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1. The mean concentration of BBSP in the seminal bull plasma is 1.53+0.30 mg/ml. This con-
centration decreases about 40% after 14 days storage at 4 °C.

2. There is only a small correlation between the concentration of BBSP in the seminalplasma
and its fertilization capacity.

3. An artificial doubling of the normal BBSP concentration does not change the results of an
artificial insemination.

4. The genital tract of bull has been investigated with immunofluorescent antibodies on the
presence of BBSP. The results were negative.

5. Exprimed sperm from tail of epididymis didn’t show fluorescence after treatment with cor-
respondent antibodies. However washed ejaculated sperms had a distinct fluorescence in the middle
piece. After incubation of washed sperms with BBSP containing seminal plasma the entire surface
of the sperms showed an additional immunofluorescence.

6. From this it is concluded that BBSP develops or is concentrated in the middle piece of
sperms during its stay in the head of the epididymis. During the ejaculation a portion of the
sperms is destroyed and therefore BBSP enters the seminalplasma. The sperms contain on the
whole surface strongly negatively charged groups especially neuraminic acids. The BBSP binds to
these groups. So the electrophoretic mobility of ejaculated sperms is reduced.

7. The BBSP has a strong leukotactic activity. This is the probable reason for the phagocytotic
activity of seminal plasma.

Im Seminalplasma des Rindes befindet sich ein Methoden
stark basisches Protein (BBSP) * mit einem Mole- o . o
kulargewicht von etwa 46.000%. Physikalische Cewinnung von BBSP-Antiseren und quantitative
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Die Serumabnahme erfolgt frithestens 8 Tage nach
der letzten Injektion.

Der Antikorpergehalt der gewonnenen Antiseren
wurde folgendermaflen erhoht: Nach Zentrifugation
des Kaninchenblutes wurde das iiberstehende Serum
1:1 mit aqua bidest. verdiinnt und mit Ammonium-
sulphat bis zu einer 40prozentigen Sittigung ge-
fallt. Die ausgefallten Immunglobuline wurden in
physiologischer Kochsalzlosung aufgelost, 24 Stun-
den gegen aqua bidest. dialysiert und gefriergetrock-
net.

Partigenplattentechnik

Entsprechend den Partigenplatten der Behring-
Werke (Marburg/Lahn) wurden Agaroseplatten mit
monospezifischem BBSP-Antiserum hergestellt. Mit
einer Verdinnungsreihe des reinen BBSP wurden
diese Platten auf ihre Antiserumwirkung kontrol-
liert und aufgrund der Hofbildung fiir quantitative
Aussagen geeicht. Auf diese Weise waren quantita-
tive Bestimmungen des BBSP bei Seminalplasmen
verschiedener Bullen moglich. Die Proben wurden
etwa 3 Stunden nach der Ejakulation aufgetragen.
Ablesen der Platten erfolgte 48 Stunden spiter 3.
Eine immunelektrophoretische Austestung des Anti-
serus ergab eine einzelne scharfe Bande mit BBSP,
ein Ansatz mit Bullenseminalplasma jedoch noch eine
weitere schwiachere Bande um den Auftragspunkt
des Seminalplasmas. Die beiden Bandenbogen beim
Seminalplasma gingen ohne Kreuzungspunkt inein-
ander iber. Dies spricht gegen eine Verunreinigung
des als Antigen verwendeten BBSP; moglicherweise
enthdlt das Seminalplasma eine weitere Substanz in
geringer Konzentration, die mit den BBSP-Antikér-
pern kreuzreagiert.

Untersuchungen iiber den Bildungsort des BBSP

mittels Immunfluoreszenz

Die gefriergetrocknete Immunglukulinfraktion des
anti-BBSP-Kaninchenserums wurde sowohl mit
Rhodamin-B (Fa. E. Merck, Darmstadt) als auch
mit FITC (Fa. Hyland-Travenol, Miinchen) fluoro-
chromiert . Danach erfolgte eine Uberpriifung der
Seren auf ungebundenes, fluoreszierendes Material 3,
wobei als Antigen-Antikorper-Serum Hiithnererythro-
cyten und ein monospezifisches L.E.-Testserum (Fa.
Hyland-Travenol, Miinchen) fungierte. Weder bei
der Rhodaminfarbung noch bei der FITC-Farbung
trat in diesem Modell eine nennenswerte Fluoreszenz
auf.

In einer Untersuchungsreihe wurden periphere
und zentrale Hodenschnitte, Schnitte vom Neben-
hodenschwanz und -kopf, vom Samenleiter, Aus-
striche vom Nebenhodenexprimaten und Ejakula-
ten sowie Spermien vor und nach Inkubation mit
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BBSP mit diesen fluorochromierten Antiseren auf
Fluoreszenz hin untersucht.

In einer zweiten Untersuchungsreihe wurden von
gleichen Stellen histologische Praparate angefertigt,
jedoch mit nicht-fluorochromiertem Antiserum inku-
biert. Dann wurden diese Priparate mit einem spe-
zifischen Anti-Kaninchen-IgG-Serum von Ziegen in-

kubiert, das in der mit FITC-fluorochromierten
Form von der Fa. Hyland-Travenol (Miinchen)
stammte.

Die ATP-Bestimmungen erfolgten mit Boehrin-
ger-ATP-Monotest ©.

Untersuchung der Befruchtungswirkung von BBSP

10 ml eines Bullenejakulats wurden halbiert. Zu
einem Teil wurden tropfenweise 5 ml Hanks-Losung
zugefiigt, in der 20 mg reinen BBSP gelost waren.
Der andere Teil des Ejakulats wurde mit 5 ml reiner
Hanksl6sung versetzt. Die Aufschwemmungen stan-
den 20 min bei 20 °C und wurden dann mit der
Tris-Verdiinnerlosung so verdiinnt, daf} etwa 5-107
lebende Spermien im ml enthalten waren. Die Kon-
zentration des BBSP in den Versuchsproben war auf
diese Weise etwa verdoppelt. Bei der mikroskopi-
schen Beobachtung zeigten die Versuchs- und Kon-
trollproben keinen Unterschied in der Spermien-
qualitdt. Die Proben wurden anschlieBend innerhalb
30 — 40 min auf 5 °C gekiihlt und blieben bei dieser
Temperatur etwa 6 Stunden stehen. Sie wurden dann
auf —196 °C eingefroren. Aufgetaute Einzelproben
zeigten hinsichtlich der Spermienqualitdt keine mi-
kroskopisch faBbaren Unterschiede. Die Proben wur-
den innerhalb lingstens 2 Monaten zur Insemination
verwendet.

Untersuchung der leukotaktischen Wirkung
von BBSP

Die leukotaktische Aktivitait von BBSP wurde
nach der Methode von Boyden 7 untersucht. Mensch-
liches Zitratblut wurde mittels isotonem Ammonium-
chlorid hamolysiert, durch Zentrifugation wurden
vitale Leukozyten gewonnen. Sie wurden mit zitrat-
freiem Serum des gleichen Spenders einmal gewa-
schen und in neuem Spenderserum in einer Konzen-
tration von 3-10% Leukozyten/ml resuspendiert. Die
beiden Teile der Boydenkammer hatten ein Volu-

men von etwa je 0,5 cm?.

In den oberen Teil der Boydenkammer wurde die
Leukozytensuspension gefiillt, im unteren Teil, der
vom oberen durch ein Milliporefilter getrennt war,
befand sich Spenderserum, in dem BBSP in ver-
schiedenen Mengen geldst war. Nach einer 2!/sstiin-
digen Inkubation im Brutschrank bei 37 °C wurden
die Filter fixiert, gefdarbt und die Zahl der einge-
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drungenen Leukozyten/Filterfliche ausgezihlt. Die
Flacheneinheit bildete ein Gitternetz, das im Mikro-
skopokular eingesetzt war.

Ergebnisse

Bei 20 Bullen wurde die Konzentration des BBSP
mittels des Partigenplattentests gemessen. Die mitt-
lere Konzentration betrug 1,53 mg/ml mit einer
Streuung von = 0,30 mg/ml. Ein Seminalplasma
wurde bei 4 °C gelagert. Die Ausgangsproteinkon-
zentration von 1,38 mg/ml fiel innerhalb 10 Tagen
auf 1,22 mg/ml ab und betrug nach 15 Tagen 0,93
mg/ml.

Bei den 20 Tieren wurde weiter untersucht, wie
ihre Befruchtungsergebnisse im Jahresmittel mit der
gefundenen Konzentration des BBSP im Seminal-
plasma korreliert. Der Korrelationskoeffizient be-
trug 0,096.

In drei Fillen wurden die Konzentrationen des
BBSP bei zwei kurz aufeinanderfolgenden Ejakula-
tionen derselben Tiere gemessen. Sie waren im Rah-
men der Fehlergenauigkeit gleich hoch.

Die Untersuchungen der histologischen Schnitte
im Bereich des Bullengenitaltrakts mittels Immun-
fluoreszenz ergaben folgendes: Weder im Hoden-
noch im Nebenhodengewebe konnte BBSP nachge-
wiesen werden. Das gleiche gilt fiir die Anhangs-
drisen des Genitaltrakts. Auch die Versuche, BBSP
aus diesen Organen zu extrahieren und mittels Par-
tigenplatten nachzuweisen, schlugen fehl. Bei der
letztgenannten Untersuchung wurden die Gewebs-
homogenate mittels Ultraschall erzeugt, durch Hoch-
tourenzentrifugation ein partikelfreier Uberstand
gewonnen und dieser bei einer Proteinkonzentration
von ungefihr 100 mg/ml untersucht.

Nebenhodenspermien, die durch Ausdriicken des
angeschnittenen Nebenhodenschwanzes gewonnen
worden waren, ergaben sowohl vor als auch nach
Waschung mit physiologischer Kochsalzlosung keine
Fluoreszenz. Wurden solche Nebenhodenspermien
jedoch mit BBSP inkubiert, konnte dieses tiber dem
gesamten Spermium nachgewiesen werden. Wurden
dagegen ejakulierte Spermien in physiologischer
Kochsalzlosung gewaschen, so lief} sich im Mittel-
stiick eine deutliche Fluoreszenz herbeifithren. Nach
Inkubation ejakulierter Spermien mit BBSP wurde
diese Mittelstiicksfluoreszenz noch intensiviert, dar-
iiber hinaus lief} sich das Protein aber iiber dem ge-
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samten Spermium nachweisen und entsprach damit
exprimierten Nebenhodenkopfspermien.

Es wurde untersucht, ob BBSP imstande ist, ATP
zu binden. Hierfiir wurde BBSP in physiologischer
Kochsalzlssung gelost, 5 min bei 37 °C im Schiittel-
inkubator inkubiert und die Menge freien ATP ge-
messen; das Ergebnis ist in Tab.I wiedergegeben.
Eine gleiche Inkubation bei Zimmertemperatur wih-
rend 30 min ergab nur eine geringe, eine einstiin-
dige Inkubation bei 4 °C keine Bindung. Die mit
den analogen Testverfahren bestimmten Mengen an
ADP und AMP waren gering; es ist deshalb anzu-
nehmen, dal} es sich bei der Verminderung des nach-
weisbaren ATP um eine Bindung des ATP an das

BBSP und nicht um einen Abbau handelt.

Tab. I
Eingesetzte Menge  Wieder- :  afihiokei
BBSP ATP gefundene ?égdglr;%sgafhl:;gl;:’}tp
Menge i 9= 0
ATP bei 37 °C.
— 0,40 0,32
- 0,20 0,20
- 0,10 0,11
— 0,05 0,07
- 0,025 0,03
0,5 0,4 0410
0,5 0,2 0,04
0,5 041 0,02
0,5 0,05 0,00
0,5 0,025 0,00
Tab. II.
Eingesetzte Menge  Wieder- Bindungsfihigkeit
BBSP ATP gefundene von BBSP fiir ATP
Menge bei Zimmertempera-
ATP tur.
1,0 0,30 0,22
0,5 0,30 0,27
0,25 0,30 0,27

Es wurde mit 6 Einzelejakulaten von 6 Bullen
ein Vergleich bei insgesamt 427 Versuchsinsemina-
tionen mit erhohtem BBSP-Gehalt und 438 Kontroll-
inseminationen mit dem natiirlichen BBSP-Gehalt
durchgefiihrt. Die Versuchsinseminationen ergaben
bei der jeweilig ersten Insemination ein Befruch-
tungsergebnis von 67,4%, die Kontrollinseminatio-
nen von 65,1% der Rinder.

Die Untersuchung der leukotaktischen Aktivitat
von BBSP nach Boyden ergab das in Tab. III wie-
dergegebene Ergebnis: BBSP wirkt schon in gerin-
gen Konzentrationen deutlich leukotaktisch.
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Tab. III.

mg BBSP/Boyden- Leukozyten/cm*  Ergebnis der

kammer Filterflache Leukotaxisversuche
mit BBSP.
1,0 395
0,5 280
0,25 129
0 34
Besprechung

Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzversuche so-
wie die friitheren elektrophoretischen Ergebnisse
sprechen mit groBer Wahrscheinlichkeit dafiir, da3
das BBSP aus dem Mittelteil der Spermien stammt.
Entweder entsteht es dort bei der Lagerung der
Spermien im Nebenhodenkopf oder aber es wird
dort wihrend dieses Zeitraums konzentriert. Das
geht daraus hervor, dafl s@mtliche untersuchten
Driisen des Genitaltrakts sowie die Mittelstiicke der
Spermien, die aus dem Nebenhodenschwanz expri-
miert werden, keine Immunfluoreszenz nach entspre-
chender Behandlung zeigen, wihrend ejakulierte ge-
waschene Spermien eine deutliche Immunfluoreszenz
im Mittelstiick aufweisen. Der Gehalt an BBSP im
Seminalplasma diirfte demnach aus den wiéhrend
der Ejakulation zerstorten® Spermien stammen. Da
die Spermien an ihrer Oberfliche stark negativ ge-
laden sind, adsorbieren sie elektrostatisch das posi-
tiv geladene BBSP, so dal} ungewaschene ejakulierte
Spermien sowie solche, die nach der Waschung wie-
der mit Seminalplasma inkubiert wurden, iber der
gesamten Zelloberfliche zur Immunfluoreszenz ge-
bracht werden konnen. Dabei kommt es zu einer
Verminderung der elektrophoretischen Beweglich-
keit gewaschener Spermien nach Inkubation im
Seminalplasma.

Die Untersuchungen brachten keinen Anhalt fiir
die Annahme, dal das BBSP einen unmittelbaren
Einflul auf die Befruchtungsfihigkeit der Spermien
besitzt. Dagegen spricht der Befund, dal} eine kiinst-
liche Erhohung der BBSP-Konzentration auf etwa
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Acad. Press, New York 1967.
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klin. Chem. 6, 113—122 [1968].
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ed.) 2. Ed., p. 4, Livingstone, London 1964.
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175—176 [1964].
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das Doppelte der Norm zu keiner Anderung der Er-
gebnisse der kiinstlichen Insemination fihrt. Aufler-
dem besteht nur eine geringe Gesamtkorrelation zwi:
schen der Konzentration des BBSP in den unter-
suchten Bullenejakulaten und deren Befruchtungs-
ergebnissen.

Es ist schon seit langerem bekannt, dal} basische
Proteine eine leukotaktische Wirkung haben 8. Dies
legte die Vermutung nahe, dafl auch das BBSP eine
solche Aktivitat aufweist. Unsere Versuche zeigen,
dall BBSP tatsachlich eine starke leukotaktische Ak-
tivitdt besitzt, die in der Boydenanordnung nachge-
wiesen wurde. Die biologische Bedeutung dieser
leukotaktischen Aktivitat ist nicht klar. Einerseits
konnte es sich um eine Abwehrreaktion gegen In-
fektionen bei der natiirlichen Insemination handeln,
andererseits wurde auch eine Phagozytose von Sper-
mien durch neutrophile und mononukleédre Leukozy-
ten in der Vagina bzw. Cervix? beschrieben; die
leukotaktische Aktivitat des BBSP konnte fir diese
Phagozytose verantwortlich sein.

Das stark negativ geladene BBSP bindet aus
elektrostatischen Griinden gelostes ATP. Ob diese
Bindung von spezifischer biologischer Bedeutung ist,
ist jedoch zu bezweifeln.

Die reversible Ionenstiarke-abhéngige Assoziation
des BBSP konnte vielleicht auch mit einer Beob-
achtung von Bangham 1? {iber die Orientierung nicht
gewaschener Widder- und Kaninchenspermien im
elekirischen Feld in Beziehung stehen. Diese Sper-
mien wandern ebenfalls alle zur Anode. Bei einer
Tonenstarke von 0,145 wandern dem
Schwanz voran (schwanzanodisch); eine gestufte
Erniedrigung der lonenstirke erhoht zunehmend
den Anteil der kopfanodischen Zellen, bis zuletzt nur
kopfanodische Spermien gefunden werden. Die Ver-
minderung der Tonenstirke diirfte zu einer verstirk-
ten Adsorption des BBSP an die stirker negativ ge-
ladene Schwanzportion der Spermien fithren und
dadurch die reversible Umkehrung der Orientierung
der Zellen im elektrischen Feld verursachen.

sie  mit
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Seminar in hematology 5, 134 —155 [1968].
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