis de démontrer pour la
premicre fois l'existence de génes analogues aux génes codant pour les protéines
BSP chez le rat, le hamster, le lapin et I'humain. Parallélement, nos études de
purification nous ont permis de confirmer de nouvelles propriétés de liaison des
protéines BSP en plus de permettre de découvrir la présence de nouvelles protéines

analogues chez le cheval et ’humain.

Des analogues étant déja connus chez le porc et le cheval, ces résultats
combinés & la présence de protéines immunologiquement apparentées aux protéines
BSP chez plusieurs espéces confirment la possibilité que la famille des protéines

BSP serait largement répandue chez les mammiferes.

Malgré les différences observées dans la concentration de ces analogues
chez ces diverses espéces, la présence de protéines ayant des propriétés similaires
aux protéines BSP chez ces mammiféres pourrait fournir de nouveaux éléments
aidant & une meilleure compréhension du phénoméne de la capacitation. Des études
physiologiques chez ces espéces combinées a une analyse des différences observées
dans les séquences primaires et dans les niveaux d’expression de ces analogues,
nous permettront sans doute de mieux comprendre 1’évolution des mécanismes

régissant la fertilité chez les mammiferes.

Plus spécifiquement, chez le cheval, il sera intéressant d’étudier les
propriétés d’interaction existant entre la protéine HSP-12-kDa et les autres
analogues équins et de vérifer son role dans le processus de fécondation. La
possibilité que cette protéine puisse lier I’héparine étant mise en doute, il sera
intéressant de vérifier ’absence de cette interaction et son impact sur son pouvoir
capacitant. Finalement, la séquence en acides aminés étant presque complétée, il
sera possible de la comparer avec les autres séquences des analogues des protéines
BSP et ainsi mieux identifier les régions nécessaires aux interactions des protéines

BSP avec leurs ligands.
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Il sera aussi important d’identifier clairement le ou les composants de la
fraction de faible densité du jaune d’oeuf interagissant avec les protéines BSP et ses
analogues. Certains éléments tel la grande quantité de lipoprotéines (surtout des
LDL) contenue dans le jaune d'oeuf (Kuksis, 1992) ainsi que les interactions déja
observées entre cette famille de protéines et les lipoprotéines semblent milliter pour
une interaction directe entre les protéines BSP et cette fraction lipoprotéique du
jaune d'oeuf. Des études plus approfondies, nous permettraient sans doute de
raffiner et de rendre plus performant le protocole de purification que nous avons
élaboré, rendant ainsi possible la purification d’analogues aux BSP chez d’autres
especes. De plus, le jaune d’oeuf étant largement utilisé dans I’industrie comme
diluant du sperme lors de la cryopréservation, il sera important d’évaluer I’impact de
cette interaction sur la préservation de I’intégrité membranaire et sur la conservation

du pouvoir fécondant du spermatozoide.

Finalement, les protéines que nous avons purifiées chez I"’humain ayant
démontrées des propriétés fortement similaires avec les protéines BSP devront étre
séquencées afin de confirmer leur identité. Ces protéines se retrouvant en trés faibles
concentrations dans le plasma séminal et I’accessibilit¢ des spermatozoides
épididymaires étant tres limitée, les études de capacitation chez I’humain seront trés
difficiles a effectuer. Toutefois, il sera possible par des dosages
radioimmunologiques de déterminer I’impact des variations de leur concentration
sur la fertilité humaine. Ces études nous permettront peut étre d’élucider certains cas

d’infertilité jusqu’alors inexpliqués.
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