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Zusammenfassung

Sekundar-aktive Austauscher sind membranstandige Proteine, die den elektrochemischen
Gradienten eines lons nutzen, um den Transport anderer lonen oder Substrate tber die
Zellmembran zu ermdglichen. Natrium/Protonen (Na*/H™)-Austauscher der Solute Carrier 9
(SLC9)-Familie spielen dabei eine Rolle in einer Vielzahl von physiologischen Prozessen. Ein
bis heute rétselhaftes Mitglied der SLC9-Familie ist der spermienspezifische Austauscher
SLCI9C1. Es st bis heute nicht bekannt, ob SLC9C1 ein funktionstichtiger
Na'/H*-Austauscher ist. SLC9C1 besitzt eine einzigartige dreiteilige Struktur; eine
Austauscher (NHE)-Domane, eine Spannungssensordomane (VSD) sowie eine Bindestelle flr
zyklische Nukleotide (CNBD). VSDs und CNBDs sind funktionelle Proteindomanen, die man
bereits in anderen Proteinen gefunden hat, VSDs (iberwiegend in lonenkanélen, aber auch in
einer spannungsabhdngigen Phosphatase, CNBDs in Proteinkinasen, Transkriptionsfaktoren,
und auch in lonenkandlen. SLCOCL1 ist das erste Mitglied der SLC-Familie, in dem solche

Proteindomanen gefunden wurden.

Im Rahmen meiner Arbeit habe ich diesen phylogenetischen Hybrid untersucht. Als
Modellprotein diente dazu SLC9C1 des Seeigels Strongylocentrotus purpuratus (SpSLC9C1).
Durch den Einsatz pH-sensitiver Fluoreszenzfarbstoffe in der Elektrophysiologie konnte ich
zeigen, dass SpSLCIC1 ein funktionstiichtiger Na*/H*-Austauscher ist. Hyperpolarisierende
Spannungsspriinge aktivieren sowohl Gating-Strome der VSD als auch den sekundar-aktiven
Na*/H*-Austausch. Ich konnte die Spannungsabhéngigkeit der Austauschaktivitat bestimmen,
sowie zeigen, dass CAMP, aber nicht cGMP, die Spannungsabhéngigkeit der Gating-Stréme
und der Austauschaktivitdt moduliert. Mutationen in der NHE-Doméne, der CNBD und der
VSD verhinderten jeweils den Na*/H*-Austausch bzw. die Modulation durch cAMP oder

beeinflussten die Gating-Strome.

Ein Antikorper bestatigte die Expression von SLC9C1 in S. purpuratus Spermien. Mithilfe von
spannungs-, pH- und Na*-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffen in S. purpuratus Spermien konnte
ich zeigen, dass SpSLCOCL1 auch in Spermien durch Hyperpolarisation aktiviert wird. Der
Na*/H*-Austausch alkalisiert das Flagellum nach der Lockstoffstimulation und ermdglicht dem

Spermium die chemotaktische Navigation.



Abstract

Secondary-active exchangers are membrane-bound proteins that use the electrochemical
gradient of ions to transport other ions or substrates across cell membranes. Within these
proteins, sodium/proton (Na*/H")-exchangers of the Solute Carrier 9 (SLC9) family play a
crucial role in a number of physiological processes. A so far enigmatic member of this family
is the sperm-specific exchanger SLC9C1. No evidence exists up to today that SLC9C1 is a
functional Na'/H*-exchanger. SLC9C1 features a unique tripartite structure; an exchanger
(NHE)-domain, a voltage-sensing domain (VVSD) as well as a cyclic nucleotide-binding domain
(CNBD). VSDs and CNBDs are protein domains that are found in a variety of proteins, VSDs
mainly in ion channels but also in a voltage sensitive phosphatase, CNBDs in protein kinases,
transcription factors and also ion channels. SLC9C1 is the first member of the SLC9-family in
which these protein domains was found.

During my thesis, | investigated this phylogenetic hybrid. As a model protein, | chose SLC9C1
from the sea urchin Strongylocentrotus purpuratus (SpSLC9C1). By using a pH-sensitive
fluorescence dye within an electrophysiological setup, | could show that SpSLC9C1 is indeed
a functional Na*/H"-exchanger. Hyperpolarizing voltage steps evoked both gating-currents and
secondary-active Na*/H*-exchange. | could determine the voltage dependence of exchanger
activation. Furthermore, I looked into the action of cyclic nucleotides such as cGMP and cCAMP
on SpSLCIC1. Cyclic AMP, but not cGMP affected the voltage dependence of both
gating-currents and exchange activity. Mutations in the NHE-domain, CNBD and VSD

abolished Na*/H*-exchange, cAMP-modulation or affected voltage gating, respectively.

An antibody was raised to confirm SLC9C1 expression in S. purpuratus sperm. By using
voltage-, pH- and Na*-sensitive fluorescent dyes together with a rapid mixing device, | could
show that SpSLCIC1 in sperm activates during hyperpolarization. The Na*/H*-exchange
alkalizes the flagellum upon stimulation with the chemoattractant and allows chemotactic

navigation.
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1. Einleitung

Kontrollierte lonenbewegung tber Zell- und Organellmembranen sind ein essentieller
Bestandteil des Lebens. Sie dienen der Etablierung von Gradienten, der Regulation des
Zellvolumens, der pH-Homoostase und der Signalverarbeitung. In hoher entwickelten
Organismen unterliegen ihr Immunreaktionen (Stock et al., 2013), Sekretionsmechanismen
(Lee et al., 2012) sowie elektrische Signale in Nerven, Muskeln und Spermien (Kaupp &
Seifert, 2001, 2002; Craven & Zagotta, 2006). Im Spermium dient der lonenfluss dem
gerichteten Schwimmverhalten zur Befruchtung der Eizelle (Kirichok & Lishko, 2011).
Seeigel stellen ein Modellsystem fur das chemotaktische Schwimmverhalten der Spermien
zum Ei dar. Membranstandige Kanéle und Transporter im Flagellum ermdglichen hier einen
Ein- oder Ausstrom von bestimmten lonen wie Natrium (Na*), Calcium (Ca?") oder Kalium
(K", Strinker et al., 2006; Bonigk et al., 2009; Gauss et al., 1998; Seifert et al., 2014). Ein
bisher unbekannter Mechanismus liegt der intrazelluléren Alkalisierung zugrunde, die wéhrend
der chemotaktischen Stimulation beobachtet wird. Erste Hinweise von 1984 deuten einen
Na*/H*-Austauschmechanismus an, der durch negative Spannung aktiviert wird (Lee, 1984b).
Im Rahmen meiner Arbeit soll der zugrundeliegende Austauscher identifiziert und

charakterisiert werden.

1.1 Sekundar-aktiver lonentransport: Na*/H*-Austauscher
Im Gegensatz zu primér-aktiven lonentransportern werden sekundér-aktive Transporter nicht
durch Hydrolyse von Adenosintriphosphat (ATP) sondern durch den elektrochemischen
Gradienten eines der beiden zu transportierenden lonen angetrieben. Dieser Gradient treibt den
gerichteten Transport (Sym- oder Antiport) des anderen lons an. Na'/H*-Austauscher
transportieren Na*-lonen im Austausch gegen Protonen (H'-lonen) (ber biologische
Membranen. Na*/H*-Austausch wurde zuerst 1974 im Prokaryoten Escherichia coli und 1976
in Mukosazellen des Dinndarms und der Niere von Ratten (Rattus norvegicus) beschrieben
(West & Mitchell 1974; Murer, Hopfer & Kinne, 1976). Goldberg identifizierte 1987 den
E. coli-Austauscher NhaA (Na*/H*-Antiporter A, EcNhaA, Goldberg et al., 1987). Wenig
spater wurde der erste SLC9-Austauscher (Solute Carrier Familie 9, HUGO Nomenklatur,

http://www.genenames.org) aus menschlichem Gewebe kloniert (SLC9AL, auch bekannt als
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NHE1, Homo sapiens, Sardet et al., 1989). Seit ihrer Entdeckung sind Na*/H*-Austauscher in
fast allen Organismen, einschlieflich Pflanzen, Tieren und Mikroorganismen beschrieben
worden (Orlowski & Grinstein, 2007).

Als sekundar-aktive Austauscher gehdren sie zur Kation/Proton-Antiporter- (cation/proton
antiporter, CPA) Familie (Saier et al., 2014). Diese Familie enth&dlt Homologe von Bakterien
bis zum Menschen und wurde auf der Basis des evolutiondren Ursprungs in die Untergruppen
CPA1, CPA2 und NaT-DC (Na*-transporting carboxylic acid decarboxylase) aufgeteilt
(Abbildung 1-1, Brett et al., 2005; Donowitz et al., 2013).

SLC9A
(NHE subfamily)

(180950 dN)8V6D1S

SLCOB1v1 (NP_631912)

Abbildung 1-1: Einteilung der humanen SLC9 Isoformen in die Kation/Proton-Antiporter (cation/proton
antiporter, CPA)-Familien: Die CPA1-Familie (auch NHE-Familie genannt) beinhaltet die Na*/H*-Austauscher
SLC9A1-9, die CPA2-Familie (auch NHA-Familie genannt) die potentiellen Na*/H*-Austauscher SLC9B1-2 und
die NaT-DC-Familie die potentiellen Na*/H*-Austauscher SLC9C1-2. Abbildung aus Donowitz et al., 2013.
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Q) Die CPA1-Familie

Bisher charakterisierte Austauscher der CPAl-Familie beinhalten SLC9A-Austauscher aus
Vertebraten und Invertebraten (Orlowski & Grinstein, 2004; Donowitz, Tse & Fuster, 2013),
NHX-Austauscher aus Pflanzen (Chanroj et al., 2012) sowie NhaP aus Archaebakterien (z.B.
M. jannaschii und P. abyssi, Hellmer et al., 2002). Die generalisierte Transportgleichung

Na} + H} = Naf + H}

mit einer 1 H* : 1 Na*-Stochiometrie konnte aus der funktionellen Charakterisierung abgeleitet
werden. Momentan sind neun Isoformen von SLC9A-Austauschern in Sdugetieren bekannt;
SLCY9A1-9. Sie werden in unterschiedlichen Geweben (SLC9A1-5) und Organellen
(SLC9A6-9) exprimiert und interagieren dabei mit anderen Transportsystemen. Die
Austauscher SLC9A1 und SLC9A3 sind in dieser Hinsicht am besten untersucht. So sitzt
SLC9A3 (auch bekannt als NHE3) unter anderem in der apikalen Membran des proximalen
Tubulus eines Nephrons (Amemiya et al., 1995), wahrend SLC9AL basolateral lokalisiert ist
(Biemesdorfer et al., 1992). SLC9AS3 ist der quantitativ wichtigste Na*/H*-Austauscher fiir die
Rickresorption von Na*-lonen aus dem Lumen des Nierentubulus in die Epithelzelle (Spring,
1977; Jacobsen, Kragh-hansen & Sheikh, 1986; Baum, 1989). Na*-lonen werden durch eine
Na*/K*-ATPase an der basolateralen Seite an das Interstitium abgegeben. So sind SLC9A3 und
die Na*/K*-ATPase fir den transzelluldren Na*-Transport tiber die Epithelmembran zusténdig.
SLC9AL1 an der basolateralen Seite spielt in diesem Prozess eine untergeordnete Rolle. Seine
Hauptaufgabe besteht in der Osmoregulation (Bianchini et al., 1995), sowie der Homdostase
des intrazelluldren pH-Wertes (pHi, Pouysségur et al., 1984; Grinstein, Rotin & Mason, 1989).
Neben dem Nierentubulus ist SLC9A1 ubiquitar in fast allen Geweben exprimiert. Ausnahmen
bilden z.B. dopaminerge Neurone oder Mikroglia (Hwang et al., 2008; Rocha et al., 2008). Ein
Charakteristikum zur Unterscheidung zwischen SLC9A1 und SLC9A3 ist ihre Sensitivitat
gegeniiber Amilorid (Mihaila, 2015). SLC9A1 wird durch Amilorid und Amilorid-Derivate
blockiert, wéahrend SLC9A3 Amilorid-insensitiv ist (Levine et al., 1993; Tse, S. a Levine, et
al., 1993; Pedersen et al., 2007).

Neben der Niere wurde SLC9A3 zusammen mit den Austauschern SLC9A2 (NHE2) und
SLC9A4 (NHE4) unter anderem im Epithelgewebe des Gastrointestinaltrakts entdeckt (Tse, S.
A. Levine et al., 1993; Wang et al., 1993; Hoogerwerf et al., 1996; Chambrey et al., 2001;
Peti-Peterdi et al., 2000; Pizzonia et al., 1998). SLC9A5 (NHE5) exprimiert sowohl in die

Plasmamembran als auch in synaptischen Vesikeln von Neuronen (Attaphitaya, Park &
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Melvin, 1999; Baird et al., 1999). Die Austauscher SLC9A6-9 hingegen wurden ausschlieRlich
in intrazelluldaren Organellen identifiziert (Garlid et al., 1995; Miyazaki et al., 2001; Numata
& Orlowski, 2001; Brett et al., 2002; Goyal, Vanden Heuvel & Aronson, 2003; Nakamura et
al., 2005). Es wird vermutet, dass sie eine Rolle bei der Ansauerung von Endosomen spielen.

2002 und 2014 wurde jeweils ein Austauscher in den verwandten Archaeen M. jannaschii und
P. abyssi identifiziert (MjNhaP1 und PaNhaP, Hellmer et al., 2002; Wohlert et al., 2014).
Beide besitzen eine 1 H" : 1 Na*-Stéchiometrie und werden der CPA1-Familie zugeordnet
(Brett, Donowitz & Rao, 2005). Physiologisch nutzten die Archaeen (analog zu
SLC9A-Austauschern) extrazellulares Na* um Protonen aus der Zelle zu transportieren; dieses
Protein ermdglicht das Uberleben in heiRen Schloten mit einem Salzgehalt von 10-15 mg/L
und einem pHe von 4-6 (Jones et al., 1983). Strukturelle Analysen von PaNhaP und MjNhaP1
konnten 2014 Aufschluss Uber die Substratbindestelle und den Transportmechanismus von
CPA1-Austauschern geben (Paulino et al., 2014; Woéhlert, Kihlbrandt & Yildiz, 2014).

(i) Die CPA2-Familie

Die CPA2-Familie beinhaltet unter anderem SLC9B-Austauscher (Brett, Donowitz & Rao,
2005; Chen et al., 2016), den CHX-Austauschern aus Pflanzen (Maser, 2001; Sze et al., 2004)
sowie den bakteriellen EcNhaA (Goldberg et al., 1987). Funktionell charakterisierte
CPA2-Austauscher ermoglichten auch hier die Ableitung einer generalisierten

Transportreaktion mit einer elektrogenen Stochiometrie (2 H* : 1 Na*, Taglicht et al., 1993);
Naf + 2H} = Na} + 2H;

Im Vergleich zu SLC9A1-9 besitzen die bekannten SLC9B-Isoformen 1 und 2 aus Sdugetieren
(auch bekannt als NHAL und NHA2) gréRere Homologie zu prokaryotischen Austauschern
wie beispielsweise EcNhaA. Uber die physiologische Rolle der SLC9B-Austauscher ist wenig
bekannt. Homologe aus Drosophila melanogaster findet man in der apikalen Plasmamembran
von Malpighischen GefaRen (Niere, Day et al., 2008; Chintapalli et al., 2013). SLC9B2 aus
der Maus wurde im Pankreas, der Niere und in Osteoklasten gefunden (Xiang et al., 2007;
Battaglino et al., 2008). Kondapalli und Kollegen konnten 2012 erste Hinweise darauf geben,
dass es sich bei SLC9B2 um einen funktionstlichtigen Austauscher handelt (Kondapalli et al.,
2012). 2016 wurden sowohl SLC9B1 als auch SLC9B2 in Mausspermien identifiziert (Chen

et al., 2016). Ein knockout von jeweils einem der beiden Austauscher resultiert in verminderter
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Fertilitdt und Spermienmotilitat, wahrend mannliche Mause (bzw. Mausspermien), in denen
beide Austauscher ausgeschaltet sind (Doppel-knockout), komplett infertil (bzw. nicht-motil)

sind.

Bisher wurde die Struktur von zwei prokaryotischen CPA2-Austauschern aufgeklart: NhaA
aus E. coli (Hunte et al., 2005) und NapA aus Thermus thermophilus (TtNapA, Lee et al.,
2013). Physiologisch nutzen beide Austauscher einen einwartsgerichteten H*-Gradienten um
Na*-lonen nach auBen zu transportieren. Dies geschieht bei EcNhaA mit einer Stochiometrie
von 2 H*: 1 Na" und ermoglicht dem Bakterium das Uberleben in salzigen (Na*-reichen)
Umgebungen (Padan et al., 1989). Die Stochiometrie von TtNapA ist unbekannt. Ein
elektrogener Austausch wird jedoch vermutet, da TtNapA spannungsabhéngig ist (Lee, Sykes
& Fliegel, 2013). EcNhaA wird durch den pH moduliert; bei einem Anstieg des pHe von 7,0
bis 8,5 steigt die Austauschaktivitit um drei GroRenordnungen an (Taglicht, Padan &
Schuldiner, 1991). Dabei besitzt EcNhaA im Vergleich zu TtNapA oder MjNhaP1 (je
100 Transportzyklen pro Minute) eine extrem hohe Umsatzrate (10°/min, Lee et al., 2013;
Paulino et al., 2014; Taglicht et al., 1991). EcNhaA wird durch das Amilorid-Derivat
2-Aminoperimidin blockiert (Mochizuki-oda & Oosawa, 1985; Dibrov et al., 2005).

(iii)  Die Einteilung von SLC9CL1 in die NaT-DC-Familie

Uber SLC9C-Austauscher ist wenig bekannt. Wang und Kollegen identifizierten 2003
SLCOC1 in Mausspermien (auch bekannt als sNHE oder spNHE, Wang et al., 2003).
Genomanalysen deuteten 2006 einen zweiten putativen Austauscher (SLC9C2) in
Testisgewebe der Maus an (Kimura et al., 2006). Eine generalisierte Transportgleichung
konnte bis heute aufgrund mangelnder Daten nicht aufgestellt werden. SLC9C1”
Mausspermien sind nicht-motil und ménnliche SLC9C1”- Méause dadurch infertil (Wang et al.,
2003). Alkalisierung der Spermien durch Ammoniumchlorid (NH4CI) konnte den Phanotyp
teilweise retten. Interessanterweise konnte die Zugabe von membrangéngigem zyklischen
Adenosin-35‘-Monophosphat  (CAMP)  Motilitat und  Fertilitdit fast  vollstandig
wiederherstellen (Wang et al., 2003). SLC9C1 konnte bis heute nicht heterolog exprimiert
werden. Wang und Kollegen konstruierten aus diesem Grund 2007 eine Chimére aus
MmSLC9A1 und MmSLC9C1 (Wang et al., 2007), die zusammen mit einer ldslichen
Adenylatcyclase (SAC) in HEK- (human embryonic kidney) Zellen exprimiert werden konnte

(Wang et al., 2007). Die Zellen zeigten eine erhOhte Resistenz gegen wiederholte Ansduerung
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im Vergleich zu Zellen ohne die Austauscherchimare. Es ist unklar, ob es sich dabei um einen
Na*/H*-Austausch handelt.

Brett und Kollegen konnten SLC9-Austauscher auf Basis des evolutiondren Ursprungs in die
Untergruppen CPAL und CPAZ2 aufteilen (Brett, Donowitz & Rao, 2005). Der 2003 entdeckte,
spermienspezifische Na*/H*-Austauscher MmSLC9C1 (Wang et al., 2003) fiel in dieser
Aufteilung aus dem Raster und wurde in eine gesonderte Familie abgeschoben, der
,,Na*-transporting carboxylic acid decarboxylase*- (Abbildung 1-1, NaT-DC) Familie. Die
Begrundung von Brett und Kollegen gibt dabei einen Hinweis auf die ungewdhnliche
Beschaffenheit von SLC9C1;

“It is noteworthy that the recently discovered sperm-specific Na*/H* exchangers found in
mouse (...) and human do not cluster with other mammalian NHE genes and only weakly
associate with the NaT-DC clade. Because they have no distinct orthologs in nonmammalian
genomes sequenced thus far, their evolutionary origins remain obscure.” (Brett, Donowitz &
Rao, 2005)

Sequenzanalysen von SLC9C1 zeigten die Anwesenheit von drei Doménen, die man aus
anderen  Proteinfamilien kennt: eine  Austauscherdomé&ne (NHE-Doméne), eine
Spannungssensordomane (VSD) und eine Bindestelle fiir zyklische Nukleotide (CNBD, Wang
et al., 2003).

Zusammenfassend wurden drei Na'/H*-Austauscher in Spermien identifiziert: SLC9BI,
SLC9B2 und SLC9C1. Es ist unklar ob es sich bei diesen Proteinen um funktionelle
Na*/H*-Austauscher handelt. Die beiden SLC9B-Isoformen gehdren zur CPA2-Familie. Die
einzigen Na*/H™-Austauscher dieser Familie wurden in Prokaryoten charakterisiert (Murer,
Hopfer & Kinne, 1976; Goldberg et al., 1987; Furrer et al., 2007). SLCOC1 stellt einen
Aulenseiter in der CPA-Familie dar (Brett, Donowitz & Rao, 2005). Nur einer dieser
Austauschermolekille wurde bisher im heterologen System exprimiert, allerdings
unvollstdndig und als Chimare (MmSLC9C1, Wang et al., 2007).

1.2 Spermienphysiologie
Wie konnte der molekulare Mechanismus des Na*/H*-Austauschs in Spermien untersucht
werden? Ein Modellorganismus  fur  chemotaktisches ~ Schwimmverhalten  und

Spermienphysiologie ist der Seeigel. Die beiden Seeigelspezies Arbacia punctulata und
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Strongylocentrotus purpuratus sind in dieser Hinsicht am besten charakterisiert (Kaupp &
Alvarez, 2016; Wachten, Jikeli & Kaupp, 2017). Bei der sexuellen Fortpflanzung verschmelzen
die Geschlechtszellen (Gameten, Spermium und Oozyte/Eizelle) zu einer Zygote. Fir eine
erfolgreiche Befruchtung muss das Spermium den Weg zur Eizelle finden. Die Spermien der
Seeigelspezies S. purpuratus und A. punctulata nutzen dafiir den Mechanismus der
Chemotaxis. Seeigel sind externe Befruchter; die Verschmelzung von Spermium und Eizelle
findet aulRerhalb des Kdrpers statt. Nach der Freisetzung der Gameten in den Ozean sondert die
Eizelle einen Lockstoff ab, der vom Spermium detektiert werden kann. (Hansbrough &
Garbers, 1981; Ward et al., 1985; Singh et al., 1988). Fir beide Seeigelspezies wurde der
Lockstoff identifiziert; Speract (sperm activating) ist ein Peptid aus 10 Aminoséauren (Gly-Phe-
Asp-Leu-Asn-Gly-Gly-Gly-Val-Gly) und wird von Eizellen aus S. purpuratus abgesondert,
Resact (respiration activating) aus A. punctulata besitzt 14 Aminoséauren (Cys-Val-Thr-Gly-
Ala-Pro-Gly-Cys-Val-Gly-Gly-Gly-Arg-Leu) wobei Cysl und Cys8 eine Disulfidbriicke
bilden (Hansbrough & Garbers, 1981; Suzuki & Garbers, 1984; Ward et al., 1985). Der
Lockstoffgradient, der sich um die Eizelle aufbaut, wird vom Spermium zur Navigation genutzt
(Lillie, 1912; Kaupp et al., 2003; Jikeli et al., 2015). Das Flagellum des Spermiums dient dabei
als Antenne mit einer auRerordentlich hohen Dichte an Rezeptoren fiir den Lockstoff; pro pm?
sitzen 9.500 Rezeptor-Guanylatzyklasen (GC) in der Membran (Pichlo et al., 2014). Zum
Vergleich, eines der Molekile mit der grofiten Dichte pro Zelle stellt das Rhodopsin in
Photorezeptoren mit circa 26.000-45.000 Molekiilen/um? dar (Dangott et al., 1989; Fotiadis et
al., 2003; Gunkel et al., 2015).

Experimentell ermdglichen schnelle Mischverfahren die Stimulation der Spermien mit dem
Lockstoff (Johnson, 1986; Kaupp et al., 2003, Seifert et al., 2014). Durch den Einsatz von
spannungs-, pH- und Ca?*-sensitiven Farbstoffen konnen die Vorgénge, die in Spermien nach
der Lockstoffstimulation stattfinden, untersucht werden (Abbildung 1-2, A. punctulata,
Strinker et al., 2015).
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100 ms

Abbildung 1-2: Vorgange in Seeigelspermien (A. punctulata) nach einmaliger Stimulation mit dem
Lockstoff Resact: Der Pfeil zeigt die Resact-Stimulation (25 pM) durch schnelle Mischverfahren. Gezeigt sind
Anderungen in der Membranspannung (Vm, schwarz), des intrazellularen pH (blau) und der intrazelluldren
Ca?*-Konzentration (rot). Abbildung aus Striinker et al., 2015.

Verfolgt man die Membranspannung (Vm) mit einem spannungssensitiven Farbstoff,
beobachtet man bei der Stimulation mit dem Lockstoff eine transiente Hyperpolarisation
(Zunahme von Vm zu negativeren Potentialen) mit anschlieRender Depolarisation (Abnahme
von Vm, Abbildung 1-2, schwarz). Wéhrend der Hyperpolarisation kommt es zur Abnahme der
intrazelluldren Protonenkonzentration ([H]i), also zu einer Alkalisierung des intrazelluldren
pH (pHi, Abbildung 1-2, blau). Im Laufe der Depolarisation steigt die intrazellulare
Ca?*-Konzentration ([Ca*]i) schnell an; dieser Anstieg ist transient, nach einigen Sekunden
sinkt [Ca?*]i wieder ab (Abbildung 1-2, rot). Welche Mechanismen kontrollieren [Ca?*]i? Die
Rezeptor-GC bindet den Lockstoff und synthetisiert zyklisches Guanosin-3‘5‘-Monophosphat
(cGMP, Abbildung 1-3, Pichlo et al., 2014). Zyklisches GMP 0ffnet einen K*-selektiven
zyklisch Nukleotid-gesteuerten (CNGK)-Kanal (Bonigk et al., 2009). Der resultierende
K*-Ausstrom hyperpolarisiert die Zelle (Abbildung 1-2, schwarz). Die Hyperpolarisation
Offnet den hyperpolarisationsaktivierten und zyklisch Nukleotid-modulierten (HCN)-Kanal
(SpIH, Gauss et al., 1998). Dieser ist im Vergleich zu klassischen K*-Kanalen nur schwach
K*-selektiv und leitet im offenen Zustand einen Na*-Einstrom, der die Membran depolarisiert.
Die Depolarisation und die Alkalisierung sind die beiden Stimuli, welche den
CatSper-Ca?*-Kanal 6ffnen und so einen Anstieg von [Ca?*]i zur Folge haben (Striinker et al.,
2011).
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Abbildung 1-3: Chemotaktischer Signalweg in den Seeigelspezies A. punctulata und S. purpuratus: Eine
Rezeptor-Guanylatzyklase synthetisiert bei Lockstoffbindung (Speract: S. purpuratus, Resact: A. punctulata)
cGMP und 6ffnet einen K*-selektiven zyklisch Nukleotid-gesteuerten (CNGK)-Kanal. Dieser hyperpolarisiert das
Spermium und 6ffnet einen hyperpolarisationsaktivierten und zyklisch Nukleotid-modulierten (HCN)-Kanal
(SpIH). Die resultierende Depolarisation, zusammen mit einer intrazelluldren Alkalisierung (ApH;), 6ffnet den
CatSper-Ca?*-Kanal. Die Anderung von [Ca®]i ermdglicht dem Spermium die Navigation im
Lockstoffgradienten. Ein Na*/Ca®*/K* Austauscher (NCKX) und eine Ca?*-ATPase (PMCA) transportieren

Ca?*-lonen anschlieRend aus der Zelle. Der molekulare Mechanismus hinter ApH; ist nicht bekannt.

Nach der Stimulation mit dem Lockstoff kehrt [Ca?*]i auf den Ausgangswert zuriick. Zustindig
dafiir sind der Na*/Ca?*/K* Austauscher (NCKX, Su & Vacquier 2002) und eine Ca?*-ATPase
(PMCA, Abbildung 1-3, Gunaratne et al., 2006; Gunaratne & Vacquier 2006).

Das Spermium bewegt sich auf einer helikalen Schwimmbahn fort (Abbildung 1-4a). Dabei
sammelt es Uber die Zeit Informationen zur Lockstoffkonzentration in der Umgebung
(temporal sensing, Berg & Brown 1972; Alvarez et al., 2014). Schwimmt das Spermium in
Richtung abnehmender Lockstoffkonzentration, resultiert das in einem asymmetrischen
Schlagverhalten des Flagellums und dadurch in einer Krimmung der helikalen Schwimmbahn
(Abbildung 1-4a, rote Pfeile, Alvarez et al., 2012; Seifert et al., 2014; Jikeli et al., 2015).

Die Regulation des Ca?*-Einstroms ist Dreh- und Angelpunkt dieses chemotaktischen
Schwimmverhaltens. Alvarez und Kollegen konnten zeigen, dass Seeigelspermien auf ihrem
Weg nicht die absolute Ca?*-Konzentration sondern ihre zeitliche Anderung nutzen um zum Ei
zu navigieren (Alvarez et al., 2012; Kashikar et al., 2012). Es ist noch unklar, welcher
molekulare Mechanismus dazu filhrt, dass Ca?*-lonen das Flagellum asymmetrisch schlagen

l&sst.
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Abbildung 1-4: Schwimmverhalten von Seeigelspermien im Lockstoffgradienten und Modulation der
Offenwahrscheinlichkeit von CatSper durch den pHi. a) Die Achse senkrecht zur grauen Ebene zeigt die
Freisetzung des Lockstoffs durch Photolyse an (Jikeli et al., 2015). Sobald das Spermium zu niedrigeren
Lockstoffkonzentrationen schwimmt, kommt es zur Neuausrichtung der helikalen Schwimmbahn (rote Pfeile). b)
Die Spannungsabangigkeit des CatSper-Ca?*-Kanals wird durch intrazellulare Alkalisierung zu negativeren
Potentialen verschoben (blauer Pfeil). Bei Hyperpolarisation durch den CNGK-Kanal (schwarzer Pfeil)
depolarisiert das Flagellum durch den SplH-Kanal (siehe Abbildung 1-3). Das Zusammenwirken von
Alkalisierung und Depolarisation fiinrt zum Offnen des CatSper-Kanals. Abbildung modifiziert nach Seifert et
al., 2014,

Der CatSper-Ca?*-Kanal ist zustandig fur den Anstieg von [Ca?'];i im chemotaktischen
Signalweg von Seeigelspermien (Seifert et al., 2014). Er besteht aus vier homologen
a-Untereinheiten (1-4) sowie fiinf auxilidren Untereinheiten (B, v, 9, € und £, Navarro et al.,
2008; Liu et al., 2007; Wang et al., 2009; Chung et al., 2011; Chung et al., 2017). CatSper ist
sowohl spannungs- als auch pHi-abhéngig. Eine intrazellulare Alkalisierung schiebt den
Spannungswert der halbmaximalen Aktivierung (V12) zu negativeren Potentialen (Seifert et
al., 2014). Das Ca?*-Signal ist dabei mit einem Hill-Koeffizienten von 10,8 stark pHi-abhéngig.
Die Alkalisierung ermdglicht es CatSper, im Laufe der Depolarisation zu 6ffnen (Abbildung
1-4b, Lishko et al., 2012; Lishko & Kirichok 2010; Brenker et al., 2012).

Wie wird das Zytosol des Spermiums alkalisiert? Es wurde ein spannungsabhangiger
Na*/H*-Austausch in Spermien von S. purpuratus beschrieben (Lee, 1984a, Lee 1984b; Lee &
Garbers, 1986). Der Na'/H*-Austausch wird durch den Lockstoff Speract aktiviert und

10
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alkalisiert das Flagellum (Abbildung 1-3, orange). Fluorimetrische Untersuchungen an den
Spermien zeigten, dass die Alkalisierung nur wahrend der Hyperpolarisation stattfindet
(Abbildung 1-2, Seifert et al.,, 2014). Der molekulare Mechanismus, der diesem
spannungsabhangigen Na*/H*-Austausch zugrundeliegt, ist unbekannt.

Grundsatzlich  konnen lonenaustauscher eine gewisse Spannungsabhéngigkeit des
Transportprozesses aufweisen, wenn sie elektrogen sind (z.B. 2 H* gegen 1 Na*, Taglicht et
al., 1993; Lee et al., 2013). Ein Beispiel sind die in Kapitel 1.1 besprochenen
Na*/H-Austauscher der CPA2-Familie (Seite 4, Punkt (ii). Die Austauschaktivitat in
Seeigelspermien ist allerdings elektroneutral (z.B. 1 H" gegen 1 Na*, Lee 1984a; Lee 1984b),
was eher dagegen spricht, dass im Seeigelspermium ein SLC9B-Austauscher der
CPA2-Familie existiert.

In Sdugetierspermien scheinen der spermienspezifische Austauscher SLC9C1 und die I6sliche
Adenylatzyklase funktionell verkniipft zu sein (Wang et al., 2003, 2007). Die Anwesenheit der
VSD und CNBD-Motive suggerieren, dass SLC9C1 spannungs- und cAMP/cGMP-abhéngig
ist. Dies ist aber nicht nachgewiesen worden, da sich SLC9C1-Proteine bisher nicht heterolog
exprimieren lieen. Das SLC9C1-Gen wurde inzwischen auch in S. purpuratus identifiziert
(SpSLCOC1, Nomura & Vacquier 2006). Wie in Mausspermien ist auch SpSLC9C1 mit der
l6slichen AC assoziiert. Im Vergleich zu Saugetieren ist der Signalweg von Seeigelspermien
weit besser verstanden. Das macht Seeigelspermien zu einem idealen Modell zur Untersuchung

des spermienspezifischen Na*/H*-Austauschers SLCICL1.

11
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Bisherige Versuche, SLC9C1-Proteine funktionell zu exprimieren oder an intakten Spermien
funktionell zu charakterisieren, scheiterten. Deshalb habe ich im Rahmen meiner Doktorarbeit
untersucht, ob SLC9C1 dem Na*/H*-Austauscher in Seeigelspermien zugrunde liegt. Dabei
kommen elektrophysiologische, molekularbiologische und biophysikalische Messverfahren

zum Einsatz. Insbesondere stehen folgende Fragen im Vordergrund:

e Handelt es sich bei SLC9C1 um einen Na*/H*-Austauscher?
e Kann SLC9C1 durch die Membranspannung reguliert werden?
e Welchen Einfluss haben zyklische Nukleotide auf SLC9C1?

e Welche Rolle spielt SLC9C1 im chemotaktischen Signalweg von Seeigelspermien?

12
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2.1 Losungen und Medien

2.1.1 Losungen fur Spermienproben

Artifizielles Seewasser (ASW)

Natriumchlorid (NaCl) 423 mM
Calciumchlorid (CaCl,) 9,27 mM
Kaliumchlorid (KCI) 9mM
Magnesiumchlorid (MgCl,) 22,94 mM
Magnesiumsulfat (MgSOa) 25,5 mM
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) 0,1 mM
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure (HEPES) 10 mM
pH, titriert mit Natriumhydroxid (NaOH) 7,8

Tabelle 2-1: Artifizielles Seewasser (ASW)

2.1.2 Losungen fur die Zellkultur
Fertiglosungen wurden (sobald nicht anders erwahnt) von der Firma Invitrogen (Carlsbad,
USA) und Thermofischer Scientific (Walthon, USA) bezogen. Soweit erforderlich wurden
samtliche Ldsungen durch Autoklavieren sterilisiert (30 min, 121°C).

F12-Medium
F12 500 ml

Fetales Ké&lberserum (Biochrome, Berlin)  10% (v/v)

Penicillin/Streptomycin 1% (viv)

Tabelle 2-2: F12-Medium
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PBS-Puffer in H20

NaCl 137 mM
Dinatriumhydrogenphosphat 10 mM
KCI 2,6 mM
Kaliumdihydrogenphosphat 1,9 mM
pH, titriert mit NaOH 7,2

Tabelle 2-3: PBS-Puffer

PLL-L6sung in H20
Poly-L-Lysin (PLL) 0,1 mg/ml
Tabelle 2-4: PLL-L6sung

CT in H20
Triton-X100 (Sigma Aldrich, Saint Louis) 0,5% (v/v)
Chemiblocker (Millipore, Darmstadt) 5% (v/v)

Tabelle 2-5: CT

Stabilisierungspuffer in H20

HEPES 30 mM
KCI 70 mM
MgCl, 5mM
EGTA 3 mM
Dithiothreitol (DTT) 1mM
mPIC 0,2% (viv)

pH, titriert mit NaOH 7.4
Tabelle 2-6: Stabilisierungspuffer
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Hypotoner Lysepuffer in H20

HEPES

NaCl

EDTA

DTT

mPIC

pH, titriert mit NaOH

25 mM

10 mM

2 mM

1 mM
0,2% (v/v)
7,4

Tabelle 2-7: Hypotoner Lysepuffer

SDS Probenpuffer (4x) in H20

TRIS/HCI

SDS

Glyzerin
R-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

200 mM

8% (v/v)
50% (v/v)
4% (vIV)
0,04 % (w/v)

pH, titriert mit Hydrogenchlorid (HCI) 6,8

Tabelle 2-8: SDS Probenpuffer

2.1.3 Losungen fur die Elektrophysiologie

Extrazellulare Lésung (ES) in H20

NaCl

KCI

MgCl.

CaCl;

HEPES

Glucose

pH, titriert mit NaOH

140 mM
5,4 mM
1 mM
1,8 mM
5 mM
10 mM
7,4

Tabelle 2-9: Extrazellulare Lésung (ES)
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Na*-substituierte NMDG*-ES in H20

N-Methyl-D-Glucamin (NMDG)
KCI

MgCl.

CaCl;

HEPES

Glucose

pH, titriert mit HCI

140 mM
5,4 mM
1mM
1,8 mM
5 mM
10 mM
7,4

Tabelle 2-10: Na*-substituierte ES

Na*-substituierte Li*-ES in H20

Lithiumchlorid (LiCl)
KCI

MgCl.

CaCl>

HEPES

Glucose

pH, titriert mit HCI

140 mM
5,4 mM
1mM
1,8 mM
5 mM
10 mM
74

Tabelle 2-11: Na*-substituierte Li*-ES

Symmetrische Na*/H*-ES

NaCl

NMDG

KCI

MgCl;

CaCl

HEPES

Glucose

pH, titriert mit HCI

14 mM
126 mM
5,4 mM
1mM
1,8 mM
5mM
10 mM
7,2

Tabelle 2-12: Symmetrische Na*/H*-ES
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Pipettenlésung (1S) in H20

NaCl 10 mM
Kaliumaspartat 130 mM
EGTA 10 mM
CaCly 1 mM
Dinatrium-Adenosin 5'-Triphosphat 2mM
HEPES 1 mM
pH, titriert mit Kaliumhydroxid 7,2

Tabelle 2-13: Pipettenldsung (1S)

2.2 Fluoreszenzfarbstoffe
Im Rahmen dieser Arbeit wurden fluorimetrische Messungen an Seeigelspermien sowie an
Chinesische Hamsterovarien (CHO)-Zellen durchgefiihrt. Die Fluoreszenzmessungen an
Spermien erfolgten in Zellpopulationen an der Stopped-Flow-Apparatur (Kapitel 2.4).
Messungen an CHO-Zellen wurden in der Einzelzell-Fluorimetrie mit elektrophysiologischen
Messverfahren kombiniert (Kapitel 2.7).

2.2.1 pH-sensitive Fluoreszenzfarbstoffe

Anderungen des intrazellularen pH-Wertes (pHi) wurden mit dem Farbstoff BCECF
(2°,7’-Bis-(2-carboxyethyl)-5(und-6) carboxyfluorescein) der Firma Invitrogen (Carlsbad,
USA) untersucht. BCECF ist ein Fluoreszein-Derivat, das seine Fluoreszenzeigenschaften
pH-abhéngig &ndert.

BCECF kann ratiometrisch verwendet werden. Hierbei nutzt man die Tatsache, dass der
Farbstoff bei verschiedenen Wellenlangen unterschiedlich auf pH-Anderungen reagiert. Zwei
verschiedene Konfigurationen sind moglich. Auf der Anregungsseite (Emission gemessen bei
525 nm) ist der Farbstoff bei 480 nm pH-abhéngig, bei 440 nm nicht (isosbestischer Punkt).
Auf der Emissionsseite (angeregt bei 452/45 nm) steigt die Fluoreszenzintensitat bei 492 nm
mit dem pH-Wert an, bei 540 nm nimmt sie ab. Das jeweilige Fluoreszenzverhaltnis R
reprasentiert Fago/Fas0 in der ratiometrischen Anregung und Fsao/Fag2 in der ratiometrischen
Emission. Beide Verfahren sind unabhangig von Farbstoffkonzentration und Bleicheffekten.
BCECF besitzt einen pKs-Wert von 7,0 und ist damit optimal fur pH-Messungen in
biologischen Systemen geeignet. Fir die Beladung tiber die Membran ist der polare Farbstoff
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mit einem Acetoxymethyl (AM)-Ester gekoppelt. Dieser macht den Farbstoff unpolar und
dadurch membrangangig. Der AM-Ester wird durch intrazelluldre Esterasen gespalten. Der

Farbstoff reichert sich so in der Zelle an.

2.2.2 Spannungssensitive Fluoreszenzfarbstoffe
Verdanderungen in der Membranspannung (Vm) konnen tber Fluoreszenzfarbstoffe gemessen
werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der spannungsabhangige Farbstoff Di-8-ANEPPS
(1-(3-sulfonatopropyl)-4-(beta-(2-(di-n-octylamino)-6-naphthyl)vinyl)pyridinium betaine)
von der Firma Molecular Probes (Eugene, USA) verwendet. Er gehort zur Gruppe der
,,schnellen® spannungssensitiven Farbstoffe (Ebner & Chen, 1995) und zeigt in waéssriger
Losung praktisch keine Fluoreszenz. Diese entsteht sobald sich der amphiphatische
Styril-Farbstoff in die Zellmembran einlagert. Eine Anderung in Vm sorgt tber eine
Umverteilung der Elektronendichte im Molekidl fur die Verschiebung des
Fluoreszenzspektrums. Die Zeitkonstante fiir diesen Prozess betrdgt weniger als eine
Millisekunde.
Um die Membranspannung Vm in S. purpuratus Spermien zu untersuchen, wurden Anderungen
in der Fluoreszenz von Di-8-ANEPPS Kalibriert (Strinker et al., 2006; Seifert et al., 2014).
Dabei wurden die Spermien bei drei verschiedenen K*-Konzentrationen (9 mM, 30 mM und
100 mM) mit 10 nM Speract stimuliert. Mit verschiedenen K*-Konzentrationen &nderte sich
die Amplitude des Spannungssignals. Tragt man die Anderung des Fluoreszenzverhaltnisses
AR dabei gegen die extrazellulare K*-Konzentrationen [K*]e auf, kann die [K*]e interpoliert
werden, bei der eine Speract-Stimulation keine Fluoreszenzénderung zeigen wirde. An diesem
[K*]e-,,Null-Punkt*“ kann {iber das Nernst-Potential von K* (Ex) die Ruhemembranspannung
Vrest berechnet werden. Hinter dieser Methode steckt die Annahme, dass die intrazellulare
K*-Konzentration [K*]i bekannt ist. Zusitzlich muss AR linear zu [K*]e sein, um AR/mV
bestimmen zu kénnen. Die Gleichung
AR =axIn[K*],+b
wurde an die Steigung der [K*]e-Kalibrierung angepasst. Dabei ist a die Steigung und b der
y-Achsenabschnitt bei dem AR = 0. Die Anderung im Fluoreszenzverhaltnis R wurde mit der
Nernst-Gleichung
Vm = (RT/zF) In(e@R=b/®) /[K*])
einer Membranspannung Vm zugeordnet. Fir [K*];i wurde ein Wert von 423 mM verwendet.
Weiterhin ist in der Nernst-Gleichung R die ideale Gaskonstante (8,314 cal mol* K1), T die
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Temperatur (291,15 K, 18°C), z die Valenz des Kations (1) und F die Faraday-Konstante
(9,649 x 10* C mol™).

2.2.3 Natriumsensitive Fluoreszenzfarbstoffe
In dieser Arbeit wurden Verdnderungen von [Na*]i mithilfe des Fluoreszenzfarbstoffs Asante
NaTRIUM Green-2 (ANG-2) gemessen. ANG-2 ist eine 2011 erschienene Weiterentwicklung
des Na*-sensitiven ANG-1 der Firma TEFLabs (Austin, USA). Angeregt bei Licht der
Wellenlange 485 nm und gemessen bei einer Wellenlange >515 nm zeigt er eine Zunahme der
Fluoreszenzintensitdt  bei  steigenden  Na'-Konzentrationen  mit  einem  Kp
(Dissoziationskonstante) von 38,6 mM (Lamy & Chatton, 2011).

Abbildung 2-1: Molekilstruktur des Na*-abhangigen Fluoreszenzfarbstoff Asante NaTRIUM Green-2
(ANG-2).

2.3 Spermienproben
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Spermienproben der Seeigelgattung S. purpuratus
untersucht. Diese wurden vom Marine Resources Center des Marine Biological Laboratory
(MBL) Woods Hole, Massachusetts (USA) bereitgestellt. Entnahme der Proben (dry sperm)
erfolgte durch Injektion von circa 500 ul einer 0,5 M KCI-L6sung in das Coelom des Seeigels.
Das austretende Ejakulat wurde mit einer Pasteur-Pipette in ein Eppendorf-GefaR3 iberfiihrt

und auf Eis gelagert.
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2.4 Die Stopped-Flow-Apparatur

Experimente an Spermienpopulationen wurden im Rahmen dieser Arbeit an einer
Stopped-Flow-Apparatur SFM400 der Firma BioLogic (Caix, Frankreich) durchgefuhrt. Die
Stopped-Flow-Apparatur erlaubt die Untersuchung biochemischer Reaktionen wenige
Millisekunden nach dem Reaktionsstart (Johnson, 1986). Dabei werden die Proben Uber ein
computergesteuertes Spritzensystem in einer Mischkammer gemischt und in eine Messkammer

(Klvette) geleitet.

Hard-Stop-Ventil

Klvette

J M3

S1| [S2] |S3] |S4

Abbildung 2-2: Schematische Abbildung der Stopped-Flow-Apparatur: Abbildung aus Brenker 2011.

Kernstiick des Apparates ist das SFM-400-Modul mit vier Spritzen (S1-S4), die Uber externe
Eingange beladen werden. Die Beladung und Operation der Spritzen Uber Schrittmotoren
findet durch eine Kontrolleinheit (MPS-60, BioLogic) statt und wird tiber die Biokine-Software
(V 4.45, BioLogic) gesteuert. Die Losungen kénnen in drei Mischkammern (M1-M3) gemischt
werden (Abbildung 2-2). Das Volumen der Réhren zwischen den Kammern M1 und M2
betragt 17 pl, das zwischen den Kammer M2 und M3 22 pul. Als Messkammer hinter M3 diente
eine Quarzkivette (FC-15) mit einem Volumen von 31 pul. Um Schwankungen der
Flussigkeitssaule in der Kivette zu vermeiden, wird der Probenfluss in der Kivette durch ein

Hard-Stop-Ventil angehalten. Auch dieses wird (iber die Biokine-Software gesteuert.
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2.4.1 Stopped-Flow-Fluorimetrie
Bei den hier durchgefiihrten Messungen wurden die Spermienproben in Spritze S4 und die
Stimulationslésung in Spritze S3 geladen. Spritze S1 wurde mit Artifiziellem Seewasser
(ASW) befillt und diente zum Spilen zwischen den Messzyklen. S2 wurde befullt, aber nicht
verwendet. Ein Messzyklus beginnt mit einer Synchronisationsphase von 50 ms. Anschlief3end
wurde das System 200 ms lang mit 200 ul ASW durchspiilt (Flussrate 1 ml/s). Nach einer
Pause von 300 ms wurden 100 pl Stimulationslésung und 100 pl Spermienlésung 50 ms lang
(Flussrate 4 ml/s) in Kammer M3 gemischt. Das Hard-Stop-Ventil stoppt den Fluss nach
50 ms. Unter den genannten Bedingungen betrdgt die Totzeit zwischen Kammer M3 und der
Messkivette 9.1 ms. Eine geringere Flussrate resultiert in grofleren Totzeiten
(1,33 ml/s 2 27,51 ms, 1 ml/s 2 36,6 ms). Die pHi- und Na*-Signale werden durch das
Fluoreszenzverhéltnis R von Faos/Fs4 bzw. die Fluoreszenz von 536 nm repréasentiert. Die
dargestellten Spuren sind der Mittelwert von mindestens zwei Messungen, sie sind dargestellt

als Prozent Anderung (AR/R) in Relation zu den ersten 10-20 Datenpunkten nach Mischung.

Die Fluoreszenz wurde mithilfe einer LED-Lichtquelle (Lumencor, Beaverton, USA) angeregt.
Sie wurde mit zwei Photomultipliern links und rechts der Messkivette (H9656-20, Hamamatsu
Photonics, Japan) mit angeschlossenem Verstarker (C7169, Hamamatsu) gemessen. Die
Abtastfrequenz der angeschlossenen lock-in-Verstarker (Ametek Signal Recovery, Modell
7230 DSP, Ametek, Paoli, USA) betrug 2-10 kHz und wurde mit einem Frequenzgenerator
gesteuert (GW Instek, SFG2004). Die Temperatur in der Apparatur betrug 18°C. Gemessen

wurde Uber 5 s bei den Spannungsmessungen und 10 s bei den pH- und Na*-Messungen.

Fur Experimente mit BCECF wurde das Anregungslicht durch einen Brightline 452/45 nm
Filter (Semrock, Rochester, USA) geleitet. Die Fluoreszenz wurde in der dualen Emission
durch einen Brightline 494/20 nm und einen 540/15 nm Filter (Semrock) gemessen. Das
Fluoreszenz-Verhaltnis Faga/Fsa0 reprasentiert das pHi-Signal. Gemischt wurde mit einer
Flussgeschwindigkeit von 1,33 ml/s.

Fur Experimente mit Di-8-ANEPPS wurde das Anregungslicht durch einen Brightline
494/20 nm Filter (Semrock) geleitet. Die Fluoreszenz wurde in der dualen Emission durch
einen Brightline 536/40 nm und einen Brightline 628/40 Filter (Semrock) gemessen. Das
Fluoreszenz-Verhaltnis Fs3s/Fe2s reprasentiert das Vm-Signal. Fir Di-8-ANEPPS wurde mit

einer Flussgeschwindigkeit von 4 ml/s gemessen.
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Fur Experimente mit ANG-2 wurde mit einer LED (340 mA, 77 kHz) durch einen 485/25 nm
Filter (AHF, Tibingen, Deutschland) angeregt und durch einen Emissionsfilter 536/40 nm

(Semrock) gemessen. Gemischt wurde mit einer Flussgeschwindigkeit von 1,33 ml/s.

2.4.2 Beladung der Spermienproben mit Fluoreszenzfarbstoffen
Zur Beladung wurde die dry-sperm-Probe 1:6 in ASW verdiunnt und mit den jeweiligen
Farbstoffen auf 18°C inkubiert. Fir Messungen mit ANG-2 wurde der 1:6 Verdinnung
zusétzlich Pluronic (20%, Molecular Probes) beigefugt (Endkonzentration 0,5%). Die
einzelnen Beladungszeiten, Konzentrationen sowie Anregungs- und Emissions-Wellenlangen
sind in Tabelle 2-14 zusammengefasst. Im Anschluss an die Beladung wurde die Probe 1:20 in
ASW verdiinnt (1:120 total) und fur 5 min bei 18°C inkubiert.

Farbstoff Konzentration Beladungszeit  Anregung Emission
BCECF-AM 10 M 10 min 452/45 nm  494/20 nm, 540/15 nm
Di-8-ANEPPS 5 uM 5 min 494/20 nm 536/40 nm, 628/40 nm

ANG-2 10 uM 60 min 485 nm 536/40 nm

Tabelle 2-14: Beladung der verschiedenen Farbstoffe in 1:6 Verdinnung.

2.4.3 Immunhistochemie
Zum Nachweis von SpSLC9C1 in Spermien wurde ein polyklonaler Antikorper generiert. Die
SpSLCIC1 Epitope aus S. purpuratus sind identisch zu SpSLC9CL1 Epitopen aus A. punctulata
(Tabelle 2-15). Die Peptide wurden von der Firma David’s Biotechnology (Regensburg,
Deutschland) synthetisiert. Zwei Kaninchen wurden mit einem Mix aus den vier Peptiden
(David’s Biotechnology) immunisiert. Die Seren wurden gereinigt und zusammen mit einem
(ungereinigten) Praimmunserum zur Kontrolle bereitgestellt. Das Resultat waren zwei

polyklonale Antikérper SU1 und SU2 (gereinigt) sowie zwei Praimmunseren (ungereinigt).
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Peptid-Sequenzen
EFADMMEEARLRMLKAEK
MVDNKKILRELKHIS
KMKRLMNAPSSIPPPPPENLL
GWTQEKVKLHLERGYL
Tabelle 2-15: Aminosaurensequenzen der SpSLC9C1-Epitope zur Herstellung polyklonaler Antikdrper.

Spermienproben aus S. purpuratus fir die Immunhistochemie wurden durch Dr. R. Seifert,
H. Hamzeh und Prof. Dr. U.B. Kaupp im MBL Woods Hole, Massachusetts (USA, Kapitel
2.3) entnommen und auf 4°C gekdhlt verschickt. Die Proben wurden in Bonn untersucht. Im
ersten Schritt wurden die Spermien 1:10.000 in ASW verdunnt. Objekttrager (Superfrost Plus,
Thermo Fischer Scientific Menzel BV. & Co0.KG) wurden mit einem Fettstift am Rand
prapariert, um 1 ml der Spermienprobe aufzutragen. Nach Absetzen der Spermien (mindestens
3 h) auf 4°C wurde das ASW vorsichtig abgenommen und mit 4% Paraformaldehyd fir
5-10 min zur Fixierung ersetzt. Die Probe wurde im Anschluss an zwei Waschschritte mit PBS
fur 1 hin CT inkubiert. Der primare Antikorper bzw. das Praimmunserum wurden 0.N. bei 4°C
in CT verdinnt inkubiert. Um den aufgereinigten Antikdrper mit dem ungereinigten
Praimmunserum vergleichen zu kénnen, wurde das Praimmunserum 10x verdiinnt eingesetzt.
Dieser Wert wurde gewahlt, weil tblicherweise circa 90% des Proteins bei der Aufreinigung
der Antikorper verloren gehen. Am nachsten Tag wurde die Probe im Anschluss an drei
Waschschritte mit CT fir 1-2 h bei 4°C im Dunkeln mit dem sekundéren Antikdrper inkubiert.
Zum Schluss wurden die Objekttrager noch zweimal gewaschen (PBS) und mit Aqua
Poly/Mount (PolySciences Inc., Warrington, USA) unter 1,5H Pléattchen (High Precision,
Superior Marienfeld) eingedeckelt. Tabelle 2-16 und Tabelle 2-17 zeigen die in der

Immunhistochemie verwendeten Antikorper und ihre jeweiligen Verdinnungen in CT.

Antigen Antikdrper  Spezies Verdinnung Anbieter
SpSLCOC1 SuUl Kaninchen 1:400 David’s Biotechnology
SpSLCOC1 SuU2 Kaninchen 1:750 David’s Biotechnology

Tabelle 2-16: Liste der Polyklonalen Antikdrper: Angegeben sind Antigen, Name, Spezies der zur Herstellung

immunisierten Tiere, eingesetzte Verdinnung in der Immunhistochemie und Anbieter der Antikorper.
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Antigen Fluorophor Spezies  Verdinnung Anbieter

Kaninchen A488 Esel 1:500 Dianova

Tabelle 2-17: Eingesetzter sekundarer Antikérper: Angegeben sind Antigen, Fluorophor, Spezies der zur

Herstellung immunisierten Tiere, eingesetzte Verdinnung in der Immunhistochemie und Anbieter der Antikorper.

2.5 Zellkultur und heterologe Genexpression
Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit einer immortalisierten CHO-Zelllinie gearbeitet. Zur
Erhaltung wurden die Zellen in FCS-komplettiertem F12-Medium (Life Technologies,
Carlsbad, USA) kultiviert (10% v/v) und bei 37°C (5% CO>) gelagert. Die verwendeten
DNA-Konstrukte wurden freundlicherweise von Dr. W. Bonigk bereitgestellt.

2.5.1 Herstellung einer stabilen SpSLC9C1-Zelllinie

Zur Untersuchung von SpSLC9C1 wurde eine Zelllinie hergestellt, die den Austauscher stabil
ins Genom integriert hat. Zundchst wurde die DNA von SpSLC9C1 mit der kodierenden
Sequenz fir ein humanes Influenza-Hamagglutinin (HA)-Epitop versehen, um die Expression
mit einem anti-HA-Antikorper nachweisen zu kénnen. Die SpSLC9C1-DNA wurde dann uber
Elektroporation in die Zelle gebracht. Bei dieser Methode wird die Zellmembran durch kurze
Pulse einer Kondensator-Entladung permeabilisiert und somit durchléssig fur die DNA.

Konfluent bewachsene 9 cm Schalen mit CHO-Wildtyp (WT)-Zellen (CHO-K1) wurden mit
Trypsin abgeldst und in F12-Medium aufgenommen. Nach Zentrifugation im Eppendorf-
ReaktionsgefaR (5 min bei 200 g) und Abnahme des Uberstands wurden die Zellen so mit PBS
resuspendiert, dass eine Zellkonzentration von 5x10° Zellen/ml vorlag. 125 pl dieser
Suspension wurden durch eine weitere Zentrifugation (5 min bei 200 g) pelletiert und in 125 pl
,Puffer R“ (Invitrogen) resuspendiert. Nach Zugabe der DNA (2 pg) wurde der
Transfektionsansatz (Zellsuspension in ,,Puffer R+ DNA) in einer speziellen Goldspitze
(200 pl, Invitrogen) aufgezogen und in die Elektroporationskammer des Mikroporators
(Digital Bio Neon Transfection System, Thermo Fischer Scientific, Walthon, USA) gestellt.
Die Elektroporationskammer enthielt den Puffer ,,E>* (Invitrogen). Elektroporiert wurde mit
drei Spannungspulsen von je 0,1 ms und 1245 V/Puls. AnschlieBend wurde die Zellsuspension

auf 5 cm Schalen mit 5 ml vorgelegtem F12 ausgesat.
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Am Folgetag wurden die Zellen Trypsin abgeldst und auf 9 cm Schalen ausgesat. Die konfluent
angewachsenen Zellen wurden nach ein bis zwei Tagen mit Trypsin abgeldst und in
aufsteigenden Verdinnungen (1:10-1:10.000) auf 9 cm Schalen ausgesét. Drei Tage nach der
Aussaat wurde das F12-Medium mit dem Antibiotikum Geneticin (G-418) zur Selektion der
positiv transfizierten Zellen versetzt. Geneticin ist ein Antibiotikum, das die
Proteinbiosynthese von Sdugerzellen hemmt. Das Plasmid der transfizierten DNA kodiert
neben SpSLCIC1 zusitzlich das Gen der Aminoglykosid 3‘-Phosphotransferase. Dieses
Enzym phosphoryliert die Hydroxylgruppen von Geneticin, wodurch dessen antibiotische
Wirksamkeit verloren geht. Nur die Zellen, die die DNA stabil ins Genom integrierten,

uberleben die Antibiotikabehandlung.
Picken von homogenen Zellklonen

Die verdlnnt ausgesaten Zellsuspensionen (1:10-1:10.000) bildeten bei optimaler Verdiinnung
vereinzelte Zellkolonien, die auf eine einzelne Vorlauferzelle zuriickgehen. Diese Kolonien
wurden markiert und mithilfe vorgefertigter Plastikringe (abgeschnittene 1 pl-Pipettenspitzen)
mit silikonbeschichteter Unterseite ,,gepickt®. Dabei werden die markierten Kolonien mit dem
Ring vom Rest der 9 cm Schale isoliert und separat mit Trypsin (25 pl) abgelést. Die
abgeldsten homogenen Zellen wurden aspiriert und auf 96-Well-Zellkultur-Platten mit
vorgelegtem F12-Medium Ubertragen. Dort wurden die Zellen hochgezogen und

immunzytochemisch (siehe Kapitel 2.5.4) auf positive Klone getestet.

2.5.2 Transiente Genexpression

CHO-Zellen wurden mithilfe von Lipofectamin 2000 (Invitrogen, Invitrogen) transfiziert. Bei
dieser Methode werden Liposomen-Komplexe gebildet, die den Transfer der DNA in die Zelle
erleichtert (Dalby et al., 2004). Die Liposomen bestehen aus kationischen und neutralen
Lipiden, die das anionische Ruckgrat der DNA binden. Der Liposomen/DNA-Komplex
Uberwindet die elektrostatische Hurde der Plasmamembran durch Fusion. Es wurden
CHO-SpSLCICL1-Zellen transient mit Hy1-DNA, oder CHO-H\1-Zellen mit den jeweiligen
SpSLCIC1-Mutanten-DNA (SpSLC9C1-R399A, -R803Q, -R1053Q) transfiziert.

Es wurden 6x10* Zellen/Schale auf 4-Well-Zellkulturschalen mit 5 mm PLL-beschichteten
Glasplattchen ausgesat und G.N. auf 37°C (5% COz) zum Anwachsen inkubiert. Am Folgetag
wurde jede Kulturschale mit PBS gewaschen und 400 pl OptiMEM Medium (Invitrogen)
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vorgelegt. Fir jede Schale wurden 50 pl mit 0,8-1,4 ug DNA und 50 pl mit 2 pl
Lipofectamin 2000 separat in einem Eppendorf-Reaktionsgefal? fir 5 min bei RT in OptiMEM
inkubiert.  Anschlielend wurden die beiden Ansatze gemischt (100 pl final,
DNA + Lipofectamin 2000) und nach 20 min bei RT auf die Zellen gegeben. Der
DNA/Lipofectamin 2000-Mix in der Zellkulturschale wurde fur 4-6 Stunden bei 37°C (5%

COo) inkubiert. Die Zellen wurden anschlieend mit PBS gewaschen und in F12 gehalten.

2.5.3 SDS-Gelelektrophorese und Western-Blot-Analyse
Zur Untersuchung der positiven Klone aus der stabilen Zelllinie (Kapitel 2.5.1) wurden
Proteine aus den  Zelllinien prapariert. Diese wurden anschliefend  Uber
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt und mit
Western-Blot-Analyse immunologisch untersucht.

Proteinpraparation

Zur Proteinpréaparation aus CHO-Zellen wurden konfluent bewachsene 9 cm Schalen in 1 ml
PBS-EDTA mithilfe eines Gummispatels vom Schalenboden entfernt und anschlie3end fur
5 min bei 500 g pelletiert. Das Pellet wurde im hypotonen Lysepuffer resuspendiert und fir
5 min auf Eis gelagert. Zusatzlich zur hypotonen Zell-Lyse wurde die Zellsuspension durch
eine Kanule gezogen und 10 sek sonifiziert. Die Proteinkonzentration wurde mit dem
Bicinchoninsdure (bicinchonic acid, BCA)-Assay nach Lowry ermittelt (Gornall, Bardawill &
David, 1949).

Konzentrationsbestimmung durch den BCA-Assay

Grundlage der Proteinkonzentrationsbestimmung mit dem BCA-Assay ist die Biuret-Reaktion.
Cu?*-lonen bilden zusammen mit vier Peptidbindungen einen Komplex. Dabei wird Cu?* zu
Cu!* reduziert. AnschlieRend chelatieren zwei Molekiile BCA ein Cu*-lon und bilden einen
dunkelvioletten Farbkomplex der photometrisch gemessen werden kann. Die Absorption bei
562 nm ist proportional zur Proteinkonzentration mit einer Nachweisgrenze von 10 pg/ml. Zur
Kalibrierung wird eine Verdinnungsreihe mit BSA-L6sung (Bovine Serum Albumin)

angesetzt. Proteinproben und BSA-Kalibrierungsreihe wurden mit einem Gesamtvolumen von
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20 pl/Schale in eine 24-Well-Platte gegeben und mit je 180 pl BCA (auf 200 ul/Schale)
aufgefullt (Thermofischer BCA-Assay-Kit, Losung B und Lésung A im Verhdltnis 1:50). Nach
einer Inkubation von 30 min bei 37°C wurde die Absorption bei einer Wellenldnge von 570 nm
in einem Plate-Reader gemessen (Packard Instrument Company, Meriden, CT, USA) und die

Proteinkonzentration anhand einer Ausgleichsgerade durch den BSA-Standard bestimmt.

Auftrennung von Proteinen im SDS-Gel

Proteine wurden uber eine SDS-PAGE in Anlehnung an Laemmli aufgetrennt (Laemmli,
1970). Das Trenngel enthielt 10% Acrylamid, das Sammelgel 5% (siehe Tabelle 2-18 und
Tabelle 2-19). Der SDS-Probenpuffer (4x) wurde mit der gewinschten Proteinprobe 1:4
verdiinnt und 5 min bei 95°C erhitzt. Die Auftrennung von je 15-30 pg Protein im Sammelgel
erfolgte bei 12-15mA, im Trenngel bei 24-30 mA. Als Marker wurde der Applichem

Prestained Protein Marker VI (PanReac, Applichem, Darmstadt, Deutschland) aufgetragen.

SDS-Sammelgel (5%)

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) 0,5ml
10% (w/v) SDS 20 pl
30% Acrylamid 340 ml
10% (w/v) Ammoniumpersulfat 40 pl
TEMED 3ul
H20 1,12 mi

Tabelle 2-18: Zusammensetzung eines 5%igen SDS-Sammelgels.

SDS-Trenngel (10%)

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 1,5 mi
10% (w/v) SDS 60 pl
30% Acrylamid 2mi
10% (w/v) Ammoniumpersulfat 40 pl
TEMED 3pul
H.O 2,42 ml

Tabelle 2-19: Zusammensetzung eines 10%igen SDS-Trenngels.
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Transfer von Protein auf Blotmembran (Western Blot) und immunologischer Nachweis

Nach der Auftrennung der Proteine in der SDS-PAGE wurden diese auf eine
PVDF-Blotmembran transferiert (Immobilon P, Millipore, Towbin, Staehelin, & Gordon
1979). Fur den Transfer wurde ein Maxi Semi-dry-Blotter T788.1 (Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland) verwendet. Die PVDF-Membran wurde in Methanol aktiviert und zusammen mit
dem Gel im semi-dry-Verfahren zwischen die Elektroden gelegt. Der Transfer wurde Uber
35-45 min bei 2,4 mA/cm? Gelflache durchgefiinrt. Der Erfolg des Transfers konnte anhand
des Prestained Protein Marker VI Uberprift werden. Zusatzlich wurde das SDS-Gel flr 24 h
in Coomasie Brilliant Blue R 250 (Applichem, Darmstadt) gefarbt.

Um den HA-markierten SpSLC9C1 nachzuweisen, wurde die Membran mit
Anti-HA-Antikoérpern inkubiert. Nach Reaktivierung der getrockneten Membran in Methanol
wurde sie fir 30 min in PBS-T mit 2,5% Milchpulver (w/v) blockiert und anschliel3end fur
5 min in PBS gewaschen. Es folgte die Inkubation mit dem priméren Antikorper (Ratte-a-HA,
1:5000, Kremmer, HZ Muinchen, Deutschland) in PBS-T fur 60 min bei RT. Nach zwei
weiteren Waschschritten (PBS) wurde die Membran mit dem speziesspezifischen sekundéaren
Antikorper fur 45 min inkubiert (Ziege-a-Ratte-Meerrettich-Peroxidase, 1:5000, horseradish-
peroxidase, HRP). Nach einem letzten Waschschritt (PBS) wurde die Membran fir 5 min mit
dem Chemiluminescence Detection for Horseradish Peroxidase Substrate 3 (Applichem)
behandelt. Durch Zugabe dieser enhanced chemiluminescence-Ldsung wurden die Komplexe
aus HA-markiertem Protein, primdren und sekunddren AntikOrper (ber eine
Chemielumineszenzreaktion nachgewiesen. Dabei kommt es durch die Oxidation von Luminol
zur Chemilumineszenz. Die Detektion erfolgte auf einem CCD-Imaging System (LAS-3000,
Fuji Photo Film, Dusseldorf, Deutschland).

2.5.4 Immunzytochemie und Membransheets
Im Rahmen dieser Arbeit wurden CHO-SpSLC9C1-Zellen immunzytochemisch untersucht.
Dabei wurden primére (Antigen spezifische) Antikorper und sekundare (fluoreszente)
Antikorper verwendet. Primadre Antikorper dienen der Erkennung und Bindung spezifischer
Antigene (z.B. einer bestimmten Aminosdurensequenz im Protein). Die primdren Antikorper
konnen anschlieBend von fluoreszenzmarkierten, sekundéren Antikérpern nachgewiesen und
so im Mikroskop sichtbar gemacht werden. Neben immunreaktiven Molekilen (Antikdrpern),
wurde zusitzlich 4°6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) zur Markierung von DNA benutzt. Eine
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Liste der benutzten primaren und sekundaren Antikorper sind jeweils in Tabelle 2-20 und
Tabelle 2-21 aufgelistet.

Antigen Antikorper Spezies Verdinnung  Anbieter

HA-Tag HA RO01 3F10 Ratte 1:1000 E. Kremmer (HZ Minchen)
RFP RFP Kaninchen 1:500 Biomol

Calnexin Calnexin (CAL)  Maus 1:500 Abcam

SpSLCOC1 SuUl Kaninchen 1:750 David’s Biotechnology
SpSLCOC1 SuU2 Kaninchen 1:750 David’s Biotechnology

Tabelle 2-20: Liste der flr die Immunzytochemie benutzten priméaren Antikérper: Angegeben sind Antigen,

Fluorophor, Spezies der zur Herstellung immunisierten Tiere, eingesetzte Verdinnung und Anbieter der

Antikorper.
Antigen Fluorophor Spezies  Verdinnung Anbieter
Ratte A488 Esel 1:400 Dianova
Kaninchen Cy3 Esel 1:250 Dianova
Maus DyLight649 Esel 1:800 Dianova
Kaninchen A488 Ziege 1:500 Dianova
Ratte Cy3 Esel 1:250 Dianova

Tabelle 2-21: Liste der fur die Immunzytochemie benutzten sekundéren Antikorper: Angegeben sind
Antigen, Name, Spezies der zur Herstellung immunisierten Tiere, eingesetzte Verdinnung und Anbieter der
Antikorper.

Fur die konfokale Mikroskopie wurden 3x10* Zellen/Schale auf 1,5H Glasplattchen in einer
4-Well-Platte  ausgesat. Die  Zellen wurden mit einem  membranstdndigen
Cherry-CAAX-Ankerprotein transfiziert (0,8 pl/Schale, Lipofectamin 2000, Kapitel 2.5.2).
Zur Vorbereitung wurden die Zellen mit PBS gewaschen, flir 5 min mit Paraformaldehyd (4%)
fixiert und die Membran mit CT permeabilisiert. Die Zellen wurden mit dem primaren
Antikorper (Verdinnungen siehe Tabelle 2-20) fur eine Stunde in CT inkubiert, anschlieRend
zweimal mit PBS gewaschen und fiir 20 min mit dem sekundéren Antikorper (siehe Tabelle
2-21) unter Lichtausschluss inkubiert. Nach zwei PBS-Waschschritten wurden die 1,5H
Plattchen mit Aqua Poly/Mount (PolySciences Inc.) auf dem Objekttréger fixiert.
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Die Fluoreszenz- und Durchlichtaufnahmen wurden mit einem  konfokalen

Laserscanning-Mikroskop (Fluoview FVV1000, Olympus, Tokio, Japan) gemacht.
Praparation von Membransheets

CHO-SpSLC9C1-Zellen (6x10* Zellen/Schale auf 1,5H PLL Uberzogenen Glasplattchen)
wurden dber Nacht transient mit dem membranstandigem CAAX-RFP Fusionsprotein
transfiziert (Lipofectamin 2000). Circa 12 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen
uber Nacht auf 29°C (7,5% COy) inkubiert. Morgens wurden die Zellen mit PBS gewaschen
und mit 1 ml Stabilisierungspuffer in der 4-Well-Platte gehalten. Anschlieend wurden die
Zellen durch einem Stabsonifikator (Vibra-Cell, Sonics, Newton, USA) einem 0,1 s langen
Ultraschallpuls (Amplitude 5%) ausgesetzt. Der Ultraschallpuls wurde ggf. ein bis zwei Mal
wiederholt, bis auf dem Zellteppich mit dem Mikroskop ein Krater zu erkennen war. Die

Membransheets wurden mit dem in Kapitel 2.5.4 beschriebenen Farbeprotokoll angeférbt.

2.6 Kalibrierung durch die pHnui-Methode
Zur Untersuchung des pHi-Wertes in Ruhe (pHrest) und der pH-Pufferkapazitdt wurden
CHO-Zellen mit der pHnui-Methode nach Eisner untersucht (Eisner, Kenning & O’Neill,
1989). Dabei wurden Zellen fur 10 min mit BCECF-AM (10 puM in ES) beladen und mit
verschiedenen Nullpunktldsungen (pHnui-LOsungen) angesduert oder alkalisiert. Die
pHnui-LOsungen enthalten eine schwache Saure (Propionséure, C2HsO2) und eine schwache
Base (Ammoniumchlorid, NH4CI). Diese existieren in einem pH-abhangigen Gleichgewicht
zwischen der protonierten und deprotonierten Form. Bei pH =7,4 sind beide unvollstandig
deprotoniert bzw. protoniert (pKs C2HsO2 = 4,87, pKs NH4Cl =9,25) und im ungeladenen
Zustand membrangangig. Nach Ubergang der ungeladenen Form in die Zelle stellt sich dort
ein neues Gleichgewicht zwischen deprotoniertem und protoniertem Zustand ein. Propionséure
séuert so die Zelle bei konstantem pHe an, wahrend Ammoniumchlorid die Zelle alkalisiert. So
kann die pHnu-L&sung den pHi in eine vorberechnete Richtung auslenken und bei ausreichend
hoher Konzentration sogar klemmen. Ist der angestrebte pH-Wert der pHnui-Lsung gleich

dem pHi kommt es nicht zu einer Auslenkung der Fluoreszenz. Uber die Gleichung
pHpuy = pHe, — 0,5 log [A]/[B]

wird das Sdure/Base Konzentrationsverhéltnis ([A]/[B]) fur einen gewinschten pHnui

berechnet. Fir meine Versuche wurde eine konstante Konzentration von Propionsaure (5 mM)

30



2. Material & Methoden

mit verschiedenen Konzentrationen von Ammoniumchlorid verwendet, um den pH; in
Richtung pHnun 6,4, 6,8, 7,2, 7,6 und 8,0 herzustellen. Dafiir wurde die oben genannte Formel
nach [B] aufgeldst:

[B] = [A]/102(PHe=PHnun)

Um osmotische Effekte zu verhindern, wurde die NaCl-Konzentrationen der jeweiligen
Saure/Base-Konzentration angepasst. Tabelle 2-22 zeigt die verwendeten Konzentrationen von
Propionsdure  (Na*-Propionat), Ammoniumchlorid und NaCl fir die jeweiligen
pHnui-Losungen. Die Konzentrationen fir KCI, MgCl, CaCl,, HEPES und Glucose sind wie
in der Standard-ES (Tabelle 2-9).

pHnul [Na*-Propionat] [Ammoniumchlorid] [NaCl]

6,4 5mM 0,05 mM 134,95 mM
6,8 5mM 0,32 mM 134,68 mM
7,2 5mM 1,99 mM 133,01 mM
7,6 5mM 12,56 mM 123,44 mM
8,0 5mM 79,25 mM 55,75 mM

Tabelle 2-22: Zusammensetzung der pHnui-L&sungen: Angegeben sind die verwendeten Konzentrationen von
Propionséure (Na*-Propionat) und Ammoniumchlorid zur Herstellung funf verschiedener pHnui-Lésungen. Die
NaCl-Konzentration wurde der entsprechenden Na*-Propionat und Ammoniumchlorid-Konzentration angepasst

um osmotische Abweichungen zu vermeiden.

Gemessen wurde am CellR-Imaging System der Firma Olympus (Mikroskop Olympus 1X81
Beleuchtungssystem MT20, 150 W Xenonlampe). BCECF wurde ratiometrisch Uber zwei
Filter (430/25 nm und 470-490 nm, Semrock) angeregt. Die Emission wurde durch einen
535/25 nm-Filter (Semrock) in Komibation mit einem 500 nm LP dichroischen Spiegel
(Semrock) gemessen. Integriert wurde alle 2 s (0,5 Hz) fiir 200 ms bei 430/25 nm und 100 ms
bei 470-490 nm. Das Fluoreszenzverhaltnis R von (Fas7o0-a00)/Fa30 reprasentiert das das
pHi-Signal. Es ist dargestellt als Anderung (AR/R) in Relation zu den circa 20 Datenpunkten
der jeweils vorhergegangenen ES-Perfusion. Die Perfusion der pHnui-LOsungen und der ES
war gravitationsgetrieben und wurde manuell tiber das nanion-Perfusion-System gesteuert. Die

Auswertung geschah tber die Olympus Cell® Imaging Software Version 3.1.
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2.7 Elektrophysiologie
Die Spannungsabhangigkeit von SpSLC9C1 wurde elektrophysiologisch untersucht. Dabei
wurden die Zellen auf 5 mm PLL-beschichteten Glasplattchen ausgesat. Fir Messungen an
SpSLCIC1 wurden 2x10* Zellen/Schale der CHO-SpSLC9C1-Zelllinie ausgesit und fiir 24 h
auf 37°C (5% CO3) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fur circa 12 h auf 29°C (7,5%
COy) inkubiert.

Fur Messungen von SpSLCO9C1 in Kombination mit dem Hyl-Protonenkanal wurde in
CHO-SpSLCIC1-Zellen (6x10* Zellen/Schale, 5mm PLL-beschichtete Glasplattchen)
zusétzlich der Hy1-Kanal exprimiert.

Fur Messungen der SpSLC9C1-Mutanten R399A und R1053Q wurde das jeweilige Konstrukt
transient in einer stabilen CHO-H.1-Zelllinie exprimiert. Gating-Strome von
SpSLCI9C1-R1053Q und SpSLCIC1-R803Q wurden transient in CHO-WT-Zellen untersucht.
Um positiv transfizierte Zellen zu erkennen, wurde mCherry in einem separaten Vektor

(0,2 pg/Schale) cotransfiziert.

2.7.1 Die Patch-Clamp-Technik
Die Patch-Clamp-Technik (Membranfleck-Klemme) wurde zuerst von Erwin Neher und Bert
Sakmann im Jahre 1976 beschrieben (Neher & Sakmann, 1976; Hamill et al., 1981). Sie diente
ursprunglich zur Messung von einzelnen lonenkanélen. Dabei wird ein Membranfleck (patch)
vom extrazellularen Medium durch eine Glaspipette elektrisch isoliert (Abbildung 2-3,
cell-attached-Konfiguration). Die Messung der kleinen Strome durch einzelne Kanéle erfordert
die Reduzierung des Grundrauschens. Dieses Rauschen entsteht durch Schwankungen im
Leckstrom zwischen der Glaspipette und der Zellmembran. Einen Grofteil dieser
Schwankungen liefert das thermische Rauschen, dessen Varianz umgekehrt proportional zum
Widerstand ist, Uber den der Strom flieRt. Fihrt man die Pipette an die Zelle heran und legt
einen leichten Unterdruck an, bildet sich eine Verbindung. Der elektrische Widerstand kann
dabei Werte von > 1 Gigaohm annehmen (Man spricht dann von einem gigaohm-seal). In
diesem Bereich ist das thermische Rauschen so gering, dass der Strom einzelner lonenkanéle

aufgeldst werden kann.

Von der cell-attached-Konfiguration gelangt man in drei andere elektrophysiologische
Messkonfigurationen. Fir die inside-out-Konfiguration bewegt man die Pipette von der
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cell-attached-Konfiguration aus leicht nach oben und reif3t so ein Stlick Membran aus der Zelle.
Die Innenseite der Zellmembran ist dabei der Badlésung zugewandt (Abbildung 2-3, rechts).
Legt man von der cell-attached-Konfiguration aus einen Unterdruck in Kombination mit einem
kurzen Spannungspuls (400-600 mV, 0,5 ms) an, so rei3t die Membran in der Pipette auf. Der
Kontakt zwischen Pipette und Membran bleibt dabei oft intakt. In der so etablierten
whole-cell-Konfiguration lassen sich Strome Uber die gesamte Zellmembran messen
(Abbildung 2-3, links). Durch das Kontinuum zwischen Pipette und Zelle kommt es zum
Austausch der Pipettenldsung mit dem Zytoplasma. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Pipetten
mit Widerstanden von 5-7 MQ verwendet. Der Zugangswiderstand Rz betrug in der

whole-cell-Konfiguration tblicherweise 7-15 MQ.

Man gelangt in die outside-out-Konfiguration durch vorsichtige Bewegung der Pipette von der
whole-cell-Konfiguration aus nach oben. Durch das langsame Ziehen schlieit sich die
Membran an der Pipette wieder, sodass die Innenseite der Zellmembran der Pipettenldsung
zugewandt ist (Abbildung 2-3, Mitte).
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Abbildung 2-3: Schematische Darstellung von Patch-Clamp-Konfigurationen: In der cell-attached-
Konfiguration kénnen lonenkanéle der intakten Zellmembran gemessen werden. Die whole-cell-Konfiguration
erlaubt die Messung aller Proteine in der Zellmembran. Die outside-out sowie die inside-out-Konfiguration
ermdglicht die Messung eines Membranflecks. Dabei ist die AuBen- bzw. die Innenseite der Membran der

Badl6sung zugewandt. Abbildung aus Numberger 1996.

Prinzip des Patch-Clamp-Verstarkers

Elektrophysiologische Experimente im Rahmen dieser Arbeit wurden in der sogenannten
Spannungsklemme durchgefiihrt. In dieser Einstellung wird eine definierte Spannung zwischen
Messelektrode und Referenzelektrode angelegt. Die Messelektrode befand sich in der Pipette
und war mit IS beftllt, wahrend sich die Referenzelektrode in der Badkammer mit ES befand.
Der Strom, der durch die Messelektrode injiziert werden muss, um die gew(inschte Spannung

zu halten, ist das gemessene Signal.

Ein vereinfachtes Schema ist in Abbildung 2-4 dargestellt (Abbildung aus Brenker 2011). Die

gewilnschte Spannung (Kommandospannung Vk) wird mit der Spannung zwischen
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Referenz- und Messelektrode an einem Operationsverstarker verglichen. Bei einer Differenz
injiziert der Verstéarker durch Rickkopplung Gber den Widerstand Rr einen Strom in die Pipette
um die gewunschte Spannung zu erreichen. Ein Hauptmerkmal eines Operationsverstarkers ist,
dass er die eingehenden Spannungen stromfrei messen kann (ein idealer Operationsverstarker
besitzt einen unendlich hohen Widerstand), sodass der induzierte Strom nur tber Rr in die
Pipette geleitet wird. Durch diese Riickkopplung erreicht die tatsachliche Spannung zwischen

Referenz- und Messelektrode innerhalb weniger ps die gewiinschte Spannung V.

Die gehaltene Spannung V = Rr x | wird an einem weiteren Operationsverstarker stromfrei
gemessen. An dieser Stelle kann der Strom | Uber den bekannten Widerstand Rr bestimmt
werden (I = Vk x Rg).

Die Rickkopplung findet im Vorverstarker am Pipettenhalter statt, wéahrend die Spannung
V = Rr x | im Hauptverstarker bestimmt wird. Dort wird das Signal verstarkt und gefiltert
(Tiefpass-Bessel-Filter, 10 kHz). Anschliel}end digitalisiert ein Analog-/Digital-Wandler das

aufgenommene Signal mit einer Abtastfrequenz von bis zu 100 kHz.

—
Rr
+

Strommessung

Messpipett%

I
Vk
Referenzelektrode Kommandospannung

Abbildung 2-4: Prinzip des Patch-Clamp-Verstarkers. Abbildung aus Brenker 2011.

Vor jeder Messung wird der Referenzelektrode das Potential von 0 mV zugeschrieben
(offset-Abgleich). Dabei werden die Spannungen in Relation zur Referenzelektrode angegeben;
eine positive Spannung ist dadurch definiert, dass das Zytoplasma bzw. die intrazelluldre Seite
der Membran gegenlber der extrazelluaren Seite positiv geladen ist. Eine negative Spannung

ladt die intrazellulare Seite der Membran gegeniber der extrazelluldren Seite negativ. Ein
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Strom von Kationen (ber die Membran von innen nach auflen ergibt positive Strome
(Auswartsstrome). Uberqueren Kationen die Membran von aufen nach innen, erzeugen sie

negative Strome (Einwértsstrome).

2.7.2 pH-Fluorimetrie

Im Rahmen dieser Arbeit wurde fur die pH-Fluorimetriemessungen der pH-sensitive Farbstoff
BCECF ratiometrisch verwendet (Kapitel 2.2.1). Angeregt wurde mit einem
Fluoreszenzsystem der Firma Photon Technology International (PTI, New Jersey, USA). Die
abwechselnde Anregung bei einer Wellenldnge von 440 nm und 480 nm fand (ber einen
Monochromator (DeltaRAM X™, PTI) mit einer Bandbreite von jeweils 12,5 nm bei einer
Frequenz von 5 Hz statt. Die Emissions-Wellenlange wurde mit zwei hintereinandergestellten
Filtern der Firma Brightline kontrolliert: einem 525/24 nm Filter im Filterwirfel des
Mikroskops in Verbindung mit einem dichroischen Spiegel mit 500 nm LP Kantenwellenlédnge
sowie einem weiteren Filter (525/15 nm) vor dem Photomultiplier des PTI Systems. Integriert
wurde das Fluoreszenzsignal an einem Photomultiplier (bedingt durch die Anregungsfrequenz
von 5 Hz) Gber 100 ms pro Wellenlénge. Fir alle Messungen wurde ein 60x Wasserobjektiv
(Olympus UplanSApo, 60x, 1,20W) benutzt. Die Zelle wurde Uber die Pipette in der
whole-cell-Konfiguration mit Farbstoff beladen (siehe Kapitel 2.7.1).

Zur Bestimmung von V12 und s wurde die Steigung von AR des jeweiligen Fluoreszenzsignals
durch eine lineare Regression beschrieben und gegen die Spannung (V) aufgetragen (AR/V).
Die Daten wurden (ber eine iterative Annaherung durch die Boltzmann-Gleichung

beschrieben, wobei
AR(V) = 1/(1 + exp(V — Vy,,)/5)

mit s = (KT)/(qg%ge). V112 ist das Potential, an dem AR (V) = ARmax/2. Die Mittelwerte wurden
durch Normalisierung jedes Datensatzes zum jeweiligen Maximum und Minimum der
Boltzmann-Anpassung bestimmt. Alle verwendeten Daten wurden durch iterative Anndherung

zufriedenstellend beschrieben (r?> > 0,96).
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2.7.3 Acid-load von CHO-Zellen

Hier wurden die Auswirkungen von SLC9-spezifischen Blockern auf endogene Austauscher
von nicht-transfizierten CHO-K1-Zellen untersucht. Zu diesem Zweck wurden 3x10*
Zellen/Schale auf 4-Well-Zellkulturschalen mit 5 mm PLL-beschichteten Glasplattchen
ausgesat und u.N. auf 37°C (5% CO2) zum Anwachsen inkubiert. Am Folgetag wurden die
Zellen mit BCECF-AM in ES beladen (10 uM, 10 min) und und anschlieBend angeséuert. Eine
Gruppe von circa 30 Zellen wurde, wie in der pH-Fluorimetrie beschrieben, abwechselnd bei
einer Wellenlénge von 440 nm und 480 nm angeregt um den pH; zu verfolgen (Parameter wie
in Kapitel 2.7.2). Im sogenannten acid-load-Experiment (Boron & De Weer, 1976; Pedersen
et al., 2007) wurden die CHO-Zellen zuerst mit 10 mM NH4Cl in ES fir 200 s perfundiert um
die Zellen zu alkalisieren. Dabei Uberquert ungeladenes NHz die Zellmembran und stellt
intrazelluldr ein Gleichgewicht zwischen NHz und NHs" ein. Dieser Prozess verbraucht
intrazellulér H*; der pH; steigt dadurch an. AnschlieBend wurden die Zellen mit Na*-freier ES
umspilt (200 s). Ungeladenes NH3 diffundiert aus der Zelle, setzt ein H frei und suert die
Zelle an. Die Abwesenheit von Na* verhindert, dass endogene Austauscher aktiv sind. Im
nachsten Schritt wird Amilorid (500 uM) in ES (140 mM Na*) fiur 200s perfundiert.
Abschlielend werden die Zellen mit Amilorid-freier ES umspilt.

2.7.4 Blitzlicht-Photolyse

Im Rahmen dieser Arbeit wurden biologisch inaktive Molekiile (caged-compounds) durch
Blitzlicht-Photolyse in ihre aktive Form umgewandelt. Die Photolyse geschah in Kombination
mit der pH-Fluorimetrie an der Patch-Clamp-Apparatur. Dazu wurden kurze UV-Licht-Pulse
(1 ms) mit einer Xenon-Blitzlampe (JML-C2, Rapp OptoElectronic, Hamburg, Deutschland)
auf die Zelle gerichtet. Das Licht wurde durch einen Bandpassfilter (UV-2 250-375, Rapp
OptoElectronic) Uber einen Lichtleiter in den hinteren Mikroskop-Eingang geleitet. Die
Blitzlampe besitzt zwei 1 mF Kondensatoren, die unabh&ngig voneinander mit maximal 385 V
geladen werden konnen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde nur einer dieser beiden
Kondensatoren genutzt. CHO-SpSLC9C1-Zellen wurden vor der Messung fir 30 min mit
10 uM membrangangigem BECMCM-cAMP in F12-Medium beladen. Zusétzlich enthielt die
Pipettenlosung mit 100 uM BCMCM-cAMP.
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2.7.5 Messung von Gating-Stromen
Gating-Stréme entstehen, wenn geladene Aminosauren eines membranstédndigen Proteins bei
Spannungsanderungen eine andere Konformation im elektrischen Feld einnehmen. Sie wurden
zuerst in Natriumkanélen von Tintenfisch-Axonen beschrieben (Armstrong & Bezanilla,
1974). Um Gating-Strome in der Spannungsklemme messen zu kdnnen, mussen sie von

ionischen Stromen und linear kapazitiven Stromen isoliert werden.

Die Zellmembran fungiert in der whole-cell-Konfiguration als Kondensator (Cm). Beim
Anlegen einer gewinschten Spannung wird Cn (ber einen transient injizierten Strom
aufgeladen. Der injizierte Strom zum Laden von Cpy ist proportional zur gewdinschten
Spannung. Fur die Messung der normalerweise kleinen Gating-Strome muss dieser kapazitive

Strom bestimmt und abgezogen werden (Bezanilla, 2008).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden daflir sogenannte P/4-Protokolle benutzt. Die
linear-kapazitiven Stréme werden dabei fur jeden Spannungspuls separat bestimmt. Dabei
gehen dem eigentlichen Spannungspuls vier Spannungspulse mit einem Viertel des
gewlinschten AV, voraus. Diese wurden in entgegengesetzter Polaritdt zum Spannungspuls
ausgefihrt. Aufaddiert ergeben diese P/4-Pulse die linear-kapazitiven Strome fur den
jeweiligen Spannungspuls, ohne den Gating-Mechanismus des Proteins zu aktivieren. Die
linear-kapazitiven Strome werden anschlieBend abgezogen (Clampex V1.10.2.0.12, MDS
Analytical Technologies).

Die gemessenen Strome wurden Uber die Zeit integriert, um die Anzahl der transportierten
Ladungen Q zu bestimmen. Q wurde dann gegen die Spannung (V) aufgetragen (Q/V). Zur
Bestimmung der Spannungsabhangigkeit wurden die Daten Uber eine iterative Annéherung
durch die Boltzmann-Gleichung angepasst:

QV) = 1/ + exp (V—V,)3)/s)

mit s =(kT)/(qgxqe). Die Mittelwerte (Q/Qmax) wurden durch Normalisierung jedes
Datensatzes zum jeweiligen Maximum und Minimum der Boltzmann-Anpassung bestimmt.
Die Anzahl der Ladungen (qg), die am Prozess beteiligt sind, wurde durch qg = (KT)/(S%0e)
bestimmt. Alle verwendeten Daten wurden durch iterative Annaherung zufriedenstellend
beschrieben (r? > 0,98).
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2.7.6 Die Patch-Clamp-Apparatur
Der Patch-Clamp-Messstand ist auf einem schwingungsgeddmpften Tisch positioniert. Ein
Faradaykafig schirmt den Messstand vor dufleren elektromagnetischen Feldern ab. Das
Kernstiick bildet ein inverses Mikroskop (Olympus IX 71, Tokio, Japan). Ein hausintern
gebauter  Objekttisch und der Pipettenhalter/\Vorverstarker wurden Uber zwei
Mikromanipulatoren (PatchStar, Scientifica, Sussex, Vereinigtes Konigreich) gesteuert. Eine
hausintern gebaute Perfusionskammer konnte durch eine gravitationsgetriebene Perfusion mit

unterschiedlichen Lésungen perfundiert werden.

Die Referenzelektrode besteht aus einem Silberchloriddraht, der tber eine Agarbriicke (3 M
KCI) mit der Badlosung verbunden ist. Die Pipettenldsung ist tber eine Silberchloridelektrode
mit dem Vorverstarker verbunden. Steuerung und Dokumentation der Messungen erfolgte tiber
einen Axopatch 200B-Verstarker (Molecular Devices, Silicon Valley, USA), der (ber ein
digitales Erfassungssystem (Digidata 1440A, Molecular Devices) mit einem Computer

verbunden ist.
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3.1 Sequenzanalyse von SLC9C1
In der Maus besitzt SLCIC1 eine GroRe von 1175 Aminosduren, im Menschen 1177
Aminosauren und im Seeigel (Strongylocentrotus purpuratus) 1325 Aminosauren. Im
Vergleich dazu besitzen die humanen SLC9A1 (HsSLC9AL, auch bekannt als NHE1) und
SLCY9A3 (HsSLC9A3, auch bekannt als NHE3) 815 bzw. 825 Aminoséuren (Strausberg et al.,
2002). Damit ist SLCI9C1 deutlich groRer als andere Austauscher der SLC9-Familie. Eine
Sequenzanalyse gibt erste Hinweise auf den ungewohnlichen Aufbau des putativen
Na*/H*-Austauschers. Der SLC9C1 besitzt drei unterschiedliche Homologiedomanen: eine
Austauscherdoméne (NHE-Domane), eine Spannungssensordomdne (VSD) und eine
Bindestelle fiir zyklische Nukleotide (CNBD).

3.1.1 Die Austauscherdomane

Vier Mitglieder der SLC9-Superfamilie sind strukturell aufgeklart worden: NhaPl aus
M. jannaschii (MjNhaP1, Goswami et al., 2011), NhaP aus P. abyssi (PaNhaP, Paulino et al.,
2014), NhaA aus E. coli (EcNhaA, Hunte et al., 2005) und NapA aus T. thermophilus (TtNapA,
Furrer et al.,, 2007). MjNhaP1 und PaNhaP gehoren zur Familie der elektroneutralen
CPAl-Austauscher, wahrend EcNhaA und TtNapA der elektrogenen CPA2-Familie
zugeordnet werden (Brett, Donowitz & Rao, 2005). MjNhaP1 und EcNhaA sind am besten
untersucht und werden hier zum Vergleich mit SLC9C1 herangezogen (Abbildung 3-1).
Abbildung 3-2 zeigt die Sequenz der NHE-Doméne von SpSLCI9C1 (Aminosauren 1-529),
MjNhaP1, EcNhaA und HSSLC9A1 (Aminoséauren 1-555, gehort zur CPA1-Familie)
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Abbildung 3-1: Schematische Darstellung der Na*/H*-Austauscher EcNhaA, MjNhaP1 und SpSLC9C1,
sowie der Na*-Bindestelle: a) Der Na*/H*-Austauscher NhaA aus E. coli besitzt 12 (I-XII), NhaP1 aus
M. jannaschii 13 (I-XII) und SLC9C1 aus S.purpuratus 18 Transmembrandomanen (I-XIV der
Austauscher/NHE-Doméne zusammen mit S1-4 der Spannungssensordoméne, VSD). Die Bindestelle fir
zyklische Nukleotide (CNBD) liegt intrazelluldr. In SpSLC9C1 sind Aminosauren der Natriumbindestelle aus
MjNhaP1 konserviert (schwarze Punkte, siehe b). Die Sterne markieren Aminosduren, bei denen eine
Punktmutation zu einer Inaktivierung des Na*/H*-Austauschs in MjNhaP1 flihrte. b) Natriumbindestelle mit
konservierten Aminosduren aus E. coli (blau), M. jannaschii (rot) und S. purpuratus (schwarze Punkte der
NHE-Doménen in a). Abbildung modifiziert nach Windler et al., 2018.

MjNhaP1 und EcNhaA besitzen jeweils 13 und 12 Transmembrandoméanen (TMD I-XI111 und
I-XI1, Abbildung 3-2, Abbildung 3-2, rot und blau). Der N-Terminus liegt bei MjNhaP1
extra- und bei EcCNhaA intrazellular (Hunte et al., 2005; Paulino et al., 2014). Obwohl viele
Einzelheiten des Na/H*-Austauschmechanismus noch unklar sind, konnten die
Substratbindestelle und einige transportrelevante Aminosauren in MjNhaP1 und EcNhaA
identifiziert werden (Hellmer, Teubner & Zeilinger, 2003; Kuwabara et al., 2004; Arkin et al.,
2007; Padan, 2008; Maes et al., 2012; Schushan et al., 2012; Wohlert, Kiihlbrandt & Yildiz,
2014). In MjNhaP1 bilden die Aminosauren Thr131, Asp132, Ser157 und Aspl61 zusammen

mit den weniger konservierten Aminosdauren Thr76/Glul54 eine trigonal-bipyramidale
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Na*-Koordinationsstelle ~ (Abbildung  3-2b, Abbildung 3-2 schwarze Punkte).
CPA1-Austauscher besitzen ein charakteristisches Asn/Asp-Motiv, das an der Substratbindung
beteiligt ist (Abbildung 3-2, MjNhaP1-TMD VI, schwarzer Kasten). In EcNhaA befindet sich
an dieser Stelle ein CPA2-charakteristisches Asp/Asp-Motiv (TMD V). Dieses ist ebenfalls an
der Substratbindung beteiligt (Maes et al., 2012). Zwei wichtige Arg-Reste in MjNhaP1 sind
mit entscheidend fir die Austauschfunktion (Arg320 und Arg347, Abbildung 3-2,
MjNhaP1-TMD XI und XII, Hellmer et al., 2003).

Hydropathieanalysen sagen 14 TMDs fur SLC9C1 aus S. purpuratus voraus (SpSLC9C1,
Abbildung 3-2, I-XIV grau, Kyte & Doolittle 1982). Bis auf eine Aminosaure (Ala anstelle von
Thr76) sind alle Aminosauren der Substratbindestelle vom CPAL-Austauscher MjNhaP1 in
SpSLCIC1 konserviert (Abbildung 3-1b, TMD V und VI). Die Arginine liegen in den
vorausgesagten TMDs XII und X111 (Arg399 und 431) und sind ebenfalls hoch konserviert.

42



1%

SpSLCOC1
MjNhaP1l
EcNhaA
HsSLC9A1l

SpSLCIC1
MjNhaP1
EcNhaA
HsSLC9A1l

SpSLCIC1
MjNhaP1
EcNhaA
HsSLCY9A1l

SpSLCIC1
MjNhaP1l
EcNhaA
HsSLC9A1l

SpSLCIC1
MjNhaP1
EcNhaA
HsSLC9A1

SpSLCIC1
MjNhaP1l
EcNhaA
HsSLCOA1l

Abbildung 3-2: Vergleich der Austauscher/NHE-Doméane aus verschiedenen Mitgliedern der SLC9-Familie: Gezeigt sind SLC9C1-NHE-Doménen aus
dem Seeigel S. purpuratus (SpSLC9C1, Aminosauren 1-529) mit NhaP1 aus dem Archaeen M. jannashi (MjNhaP1), NhaA aus E. coli (EcNhaA) und der
NHE-Doméne aus dem humanen SLC9A1 (HsSLC9A1, Aminoséuren 1-555). Die 12 und 13 Transmembrandoménen (TMD) von EcNhaA und MjNhaP1 sind
jeweils blau und rot markiert. Hydropathieanalysen sagen 14 TMDs in SpSLC9C1 voraus (grau). Konservierte Aminosauren der Na*-Bindestelle sowie
transportrelevante Aminoséauren sind schwarz markiert. Die schwarze Box zeigt das CPA1-spezifische Asn/Asp-Motiv in SpSLCIC1 (TMD VII), MjNhaP1
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3. Ergebnisse

3.1.2 Die S4-Spannungssensordomane

Membranproteine konnen Anderungen der Membranspannung (Vm) detektieren und in
Konformationsanderungen umwandeln. Spannungsgesteuerte Na*-, K*- und Ca?*-Kanile
besitzen dafiir spezielle Spannungssensordoménen (VSDs oder S4-VSDs, Abbildung 3-3a,
Bezanilla 2008). 2005 wurde dartiber hinaus eine membranstdndige Phosphatase mit einer
funktionellen VSD entdeckt (Abbildung 3-3b, Murata et al., 2005). Diese Motive bestehen aus
vier TMDs (S1-4) mit einer charakteristischen Ladungsverteilung. Das namensgebende
S4-Motiv besitzt mehrere positiv geladene Aminosauren, zumeist Arg, jeweils unterbrochen
von zwei ungeladenen, meist hydrophoben Aminoséuren. In S1 bis S3 befinden sich h&ufig
negativ geladene Aminosduren, oftmals Asp, die Gegenladungen zu den positiv geladenen
Aminosauren in S4 bereitstellen (Papazian et al., 1995). Eine Sequenzanalyse zeigt am
C-Terminus von SLC9C1 ein Motiv mit groRer Ahnlichkeit zu einer klassischen VSD. Diese
Doménen sind am besten beim  spannungsgesteuerten  Shaker-K*-Kanal aus
Drosophila melanogaster (DmShaker) untersucht (Bezanilla, 2008).

a b
VSD Porenmotiv VSD

C

Phosphatase

Abbildung 3-3: Darstellung der VSD in unterschiedlichen Proteinen: Gezeigt sind VSDs (rot) in a)
spannungsgesteuerten lonenkandlen, b) der spannungsgesteuerten Phosphatase aus C. intestinalis (voltage-
sensor-containing-phosphatase, CiVSP) und ¢) SpSLC9C1 zusammen mit NHE-Domane und CNBD.
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Ein Sequenzvergleich der VSD von SpSLC9C1 mit der aus DmShaker und CiVSP ist in
Abbildung 3-4 dargestellt. Dieser zeigt konservierte, negativ geladene Aminosauren in den
TMDs S1-S3 von SpSLCIC1 (rot markierte Aminoséuren). Wie DmShaker, besitzt SpSLC9C1
sieben positiv geladene Aminoséuren in S4 (CiVSP besitzt vier, Abbildung 3-4, blau markierte

Aminosauren).

Sl
SpSLCIOC1 KICHHMAFEVTINIAIVLNIVPIIMEFVVQDKMASVSTMAAPGSTVSSEPSSLQKIEDAL - 732
DmShaker ---AARVVAIISVFVILLSIVIFCLETLPEFKHYKVFNTTTNGTKIEE--DEVPDITDPF - 279
CiVSP AVIDHLGMRVFGVFLIFLDIILMIIDLSLPGKS-------—---———-—--- ESSQSFYDGM - 151
S2 S3
SpSLCIC1 RISNYVFFVIYAIEAIVKILGLG-RH-YIVSHWNKFDAFILVVALVDIIIAETLLKGSIT - 790
DmShaker FLIETLCIIWFTFELTVRFLACPNKLNFCRDVMNVIDIIAIIPYFIT--LATVVAEEEDT - 337
CiVSP ALALSCY---FMLDLGLRIFAYGPKN-FFTNPWEVADGLIIVVTFVVTIFYTVLDEYVQE - 209
S4
SpSLCIOC1 INLS----—-—-=-—=-=———=---- SIKVVKLFRLLRGLRMLRLTKALIPKLILVVNGKI-NN - 831
DmShaker LNLPKAPVSPQDKSSNQAMSLAILRVIRLVRVFRIFKLSRHSKGLQILG--RTLKASMRE - 395
civsp =00 mmmemmme—eed TGADGLGRLVVLARLLRVVRLARIFYSHQQOMKASSRRTISQNK-RRYRK - 257
. A + ¥ * B &

Abbildung 3-4: Sequenzvergleich der VSD: Gezeigt sind die VSDs aus SpSLC9C1, DmShaker und CiVSP.

Hervorgehoben sind konservierte negativ (rot) und positiv geladene Aminosauren (blau).

3.1.3 Die Bindestelle fiir zyklische Nukleotide

Bindestellen furr zyklische Nukleotide sind bei Eukaryoten in vier Proteinfamilien beschrieben:
den Protein Kinasen A (PKA) und G (PKG, Vaandrager & de Jonge 1996; Rall et al., 1957;
Sutherland & Rall 1957; Cook et al., 1957; Lipkin et al., 1959; Walsh et al., 1968), den zyklisch
Nukleotid-sensitiven lonenkanélen (Kaupp & Seifert, 2002; Craven & Zagotta, 2006) und dem
Guanin-Austauschfaktor Epac (exchange protein activated by CAMP, Rehmann, Schwede, et
al., 2003; Rehmann, Prakash, et al., 2003). Sie kontrollieren eine Vielzahl von physiologischen
Prozessen und besitzen einen gemeinsamen Grundaufbau. Fir den Vergleich mit SpSLC9C1
wurde die Bindestelle aus MmHCN2 (Aminosauren 523 — 640) herangezogen (Abbildung 3-5).
Diese CNBDs befinden sich am C-Terminus des jeweiligen Proteins und umfassen drei
a-Helices (aA, aB und aC) und acht B-Faltblitter (B1 — B8). Zwischen f6 und B7 bildet eine
zusétzliche Helix zusammen mit einem konservierten Arginin die Phosphat-Bindekassette
(PBC, phosphate-binding cassette). Wichtige Aminosduren fur die Bildung der Tertiarstruktur
(gelb) und Substratbindung (griin) sind in Abbildung 3-5 dargestellt (Weber & Steitz, 1987,
Kaupp et al., 1989). Aminosduren fir die Bindung des zyklischen Nukleotids sind die
Purin-bindenden Val und Leu in f4 und B5 sowie Gly und Glu in 6 zur Koordination der
Ribofuranose. In SpSLC9C1 sind diese Aminosauren konserviert (Abbildung 3-5).

45



3. Ergebnisse

= =) 1 = o

SpSLCO9C1 KLIDFIKARASLLHFDYGEVIVREGDE SDGLFLIVSGLVI@YGKSAFLD HDNPPVT- -AGSEENEVFEDYE’I’VGN - 1040

MmHCN2 NFVTAMLTKLKFEVFOPGDYIIREGTIGKKMYFIQOHGVVSYLTK--==---==========—- GNK--EMKLSDGS - 578
SpSLC9C1 VIGEMGVLT------ KKPRNATVTCETTVQVYFITAEDMNIAIDTFTLYPSLEYRLWRVVAIRIATPLIMEQMAFQ - 1110
MmHCN2  YFGEICLLT------ RGRRTASVRADTYCRL--YSLSVDNF-NEVLEEYPMMRRAFETVAIDRLDRIGKKN- - - -~ - 640

Abbildung 3-5: Sequenzvergleich der CNBD: Gezeigt sind die CNBD aus SpSLC9C1 und MmMHCN2. Die
Bindestelle umfasst drei a-Helices (a.A, aB und aC), acht B-Faltblatter (1 — p8) und eine Phosphat-Bindekassette
(PBC, phosphate binding-cassette). Griin markierte Aminoséuren sind die purinbindenden Val und Leu (B4 und
B5), die ribofuranosebindenden Gly/Glu (B6) sowie die phosphatbindenden Arg/Thr. Gelb markierte Gly-Reste
zwischen den B-Faltbldttern Bl & 2, B2 & 3, B3 & 4 sowie B5 & 6 sind an der Aushildung der Tertidrstruktur
beteiligt.

Zwei wichtige Arg-Reste zur Bindung von zyklischem Nukleotid-3°5¢-Monophosphat (cCNMP)
sind Arg591 in der PBC und Arg632 in der aC-Helix (Varnum, Black & Zagotta, 1995; Tibbs,
Goulding & Siegelbaum, 1997; Cukkemane et al., 2007; Bonigk et al., 2009). Beide
Aminosauren sind in SpSLCI9C1 konserviert (Argl053 in der PBC und Argl097 in der
aC-Helix, Abbildung 3-5, griine Markierung).

3.2 SpSL.CIOCL1 erreicht die Plasmamembran von CHO-Zellen
Es wurde eine CHO-Zelllinie hergestellt, die SpSLC9C1 (Versehen mit einem HA-Epitop)
stabil  exprimiert  (CHO-SpSLC9C1-Zellen). Im  Western-Blot  erkannte  ein
Anti-HA-Antikorper zwei Proteinbanden auf einer Laufhohe von 137 und 146 Kilodalton
(kDa, Abbildung 3-6a, Pfeile). Diese stimmen mit der vorausgesagten Molekiilmasse (Mw) von
146,6 kDa uberein. In untransfizierten Zellen erkennt der Anti-HA-Antikorper keine Bande.
Eine mdgliche Interpretation fur das Auftreten von zwei Banden ist eine posttranslationale

Modifikation, z.B. Glykosylierung oder Phosphorylierung.
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Abbildung 3-6: Western-Blot und Immunzytochemie von CHO-SpSLC9C1-Zellen: a) Eine Western-Blot-
Analyse von CHO-SpSLC9C1-Zellen (HA-markiert) zeigt zwei Banden mit einer Molekilmasse (My) von
137 kDa und 146 kDa (Pfeile). b) Immunzytochemische Untersuchung von CHO-SpSLC9C1-Zellen (HA-
markiert). Die obere Reihe zeigt ganze Zellen. In der unteren sind Membransheets zu sehen. SpSLCIC1: a-HA,
grin, Plasmamembran: CAAX-RFP, rot, Endoplasmatisches Retikulum: a-Calnexin, magenta, Zellkern: DAPI,
blau. Abbildung modifiziert nach Windler et al., 2018.

Die CHO-SpSLC9C1-Zelllinie wurde anschlieBend immunzytochemisch untersucht. Der
Antikorper erkannte den HA-markierten Austauscher (Abbildung 3-6b, obere Reihe, griin).

Um zu prifen, ob SpSLCIC1 die Zellmembran erreicht, wurde eine weitere Zellkulturplatte
(60% konfluent) vor der Antikérperinkubation mit einem Stabsonifikator beschallt (Abbildung
3-6b, untere Reihe). Die auf den Glasplattchen anheftenden Reste der Plasmamembran
(Membransheets, rot) wurden anschlieBend mit dem Anti-HA-Antikorper sowie mit
verschiedenen Organell-Markern untersucht. Die Membransheets zeigten weder Zellkerne
(blau), noch Vesikel des Endoplasmatischen Retikulums (Calnexin markiertes ER, magenta).
Der Anti-HA-Antikorper markierte die Membransheets jedoch (griin). Diese Ergebnisse
zeigen, dass SpSLCO9C1 im heterologen CHO-Zellsystem exprimiert und in der
Plasmamembran verankert ist. Im nachsten Schritt soll SpSLC9C1 auf seine

Funktionstlichtigkeit untersucht werden.

3.3 SpSL.CIC1 besitzt einen funktionstiichtigen Spannungssensor

Eine Bewegung der VSD konnte 1973 von Armstrong und Bezanilla als Gating-Strom
nachgewiesen werden (Armstrong & Bezanilla, 1973). Diese schnellen transienten Stréme

betragen nur einen Bruchteil der viel gro3eren lonenstréme durch die Pore. Um zu untersuchen,
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ob diese Gating-Strome ebenfalls in  SpSLC9C1 vorhanden sind, wurden
CHO-SpSLC9C1-Zellen elektrophysiologisch untersucht. Spannungspulse von -15mV
bis -155 mV erzeugten transient-negative Strdme zu Beginn (sogenannte on-Strdme) sowie
transient-positive Strome zum Ende des Spannungspulses (sogenannte off-Strome, Abbildung
3-7a). In nicht-transfizierten CHO-Zellen (CHO-K1) wurden keine Gating-Stréme beobachtet
(Abbildung 3-7b). Fir jede Spannung wurden die off-Stréme Uber die Zeit integriert, um die
Menge an Ladungen (Q) zu bestimmen, welche die Membran tberqueren. Die Ladung (Q)
wurde anschlie3end gegen die angelegte Spannung (V) aufgetragen (Q/V, inset von Abbildung
3-7a). Zur Bestimmung der halb-maximalen Aktivierung (V12) sowie der Steigung s wurden
die Werte der Q/V Kurve mit der Boltzmann-Gleichung angepasst (Vi =-91,4 mV,
s=9,2mV, Abbildung 3-7a). Der Mittelwert (x Standardabweichung, SD)
betrug -94,7 + 2,9 mV fiir V2 und 8,5 + 0,8 mV fiir die Steigung s (Abbildung 3-7c, schwarze
Punkte, n = 6). Nimmt man eine Boltzmann-Verteilung mit zwei Energieniveaus an, lasst sich
die Anzahl der Ladungen (gg) abschétzen, die an dem Prozess beteiligt sind (Bezanilla &
Villalba-Galea, 2013). Bei einem Steigungswert von s = 8,5 mV ergeben sich dabei qq = 3,1

Elementarladungen e.
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Abbildung 3-7: Gating-Strome von SpSLC9C1-WT und der S4-Mutante SpSLC9C1-R803Q: a)
Schematische Darstellung der S4-TMD des Spannungssensors im SpSLC9C1-WT. Spannungsprotokoll (oben);
Ausgehend von -15mV wurden fir 40 ms Spannungspulse bis -155mV (A-10 mV) angelegt. Die
Spannungspulse erzeugten transient negative Stréme zu Beginn (on-Stréme) und transient positive Stréme zum
Ende des Pulses (off-Strome, unten). Die off-Stréme wurden integriert, um die Ladungen Q zu bestimmen. Q
wurde gegen die Spannung V aufgetragen (Q/V, inset) um den V1i,-Wert und die Steigung s zu bestimmen. Die
durchgezogene Linie zeigt die Anpassung durch die Boltzmann-Gleichung (V12 =-91,4 mV, s =9,2mV). b) In
nicht-transfizierten CHO-K1-Zellen erzeugte das gleiche Spannungsprotokoll keine Gating-Strome. c¢)
Schematische Darstellung der mutierten S4-TMD in SpSLC9C1-R803Q. Ein Spannungsprotokoll von -15 mV
bis -175 mV (oben) resultierte in einem V12-Wert von -113,6 mV und einer Steigung s von 11,4 mV (inset). d)
Die normalisierten Ladungen Q/Qmax Wurden gegen die Spannung V (mV) aufgetragen (Q/V). Die Mittelwerte
fur Vi-Werte (= SD), s (= SD) und Anzahl beteiligter Ladungen qq fiir WT und die R803Q Mutante (n = Anzahl
der Experimente) betrugen; WT (schwarze Kreise): Vi =-94,7+29mV,s=85+0,8mV, q;=3,1€, n=6,
R803Q (offene Kreise): Vi, =-117,9+7,1mV, s=12,0+ 1,1 mV, gqg= 2,0 &, n = 7. Alle Ergebnisse sind in
Tabelle 3-1 zusammengefasst. Abbildung modifiziert nach Windler et al., 2018.
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Die S4-TMD von SpSLC9C1 besitzt, wie der Shaker-K*-Kanal, sieben positiv geladene
Aminosduren (Arg- und Lys-Reste, Abbildung 3-4, blau). Bei Anderungen der
Membranspannung richten die Ladungen sich neu im elektrischen Feld aus (Liman et al.,
1991). Neutralisiert man im Shaker-K*-Kanal die dritte Ladung in S4 (Arg368), andert sich
V12 und s der VSD (Perozo et al., 1994; Aggarwal & MacKinnon, 1996; Larsson et al., 1996;
Seoh et al., 1996). Eine Neutralisierung der homologen Aminosaure Arg803 in SpSLC9C1
durch Austausch mit einem Glutamin (R803Q) verschiebt den Vip-Wert um -23 mV
auf -117,9 £ 7,1 mV und flacht die Boltzmann-Kurve ab (n =7, Abbildung 3-7d). Aus der
Steigung s (13,0 £ 1,1 mV) ergeben sich nun 2,0 Elementarladungen e, die sich verschieben.
Das lasst den Schluss zu, dass Arg803 eine ganze Elementarladung zu den gemessenen
Gating-Stromen  beitrdgt und das elektrische Feld volistandig Uberquert. Diese
Schlussfolgerung stimmt mit der Beobachtung von Larsson und Kollegen tberein, die Arg368
im Shaker-K*-Kanal untersuchten (Liman et al., 1991; Bezanilla, Perozo & Stefani, 1994;

Aggarwal & MacKinnon, 1996; Larsson et al., 1996; Seoh et al., 1996).

3.4 Die Gating-Stréme werden durch cAMP moduliert

Sequenzanalysen zeigen dass SpSLC9C1 auch eine Bindestelle fur zyklische Nukleotide
besitzt. Im néachsten Schritt soll untersucht werden, ob die Gating-Strome durch zyklische
Nukleotide moduliert werden. Daflr wurden Gating-Strome in Anwesenheit von cAMP oder
cGMP (jeweils 1 mM) in der Pipettenldsung untersucht. Dabei zeigte sich, dass CAMP den
V12-Wert um 20 mV zu weniger negativen Potentialen verschiebt, ohne jedoch die Steigung s
zu dandern (Abbildung 3-8b, offene Kreise, Vi =-74,4£64mV, s=88+19mV,
Qg = 2,9 €0, N =7). 1 mM cGMP in der Pipettenlésung war weniger effektiv (Abbildung 3-8b,
schwarze Dreiecke, V12 =-86,9+3,0mV,s=83+1,0mV, qg=3,1€, n=7).

Um zu untersuchen, ob die Modulation der Spannungsabhangigkeit der Gating-Stréme durch
direkte Bindung von cAMP an die CNBD vermittelt wird, wurde die CNBD durch eine
Punktmutation inaktiviert. Der Austausch von Arg1053 in der PBC zu einem GIn (R1053Q,
Harzheim et al., 2008; Bonigk et al., 2009; Tibbs et al., 1997) veranderte nicht den V1i,-Wert
im Vergleich zum Wildtyp in Abwesenheit von cNMP (Abbildung 3-8c, schwarze Punkte,
Vip=-934+17mV, s=94+£20mV, qy=28e€, n=6), beseitigte aber die
V1p-Modulation  durch 1 mM  cAMP  (Abbildung 3-8c, schwarze Dreiecke,
V12=-939+42mV,s=10,3+£1,0mV, gy =2,5€0, N =5).
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Abbildung 3-8: Gating-Stréme von SpSLCI9C1-WT in
An- und Abwesenheit zyklischer Nukleotide: a)
Spannungsprotokoll (oben); Ausgehend von -15 mV
wurden fiir 40 ms Spannungspulse bis -155mV
(A-10 mV) angelegt. Gating-Strome von SpSLC9CL1 in
Anwesenheit von 1 mM cAMP in der Pipettenldsung
(unten). Das inset zeigt die integrierten Ladungen Q
aufgetragen gegen die Spannung V (Q/V). Die
durchgezogene Linie repréasentiert eine Anpassung durch
die Boltzmann-Gleichung (V12 = -75,4 mV, s = 8,2 mV).
b) Die normalisierten Ladungen Q/Qmax Wurden gegen
die Spannung aufgetragen. Vergleich von SpSLC9C1-
Gating-Stromen ohne zyklisches
Nukleotid-35°-Monophosphat ~ (c(NMP,  schwarze
Kreise), mit 1 mM cAMP (offene Kreise) und mit 1 mM
cGMP (schwarze Dreiecke). Die Mittelwerte von Vi
(= SD), s (£ SD) und Anzahl beteiligter Ladungen qq
(n= Anzahl der Experimente) betrugen: ohne cNMP:
Vip=-947£29mV, s=85+£08mV, qg=31e,
n==~6. 1mM CAMP: Vi =-74,4+£6,4mV,
$s=88+x19mV, 03=29e6, n=7. 1mM cGMP:
Vi, =-86,9+3,0mV, s=83+10mV, qg=31e¢,,
n=7. ¢) cAMP moduliert die Gating-Stréme durch
direkte Bindung an die CNBD. Die normalisierten
Ladungen Q/Qmax sind aufgetragen gegen die Spannung
V (Q/V). SpSLCI9C1-R1053Q-Gating-Strome ohne
cNMP (schwarze Kreise) : Vi2=-93,4+17mV,
$§=9,4+£20mV, gg=2,88€, n=6. SpPSLCICL-WT mit
1 mM cAMP (offene Kreise): Vi =-74,4+6,4mV,
§s=88+19mV, qg=29e€, n=7. und SpSLCIC1-
R1053Q mit 1mM CcAMP (schwarze Dreiecke):
Vi, =-939+42mV, s=10,3+1,0mV, q¢=2,5e,,

n = 5. Alle Ergebnisse sind in Tabelle 3-1 zusammengefasst. Abbildung modifiziert nach Windler et al., 2018.

AnschlieBend wurde untersucht, ob 1 mM cAMP auch den V1i,2-Wert der S4 Mutante R803Q
moduliert. Der V1,2-Wert der Mutante verschob sich in Gegenwart von 1 mM cAMP um 20 mV
auf -96,8 £ 6,6 mV (Abbildung 3-9, schwarze Dreiecke, n=6). Die Anzahl beteiligter
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3. Ergebnisse

Ladungen hat sich nicht gedndert (s =13,5+ 2,6 mV, gg=1,9 €0). Alle Ergebnisse sind in

Tabelle 3-1 zusammengefasst.

e WT - ohne cNMP
1,0 o R803Q - ohne cNMP
v R803Q - 1 mM cAMP
a 05
3
0,0

-200 -160 -120 -80 -40 0
Spannung (mV)

Abbildung 3-9: 1 mM cAMP verschiebt den V12 der R803Q Mutante um 20 mV: Die linke Abbildung zeigt
die S4-Doméne der SpSLC9C1-R803Q-VSD. Rechts sind die normalisierten Ladungen Q/Qmax der
SpSLCIOC1-WT-Gating-Strome gegen die Spannung V (Q/V) dargestellt. Ohne cNMP (schwarze Kreise):
Vip=-947+£29mV, s=85%20,8mV, gg=3,16, n=6. SpSLCIC1-R803Q-Mutante ohne cAMP (offene
Kreise): Vi, =-1179+7,1mV, s=120%£1,1 mV, gg=2,06, n=7. SpSLCIC1-RB03Q-Mutante mit 1 mM
CAMP (schwarze Dreiecke): Vi, =-96,8 + 6,6 mV,s=135% 2,6 mV, gy = 1,9 e,, n = 6. Alle Ergebnisse sind in
Tabelle 3-1 zusammengefasst. Abbildung modifiziert nach Windler et al., 2018.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass der Vi-Wert der Gating-Stréme durch
CAMP moduliert wird. Die Modulation wurde aufgehoben, wenn die CNBD durch eine
Punktmutation inaktiviert ist. Daraus lasst sich schlielen, dass cCAMP die Gating-Strdme durch
direkte Bindung an die CNBD beeinflusst.

3.5 SpSLCICL1 ist ein spannungsgesteuerter Na*/H*-Austauscher
Neben Gating-Stromen wurden keine anderen Strome beobachtet. Sollte ein lonenaustausch
stattfinden, muss dieser elektroneutral sein. Ein moglicher Na*/H*-Austausch wurde mit dem

pH-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff BCECF untersucht (siehe Kapitel 2.2.1).

Zuerst sollte untersucht werden, ob nicht-transfizierte CHO-Zellen (CHO-K1) und
CHO-SpSLC9C1-Zellen vergleichbare Ruhe-pH-Werte (pHrest) oder Pufferkapazitaten
besitzen. Dafiir wurden je 30 Zellen verschiedenen pHnu-Losungen ausgesetzt
(pHnun-Methode, Eisner et al., 1989). Die Zellen wurden mit membrangangigem BCECF-AM
beladen (10 min, 10 uM in ES) und in Abstanden von einer Minute abwechselnd mit ES und
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3. Ergebnisse

einer von funf verschiedenen pHnui-LOsungen perfundiert (6,4, 6,8, 7,2, 7,6 und 8,0). Die
pHnui-LOsungen sind auf einen pH von 7,4 titriert, lenken den pHi der Zellen aber tber ihr
jeweiliges Séaure-Base-Konzentrationsverhéltnis in Richtung des angestrebten pH-Wertes aus
(Abbildung 3-10a, siehe Kapitel 2.6).

a b
pH., 64 80 76 68 72 0,3 e CHO-K1
02 o CHO-SpSLC9CH1
E o1
o
£,
x 00
w
=) -0,1
x — CHO-K1
— CHO-SpSLC9CH -0,2
2 min 64 68 72 76 80

pH,,, Lésung

Abbildung 3-10: Untersuchung der Pufferkapazitat und des pHi (pHrest): Gezeigt sind die Anderungen im
Fluoreszenzverhiltnis (AR) von BCECF als Indikator fiir eine Anderung des pH; tiber die Zeit. Der pH; wurde in
nicht-transfizierten CHO-Zellen (CHO-K1) und CHO-SpSLC9C1-Zellen mit finf pHnu-L6sungen (6,4, 6,8, 7,2,
7,6 und 8,0) ausgelenkt. a) Dargestellt ist eine reprasentative Messung beider Zellgruppen, die abwechselnd mit
ES und einer der funf pHaui-Losungen umspilt werden (n = 60). Die pHaui-LOsungen lenken den pH; je nach
Sdure/Base-Konzentrationsverhéltnis (siehe Kapitel 2.6) in Richtung eines vorberechneten pH-Wertes (pHnui)
aus. b) Dargestellt sind die Mittelwerte (+ SD) der AR-Werte, normalisiert auf die vorhergegangenen
ES-Perfusion der pHnu-Losungen. Der pHrs liegt in CHO-K1- und SpSLC9C1-Zellen bei 7,1. Abbildung
modifiziert nach Windler et al., 2018.

Die Anderung des Fluoreszenzverhaltnisses R wurde auf den Wert der vorhergegangenen
ES-Perfusion normalisiert und zusammengefasst (siehe Kapitel 2.2.1 und 2.6). CHO-K1 und
CHO-SpSLCI9C1-Zellen zeigen keinen Unterschied in der pHi-Auslenkung durch die
pHnu-Losungen (Abbildung 3-10b). Eine Regressionsgrade ergibt einen pH-Wert, an dem
AR =0 ist (extrapolierter pHrest). CHO-K1 und CHO-SpSLC9C1-Zellen haben beide einen
PHrest von 7,1.

Als ndchstes sollte untersucht werden, ob sich SpSLC9C1 elektrophysiologisch in der
Spannungsklemme aktivieren und beobachten l&sst. Im Experiment wurden einzelne Zellen
uber die Pipette mit 10 uM BCECF beladen. Angeregt wurde mit Licht der Wellenlange 440
und 480 nm, die Emission wurde bei 525 nm gemessen (siehe Kapitel 2.2.1 und 2.7.2). Beim
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3. Ergebnisse

Ubergang vom giga-seal in die whole-cell-Konfiguration (Abbildung 3-11a, schwarzer Pfeil)
kommt es auf beiden Wellenldngen zu einem Anstieg der Fluoreszenz. Dieser Anstieg zeigt
die Beladung der Zelle mit Farbstoff an. Das Gleichgewicht wird aber nur spat erreicht. Um
die Zeit abzukdrzen, bei der stabile Messungen durchgefuhrt werden kénnen, habe ich das
Fluoreszenzverhéltnis R = Fago/Fa40 verwendet (Abbildung 3-11b). Das Fluoreszenzverhéltnis
R steigt nach Durchbruch in die whole-cell-Konfiguration zwar auch zunéchst an, erreicht

jedoch nach circa 30 s einen stabilen Wert, der zwischen R = 4,5 -5 lag.

a b
5,0
5e+5 — F bei 440 nm

k5 — F bei 480 nm 4.5

@ 4e+b

‘é’ 3e+5 5 35

N % 30 v

o 2et5 + =

3 25

L 1e+5

© W 2,0

o

0 1.5 . : : : . .
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Zeit (s) Zeit (s)

Abbildung 3-11: Beladung von CHO-Zellen in der pH-Fluorimetrie: Der Pfeil zeigt den Ubergang vom giga-
seal in die whole-cell-Konfiguration an. a) Fluoreszenzmessung (525/15 nm) bei einer Anregung von 440 nm
(schwarz) und bei einer Anregung von 480 nm (rot). b) Fluoreszenzverhéltnis R (Faso/Fz40) derselben Messung.
Obwohl die Fluoreszenz in beiden Wellenl&dngen weiter zunimmt (a), erlaubt das ratiometrische Messverfahren

den Start der Messung circa 30 s nach dem Ubergang in die whole-cell-Konfiguration.

Gemessen wurde zunéchst unter physiologischen Bedingungen (ES, mit [Na*]e = 140 mM; IS
mit [Na']i = 14 mM, siehe Tabelle 2-9). Nach Ende der Ladungsphase (circa 30 s) wurde,
ausgehend von einer Haltespannung von -40 mV, ein Spannungssprung (20 s) auf -100 mV
angelegt. In der CHO-SpSLC9C1-Zelllinie kam es zu einem Anstieg von R (Abbildung 3-12a,
rote Spur). Dieser reflektiert eine Abnahme von H*-Konzentration und dadurch eine
intrazellulare Alkalisierung. In nicht-transfizierten Zellen ergab der Spannungssprung keine
Anderung in R (Abbildung 3-12a, schwarze Spur). Ist diese Abnahme von H* ein Hinweis auf

einen Na*/H*-Austausch?
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3. Ergebnisse

Na*/H*-Austauscher transportieren H* entgegen des Na'-Konzentrationsgradienten. Die
,,Richtung® des elektroneutralen Na*/H*-Austauschs (Ex) lasst sich durch folgende Gleichung

beschreiben;

Ex = (RTIn([Na*];/[Na*]e)) — (RT In([H*];/[H"]e))

Dabei ist R die ideale Gaskonstante (8,314 cal mol™ K1), T die Temperatur (291,15 K) und
[Nalei sowie [H*]ei die jeweils extra und intrazellulare Na*-und H*-Konzentration. Eine
Umkehr des Na*-Gradienten sollte eine Umkehr des H*-Transports zur Folge haben. Dies
wurde untersucht, indem die extrazellul&re Na*-Konzentration [Na*]e auf 0 mM gesetzt wurde
(Na*-substituierte ES, Tabelle 2-10). Unter diesen Bedingungen konnte bei gleicher
Stimulation eine Abnahme von R beobachtet werden (Abbildung 3-12b, blaue Spur). Diese
Abnahme reflektiert eine Zunahme der intrazellularen H*-Konzentration und dadurch eine
intrazelluldare Anséuerung des Zytoplasmas. Wie zuvor zeigte R keine Veranderung in

nicht-transfizierten Zellen (Abbildung 3-12b, schwarze Spur).

Der H*-Ausstrom (intrazellulare Alkalisierung) bei einwértsgerichtetem Na*-Gradienten (rote
Spur) wird hier als forward-mode, der H*-Einstrom (intrazellulére Azidifizierung) bei

auswartsgerichtetem Na*-Gradienten als reverse-mode definiert (blaue Spur).

Unter symmetrischen intra- und extrazelluldren lonenkonzentrationen sind sekundar-aktive
Austauscher inaktiv, da kein treibender Gradient vorhanden ist. Um diese Bedingungen an
SpSLCIC1 zu testen, wurde eine Losung mit [Na*]e = [Na*]i (14 mM) und pHe = pHi (7,2)
verwendet (Tabelle 2-12). Unter symmetrischen Na'- und H*-Konzentrationen zeigt ein
Spannungssprung keine Austauschaktivitat. Erst wenn die Zelle wieder mit ES (140 mM Na*)
perfundiert wird, resultiert ein Spannungssprung in einer intrazellularen Alkalisation
(Abbildung 3-12c¢).
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Abbildung 3-12: Spannungsinduzierte Anderung im pHi durch in CHO-SpSLC9C1-Zellen: a) Dargestellt
sind Spannungsprotokoll und Anderung des Fluoreszenzverhiltnisses (AR) von BCECF als Indikator fiir eine
Anderung des pHi-Wertes iiber die Zeit. Ein Spannungspuls (20 s) von -40 mV auf -100 mV resultiert in einem
Anstieg von R und damit einem Anstieg vom pH; (rote Spur, forward-mode). Der Natriumgradient ist in dieser
Konfiguration einwarts gerichtet. Nicht-transfizierte Zellen zeigen keine Anderung (schwarze Spur). b) Eine
Umkehr des Natriumgradienten resultiert in einer Umkehr des spannungsinduzierten H*-Transports in CHO-
SpSLCIOC-Zellen (blaue Spur, reverse-mode). Nicht-transfizierte Zellen zeigen keine Anderung im pH; (schwarze
Spur). ¢) Wenn CHO-SpSCL9C1-Zellen mit einer Lésung umspilt werden, die symmetrische intra- und
extrazellularen Na* und H*-Konzentrationen beinhaltet ([Na*]e = [Na*]i = 14 mM, pH. = pHi = 7,2, schwarzer
Balken), findet kein spannungsaktivierter Na*/H*-Austausch statt. Bei Riickkehr zur Standard-ES induziert ein
Spannungssprung den lonenaustausch wieder. d) CHO-SpSLC9C1-Zellen werden wéhrend des ersten
Spannungssprungs mit 140 mM Li*-Lésung umspilt (schwarze Linie). In dieser Zeit findet kein
spannungsinduzierter lonenaustausch statt. Erst eine Ruckkehr zur Standard-ES ermdglicht den Na*/H*-

Austausch wieder. Abbildung modifiziert nach Windler et al., 2018.

Von sechs Mitgliedern der SLC9-Familie (SLC9A1-5, sowie SLC9A7) ist bekannt, dass sie
neben Na" und H* ebenfalls Lithium (Li*) transportieren kénnen (Donowitz, Tse & Fuster,
2013). Um Li" als Substrat fiir SpSLC9C1 zu testen, wurde eine extrazellulare Ldsung
verwendet, die statt Na" 140mM Li* beinhaltet (Tabelle 2-11). Wahrend
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CHO-SpSLC9C1-Zellen mit Li*-Lésung perfundiert wurden, zeigte ein Spannungssprung
von -40 mV auf -100 mV keine Anderung in R (Abbildung 3-12d).

Hellmer und Kollegen haben 2003 zwei transportrelevante Arginine in MjNhaP1 identifiziert
(Arg320 und Arg347, Hellmer et al., 2003). Eine Punktmutation von Arg zu Ala inaktiviert
(R320A) bzw. vermindert die Transportaktivitat (R347A) von MjNhaP1. Beide Aminosauren
sind in SpSLCIC1 konserviert (Arg399 und Arg431, siehe Abbildung 3-2). Eine Punkmutation
von Arg399 zu Ala (R399A) inaktiviert auch hier den lonentransport. Ein Spannungspuls
von -40 mV auf -100 mV (20 s) zeigt keine Anderung in R (Abbildung 3-13a). Dass bei
SpSLCIC1-R399A trotzdem Gating-Strdme messbar sind gibt einen Hinweis darauf, dass der
mutierte  Austauscher immer noch in die Plasmamembran exprimiert wird
(V12=-87,7+£28mV,s=10,4+ 1,8 mV, n= 3, Abbildung 3-13b und c).

-40 mV -15mV

] 400 my [ I o WT-che chP

o WT -1 mM cAMP

1,0 : {1 v R399A-ohne cNMP
K N\

£
Y
1 mM cAMP g \!\\!\ii
"‘\ 0.0 %4—6—-—
: 160 -120 80 -40 0

?:\:. O 04

Mg gL g

; 10 ms o
0,0

AR 0,06

160 -120 -80 -40 0 Spannung (mV)

i Spannung (mV)

Abbildung 3-13: Eine Punktmutation von Arg399 zu Ala (R399A) resultiert in einem Verlust der
Austauscheraktivitait von SpSLC9C1: a) Dargestellt sind Spannungsprotokoll und Anderung des
Fluoreszenzverhiltnisses (AR) von BCECF als Indikator fiir eine Anderung des pH; Uber die Zeit. Ein
Spannungspuls von -40 mV auf -100 mV (20s) zeigt keine Verdnderung von R. b) Dargestellt sind
Spannungsprotokoll und Gating-Stréme (pA) der SpSLC9C1-R339A-Mutante Uber die Zeit (ms). Ein
Spannungsprotokoll von -15mV bis -155mV (40 ms) resultiert in Gating-Stromen (Vi =-86,4 mV,
s = 11,3 mV, repréasentative Messung) und bestatigt die Anwesenheit von SpSLC9C1-R339A in der Zellmembran.
c) Drei Messungen ergaben einem Mittelwert (+ Standartabweichung, SD) der Gating-Strome von -87,7 + 2,8 mV
fir V12 und 10,4 + 1,8 mV fir s (schwarze Dreiecke). Zum Vergleich sind Q/V-Kurven von SpSLCI9C1-WT in
An- (offene Kreise) und Abwesenheit von cAMP gezeigt (schwarze Kreise). Alle Werte sind in Tabelle 3-1

zusammengefasst. Abbildung modifiziert nach Windler et al., 2018.

Diese Ergebnisse demonstrieren, dass es sich bei SpSLC9C1 um einen spannungsgesteuerten

und elektroneutralen Na*/H™-Austauscher handelt, der Protonen entgegen des
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Natriumgradienten transportiert. Die Rlckkehr der Spannung auf Vet von -40 mV terminiert

die jeweilige intrazellulare Alkalisierung (forward-mode) oder Azidifizierung (reverse-mode).

3.6 Die Spannungsabhangigkeit von SpSLC9C1
Als néchstes sollte die Spannungsabhéngigkeit von SpSLC9C1 untersucht werden. Um eine
Aussage Uber das Spannungs-Aktivitats-Verhéltnis treffen zu konnen, muss die gesamte
Spannungsabhéngigkeit an derselben Zelle untersucht werden. Zusatzlich ist wichtig, dass die
vom Austauscher induzierten pH-Anderungen im linearen Bereich des BCECF-Farbstoffs
stattfinden. Idealerweise sollte die Messung immer vom selben Ausgangs-pHi gestartet werden.
Diese Bedingungen verhindern, dass eine Sattigung der Farbstoffkapazitét falschlicherweise

als eine Abnahme der Na*/H*-Aktivitét interpretiert wird.

Zunichst wurde untersucht, ob identische Spannungsspriinge reproduzierbare pHi-Anderungen
hervorrufen. Die repetitive Aktivierung von SpSLCOC1 fihrt jeweils zu einer transienten
Alkalisierung; der pHi-Wert kehrt nach Ende des Spannungssprungs wieder auf seinen
Ausgangswert zuriick (Abbildung 3-14). Dieser Prozess ist langsam und die Anderung von R
nimmt spatestens nach dem dritten Spannungspuls ab. Auf diese Weise kann die
Spannungsabhéngigkeit von SpSLCIC1 nicht reproduzierbar an einer Zelle gemessen werden.
Die Grinde dafir kénnen in der Abnahme der Sensitivitat des pH-Farbstoffs oder in der
zeitbedingten Abnahme der Austauscheraktivitét (ein sogenannter rundown, Zhen et al., 2006)

liegen.

AR 0,1

100 s

Abbildung 3-14: Wiederholte Aktivierung von SpSLC9C1 im forward-mode: Dargestellt sind
Spannungsprotokoll und Anderung des Fluoreszenzverhiltnisses (AR) von BCECF als Indikator fiir eine
Anderung des pH; tiber die Zeit. Im forward-mode kann SpSCL9C1 dreimal vom selben Ausgangs-pH; aktiviert
werden. Abbildung modifiziert nach Windler et al., 2018.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb SpSLC9C1 zusammen mit dem Protonenkanal Hy1
koexprimiert und im reverse-mode gemessen. Hy1 vermittelt bei Depolarisation einen
H*-Auswaértsstrom, der die Zelle alkalisiert (DeCoursey & Cherny, 1995). Diese Alkalisierung
wird genutzt, um den pHi-Wert nach Ansduerung durch SpSLC9C1 im reverse-mode wieder
auf den Ausgangswert zu bringen. Hyl ist depolarisationsaktiviert bei Spannungen > 30 mV
und Uberlappt dadurch mit nicht dem Spannungsbereich des hyperpolarisationsaktivierten
SpSLCIC1. Zunachst habe ich die pHi-Anderung untersucht, die auschlieRlich von Hy1 in einer
Zelle hervorgerufen wurden (Abbildung 3-15).

+47 mV Abbildung 3-15: pH-Fluorimetrie an Hv1-exprimierenden
-23mv —! L CHO-WT-Zellen in Abwesenheit von SpSLC9CL1: Dargestellt

W sind Spannungsprotokoll und Anderung des
NW " Fluoreszenzverhaltnisses (AR) von BCECEF als Indikator fiir eine

Anderung des pHi Uber die Zeit. Die untere Abbildung zeigt den

Strom (pA) durch Hy1 Gber die Zeit. Ein Spannungspuls (35 s)
von -23mV auf +47 mV (oben) offnet Hy1 und alkalisiert

dadurch das Zytoplasma (blaue Spur). Die Alkalisierung erreicht

nach circa 25s einen stabilen Zustand. Die

AR 0,2

10s Offenwahrscheinlichkeit von H,1 ist pH-abhangig und wird
durch die Alkalisation stetig herabgesetzt. Der Hy1-Strom (unten,
schwarze Spur) ist dabei transient. Abbildung modifiziert nach
Windler et al., 2018.

20 pA

L

10s

Ein Spannungssprung von -23 mV auf +47 mV resultiert in einer schnellen Alkalisierung durch
Hv1, die nach circa 15 s einen stabilen Wert erreicht (Abbildung 3-15, oberes Bild). Der
dazugehorige Hy1-Strom zeigt ein transientes Verhalten; ein schnell ansteigender
H*-Auswartstrom erreicht nach wenigen Sekunden sein Maximum und nimmt anschlieend
wieder ab. Dieser Umstand ist unter anderem der pH-Sensitivitat von Hy1 geschuldet, der bei
alkalischem pH; grofRere Spannungen zur Aktivierung benétigt (Musset & Decoursey, 2012).
Seine Leitfahigkeit wird bei +47 mV in der Spannungsklemme durch die Alkalisierung
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sukzessive herabsetzt (Abbildung 3-15, unteres Bild, Musset & Decoursey 2012). AuRerdem

verringert ein pHi-Anstieg die Treibkraft (driving force) fiir einen H*-Auswartsstrom.

In Zellen, die sowohl Hyl als auch SpSLC9C1 exprimieren, wurde Uberprift, wie
reproduzierbar identische Spannungsspriinge in pH-Anderungen umgesetzt werden. Durch die
repetitive Ansduerung von SpSLC9C1 (reverse-mode) und die anschlieBende Alkalisierung
durch Hy1 entsteht ein sdgeblattdhnliches ,,Zick-Zack*“-Muster (Abbildung 3-16).

Abbildung 3-16: pH-Fluorimetrie an CHO-SpSLC9C1-Zellen mit koexprimiertem Hy1-Kanal: Dargestellt
sind Spannungsprotokoll und Anderung des Fluoreszenzverhiltnisses (AR) von BCECF als Indikator fiir eine
Anderung des pH; lber die Zeit. Die Messung zeigt die abwechselnde Aktivierung von Hy1 bei +47 mV und
SpSLCIC1 (im reverse-mode) bei -103 mV. Die dadurch ausgeldste Alkalisation und Azidifikation erzeugt in der
Messung ein ,,Zick-Zack“-Muster. Abbildung modifiziert nach Windler et al., 2018.

Es wurde Uberprift, ob der Spannungsbereich zur Aktivierung von SpSLC9C1 den Hy1-Kanal
offnet und vice versa. Zellen die nur den Hy1-Kanal exprimieren zeigen auch bei der kleinsten
Spannung von -23 mV keine Hy1-Aktivitat (Abbildung 3-17a). Zellen die nur den Austauscher
exprimieren zeigen keinen Unterschied in der Fluoreszenz bei -40 mV und +50 mV
(Abbildung 3-17b).
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+50 mV

-40 mV

AR 0,4

Abbildung 3-17: Kontrollmessungen in CHO-Zellen mit dem Hy1l-Kanal (ohne SpSLC9C1) und CHO-
SpSLCIC1-Zellen (ohne Hy1): Dargestellt sind Spannungsprotokoll und Anderung des Fluoreszenzverhaltnisses
(AR) von BCECF als Indikator fiir eine Anderung des pH; (iber die Zeit. a) Der H,1-Kanal (ohne SpSLC9C1)
zeigt keine Anderungen im pH; bei Spannungspulsen von -23 mV bis -113 mV. b) CHO-SpSLC9C1-Zellen (blau),
bzw. nicht-transfizierten CHO-K1-Zellen (schwarz) ohne den H,1-Kanal zeigen keine Anderungen im pH; bei
+50 mV. Abbildung modifiziert nach Windler et al., 2018.

AnschlieBend wurde die Spannungsabhangigkeit von SpSLC9C1 durch Anlegen
unterschiedlicher Spannungswerte untersucht. Der Hy1-Kanal wurde in diesem Protokoll

immer bei derselben Spannung von +47 mV aktiviert (Abbildung 3-18a & b).

Zur Analyse wurde die Steigung des Fluoreszenzverhéltnisses R jeder Anséduerung gegen die
jeweilige  Spannung aufgetragen und normalisiert  (Abbildung 3-18c). Die
Spannungsabhangigkeit wurde durch eine Boltzmann-Gleichung angepasst (Abbildung 3-18c,
inset). Abbildung 3-18a zeigt eine reprasentative Messung mit einem Vy2.Wert von -70,4 mV
und einer Steigung s von 3,0 mV. Wenn die Reihenfolge der Spannungspulse (von -103 mV
bis -23 mV) umgekehrt wird, kommt es zu einem &hnlichen Ergebnis (Abbildung 3-18b,
Vi =-684mV, s=31mV). Der Mittelwert fir V> und die Steigung s
betragt -70,9 £2,5mV und 3,3+ 0,9 mV (n =7, Abbildung 3-18d). Alle Ergebnisse sind in

Tabelle 3-1 zusammengefasst.
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Abbildung 3-18: pH-Fluorimetrie zur Bestimmung von Vi, und der Steigung s in CHO-SpSLC9C1-Zellen
mit dem Hyv1-Kanal: Dargestellt sind Spannungsprotokoll und Anderung des Fluoreszenzverhltnisses (AR) von
BCECEF als Indikator fiir eine Anderung des pH; iiber die Zeit. a) Spannungsspriinge von -23 mV bis -103 mV
zeigen die Spannungsabhangigkeit der SpSLC9C1 vermittelten Ansduerung. Es ergab sich ein Vip-Wert
von -70,4 mV und eine Steigung s von 3,0 mV (représentative Messung). b) Eine Umkehr in der Reihenfolge der
Spannungspulse (-103 mV bis -23 mV) kommt zu demselben Ergebniss (Vi2=-68,4mV, s=31mV,
reprasentative Messung). ¢) Zur Analyse wurde fiir jedes AR die Steigung bestimmt. Diese wurde normalisiert
(1 = maximal aktiv, 0 =inaktiv) und gegen die Spannung aufgetragen (inset, Messung aus a). d) Sieben
Messungen ergaben einen Mittelwert (+ SD) von -70,9 + 2,5 mV firr V12 und 3,3 £ 0,9 mV. Alle Werte sind in
Tabelle 3-1 zusammengefasst. Abbildung modifiziert nach Windler et al., 2018.
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3.7 Die Spannungsabhangigkeit wird durch cAMP moduliert
Mithilfe von Hy1 konnte die Spannungsabhéngigkeit von SpSLCI9C1 bestimmt werden. In
Kapitel 3.4 wurde gezeigt, dass die Bewegung des Spannungssensors durch cAMP moduliert
wird. Im néchsten Schritt sollte untersucht werden, ob zyklische Nukleotide auch die
Austauschaktivitat beeinflussen. Dazu wurde die Spannungsabhéngigkeit von SpSLC9C1 (im
reverse-mode) mithilfe von Hy1 in der Anwesenheit von 1 mM cAMP und cGMP in der
Pipettenlésung untersucht. Gegenuber einem Vi-Wert von -70,4 mV (s = 3,0 mV) ohne
cNMP startet der lonenaustausch mit 1 mM cAMP bei weniger negativen Potentialen mit
einem Vip-Wert von -53,4 mV (s = 3,3 mV). Abbildung 3-19a und b zeigen jeweils eine
reprasentative Messung ohne und mit 1 mM cAMP in der Pipette. Sieben Messungen ergaben
einen Mittelwert von -56,8 £ 2,7 mV fiir Vi und 4,6 £ 1,5 mV fir die Steigung s (Abbildung
3-19c, weile Punkte). Wie bei den Gating-Stromen, war cGMP (1 mM) weniger effektiv
(V12 =-67,8+54mV,s=28+1,0mV, Abbildung 3-19c, schwarze Dreiecke).
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Abbildung 3-19: Spannungsabhangigkeit von SpSLC9C1 in An- und Abwesenheit von zyklischen
Nukleotiden in CHO-SpSLC9C1-Zellen (mit Hy1): Dargestellt sind Spannungsprotokoll und Anderung des
Fluoreszenzverhiltnisses (AR) von BCECF als Indikator fiir eine Anderung des pH; Uber die Zeit. a)
Reprasentative Messung in Abwesenheit von zyklischen Nukleotiden (V12 = -70,4 mV, s = 3,0 mV) im Vergleich
mit b) einer représentativen Messungen mit 1 mM cAMP (Vi = -53,4mV, s=3,3mV). ¢) Normalisierte
Steigungen der AR-Werte sind gegen die Spannung aufgetragen. Mittelwerte fiir V12 und s durch Anpassung an
die Boltzmann-Gleichung sind: ohne cNMP (schwarze Kreise): Vi, =-70,9+25mV,s=33+209mV, n=7.
1 mM cAMP (offene Kreise): Vi, =-56,8 £2,7mV,s=4,6 £ 1,5mV, n=7.1 mM cGMP (schwarze Dreiecke),
Vi =-67,8+54mV,s =2,8+1,0mV,n =9.d) Eine Punktmutation in der CNBD (R1053Q) zur Verringerung
der cNMP-Affinitat zeigt in Abwesenheit von cAMP keine Anderung zu Vip-Wert und s des Wildtyps
(V12=-70,8+£4,8mV, s=3,6 £ 1,1 mV, n=5, schwarze Punkte), verhindert aber die Modulation durch 1 mM
CAMP (V12=-69,5+38mV, s=39+1,2mV, n=6, schwarze Dreiecke). Zum Vergleich sind Daten des
Wildtyps mit 1 mM cAMP aufgetragen (offene Kreise). Alle Werte sind in Tabelle 3-1 zusammengefasst.
Abbildung modifiziert nach Windler et al., 2018.

Es wurde geprift, ob cAMP die Spannungsabhangigkeit Gber die direkte Bindung an die
CNBD beeinflusst. Die R1053Q-Mutante hatte keinen Einfluss auf den Vip-Wert in
Abwesenheit von cNMP (Abbildung 3-19d, schwarze Punkte, Vi2=-70,8+4,8mV,
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§=3,6 + 1,1 mV, n =5), sie verhinderte aber die Modulation durch cAMP (Abbildung 3-19d,
schwarze Dreiecke, V12 =-69,5+ 3,8 mV,s=3,9+1,2mV, n=6).

Die Bestimmung von V12 hat gezeigt, dass die Spannungsabhéngigkeit von SpSLC9C1 durch
CAMP moduliert wird. Ein Nachteil der hier benutzten Methode ist der Vergleich von
verschiedenen Zellen miteinander. Ein eleganter Weg zur Untersuchung der direkten Wirkung
zyklischer Nukleotide ist der Einsatz sogenannten caged-compounds. Im Rahmen dieser Arbeit
kamen zu diesem Zweck die biologisch inaktiven Molekile BCMCM-cAMP und
BECMCM-cAMP (caged cCAMP) zum Einsatz, die durch Blitzlicht-Photolyse in ihre aktive
Form (cAMP) umgewandelt werden koénnen.

a b
W h W W W h bl
——————————— 63 mV .
‘wﬂf"/‘\ﬁ\"luﬂ"‘l"'\],hr.,ﬁy»\ 10 1
Wi "\Mf " } 1 ‘,' Y \ (" \ -
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Abbildung 3-20: Modulation der Spannungsabhéngigkeit von SpSLC9C1 durch caged-compounds:
Dargestellt sind Spannungsprotokoll und Anderung des Fluoreszenzverhiltnisses (AR) von BCECF als Indikator
fiir eine Anderung des pH; tiber die Zeit. Freisetzung von cAMP aus einer biologisch inaktiven Form (caged
CAMP) zeigt die Modulation der Spannungsabhéangigkeit an einer Zelle (CHO-SpSLC9C1-Zellen mit dem H,1-
Kanal). a) Blitzlicht-Photolyse von caged cAMP erhoht die SpSLC9C1-Aktivitat bei gleichbleibender Spannung
(-63 mV). Im inset ist die Anderung im Fluoreszenzverhaltnis R (normalisiert) gegen die Anzahl der Blitze
aufgetragen. Die Aktivitat sattigt nach 3-4 Blitzen. b) Eine Verringerung der Lichtintensitét der Blitze verzdgert
die Sattigung der SpSLCIOC1 Aktivitat auf 5-6 Blitze. Abbildung modifiziert nach Windler et al., 2018.

In diesem Experiment wurde SpSLC9C1 zusammen mit dem Hy1-Protonenkanal koexprimiert
und wiederholt auf einer Spannung gehalten, die unterhalb des Vi-Wertes liegt (-63 mV,
Abbildung 3-20a). In diesem Spannungsbereich ist der Austauscher nur marginal aktiv (siehe
Abbildung 3-19c, schwarze Punkte). Die Freisetzung von cCAMP sollte die Austauschaktivitat
bei gleichbleibender Spannung fast bis zur Sattigung bringen (Abbildung 3-19c, weilRe Punkte).
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Die Beladung der Zelle mit caged cAMP geschah zu diesem Zweck sowohl tiber die Membran

als auch Uber die Pipette (siehe Kapitel 2.7.4).

Vor der Blitzlicht-Photolyse zeigte der SpSLCO9C1 nur eine geringe Austauschaktivitét
(Abbildung 3-20a). Der erste Blitz (300 V) steigerte die SpSLC9C1 vermittelte Ansauerung.
Der Effekt sattigte nach circa zwei bis drei Blitzen (Abbildung 3-20a, inset). Eine verminderte
Lichtintensitat (200 V) verzdgerte die Sattigung der Austauschaktivitat durch die Blitzlicht-
Photolyse auf circa sechs Blitze (Abbildung 3-20b). Nach der vollstandigen Freisetzung von
caged cAMP wurde die Spannungsabhangigkeit bestimmt (n = 3). Es ergab sich ein V12-Wert
von -55,3 £ 5,1 mV und eine Steigung s von 5,0 £ 0,6 mV (Abbildung 3-21).

¢ ohne cNMP
1,01 o 1 mM cAMP
v caged cAMP
£
g 0,5
e
<
0,01

-100 -80 -60 -40 -20 O
Spannung (mV)

Abbildung 3-21: Spannungsabhangigkeit von SpSLC9C1 nach Freisetzung von caged cAMP: Nach
Freisetzung von cAMP aus der biologisch inaktiven Form (caged cAMP) in CHO-SpSCL9C1-Zellen wurden
V12- und s-Werte ermittelt: V1, = -55,3 £ 5,1 mV, s = 5,0 £0,6 mV, n = 3, schwarze Dreicke. Zum Vergleich sind
Kurven der Spannungsabhéngigkeit in An- (offene Kreise) und Abwesenheit von CAMP gezeigt (schwarze Kreise,
siehe Abbildung 3-19 und Tabelle 3-1). Abbildung modifiziert nach Windler et al., 2018.

3.8 SLC9-spezifische Blocker sind ineffektiv gegen SpSLC9C1

Bestimmte Na*/H"-Austauscher werden durch Amilorid blockiert (Mochizuki-oda & Oosawa,
1985; Mihaila, 2015). Unter anderem blockieren Amilorid und Amilorid-Derivate den
lonentransport von SLC9AL, aber nicht von SLC9A3 (Levine et al., 1993; Orlowski, 1993,
Tse, S. a Levine, et al., 1993). Uber Chimaren aus Amilorid-sensitiven und insensitiven
Austauschern wurden drei Sequenzabschnitte in SLC9AL aus dem Menschen, der Maus und
der Ratte identifiziert, die diese Sensitivitat vermitteln (Abbildung 3-22, Hs-, Mm- und
RnSLC9AL, rot, Pedersen et al., 2007).
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III IV
SpSLC9OC1 -FKKLPIPYTVVLLILGAILGVVASNVPLVEEHTRDVAHMDPHVLLQIFLPVLIFESAFAMDV 156
HsSLCO9A1l PTISSIVPESCLLIVVGLLVGGLIKGVGET----- PPF-LQSD PPIILDAGYFLPL 179
MmSLCOA1l PTISSIVPESCLLIVVGLLVGGLIKGVGET----- PPF-LQSD PPIILDAGYFLPL 183
RnSLCO9A1 PTISSIVPESCLLIVVGLLVGGLIKGVGET----- PPF-LQSD PPIILDAGYFLPL 183
HsSLC9A3 HKVTSVVPESALLIVLGLVLGGIVWAADHI----- ASFTLTPTVF LLPPIVLDAGYFMPN 123
MmSLCO9A3 HKVTSIVPESALLIVLGLVLGGIVWAADHI----- ASFTLTPTLF LLPPIVLDAGYFMPN 128
RnSLCO9A3 HKVTSVVPESALLIVLGLVLGGIVWAADHI----- ASFTLTPTLF LLPPIVLDAGYFMPN 130

XII XIII
SpSLCOC1 DWFYLIILYLAITIIRGMVISLFSPILSRI-GYGLTWRNAVIMTWGGLRGAVGLALALVVENL 434
HsSLCOAl L:CLIA:VL LTWFINKFRIVKLTPKDQ 461
MmSLCOA1 LoCLIA:VL LTWFINKFRIVKLTPKDQ 465
RnSLCOAl CLIA:V LTWFINKFRIVKLTPKDQ 465
HsSLCO9A3 A QTWLLNRYRMVQLEPIDQ) 4 Iw 418
MmSLCO9A3 A A QTWILNRYRMVQLETIDQ) S| GGLRGA‘AYHIWLLDEK 413
RnSLCO9A3 A A QTWILNRYRMVOLETIDO) YELWLLDEK 415

Abbildung 3-22: Sequenzvergleich von Abschnitten der NHE-Doméne von SLC9A1 und SLC9A3 aus
Sédugetieren mit dem jeweiligen Sequenzabschnitt aus SpSLC9C1: Amilorid und Amilorid-Derivate
blockieren SLC9AL, aber nicht SLC9A3 in Saugetieren. Gezeigt sind SLCIC1 aus dem Seeigel S. purpuratus
(SpSLCIC1) sowie SLC9AL-und SLCIA3-Na*/H*-Austauscher aus Mensch (Hs-), Maus (Mm-) und Ratte (Rn-).
Die rot markierten Sequenzabschnitte sind mit der Vermittlung einer Sensitivitdt gegen Amilorid und
Amilorid-Derivate assoziiert (Pedersen et al., 2007). Die schwarz markierten Aminosauren zeigen Unterschiede
zwischen SLC9AL und SLC9A3 in den jeweiligen Abschnitten. Keine der Peptidsequenzen sind in SpSLC9C1

konserviert.

Abbildung 3-22 zeigt die Aminoséauren in den jeweiligen Abschnitten, die in SLCAL, aber
nicht in SLC9A3 konserviert sind (Mensch und Maus, schwarze Markierung). Die
Sequenzabschnitte sind weder in Sp-, noch in Hs- oder MmSLC9C1 konserviert (vorausgesagte
TMDs V, XII und XIIl von SpSLCOC1, grau). Womdglich haben SLC9-Blocker keinen

Einfluss auf den spermienspezifischen SLC9C1.

Vier Blocker wurden an CHO-SpSLC9C1-Zellen in der pH-Fluorimetrie auf ihre Wirksamkeit
geprift: Amilorid, N-substituierte Amilorid-Derivate (EIPA), Cariporide (HOE642) und
Phloretin (Burckhardt, Di Sole & Helmle-Kolb, 2002). Die Substanzen wurden in folgenden
Konzentrationen (geloést in ES) verwendet; Amiloride =500 uM, EIPA =100 uM,
Cariporide = 100 uM und Phloretin = 200 uM. Zwei Spannungspulse (10s) von -100 mV
wurden in An- und Abwesenheit des jeweiligen Blockers angelegt (Abbildung 3-23a-d). Bei
keiner der eingesetzten Substanzen konnte ein Block der SpSLCOC1-Aktivitat festgestellt

werden.
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Abbildung 3-23: Untersuchung von SLC9-Blockern an SpSLC9CL1: Vier Blocker (in ES) wurden auf ihre
Wirksamkeit an CHO-SpSLC9C1-Zellen in der pH-Fluorimetrie untersucht (Amiloride =500 puM,
EIPA =100 uM, Cariporide =100 uM und Phloretin = 200 uM). Dargestellt sind Spannungsprotokoll und
Anderung des Fluoreszenzverhiltnisses (AR) von BCECF als Indikator fiir eine Anderung des pH; tiber die Zeit.
Zwei Spannungspulse (10 s) von -40 mV auf -100 mV wurden in An- und Abwesenheit des jeweiligen Blockers
angelegt. Keine der eingesetzten Substanzen zeigte einen Block der Austauscheraktivitat. Eine geringere
Auslenkung von AR reflektiert entweder einen rundown der Austauschaktivitdt oder einer Abnahme der
pH-Sensitivitat von BCECF (siehe Kapitel 3.6). Abbildung modifiziert nach Windler et al., 2018.

SLCO9AL ist ein ubiquitar vorkommender Austauscher in Sdugern und dient unter anderem der
Zell-Homoostase (Pouysségur et al.,, 1984; Grinstein, Rotin & Mason, 1989).
SLC9A1-spezifische Blocker zeigten keine Wirkung auf SpSLC9C1 (Abbildung 3-23).
Dadurch konnte kontrolliert werden, ob endogene SLC9A1-Austauscher in CHO-Zellen die
hier angewandten Messverfahren beeinflussen. Zuerst wurde dazu die Wirksamkeit von
Amilorid auf SLC9AL in CHO-Zellen geprift. Im sogenannten acid-load-Experiment wurden
nicht-transfizierte CHO-Zellen mit 10 mM NH4CI in ES alkalisiert (200 s, Kapitel 2.7.3).
AnschlieBend wurden die Zellen mit Na*-freier ES umspilt (200 s). Ungeladenes NHs
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diffundiert aus der Zelle, setzt ein H* frei und sduert die Zelle an. Die Abwesenheit von Na*
verhindert, dass endogene Austauscher aktiv sind. Es wird keine pHi-Anderung beobachtet. Im
nachsten Schritt wird Amilorid (500 uM) in ES (140 mM Na*) fiir 200 s perfundiert. Erst wenn
die Zellen mit Amilorid-freier ES umspult werden, alkalisieren die Zellen auf ihren
Ursprungswert (representative Messung Abbildung 3-24, n=3). Das l&sst den Schluss zu, dass

Amilorid die endogenen Na*/H*-Austauscher blockiert.

AR 0,2

200 s

Abbildung 3-24: Repréasentative Messung eines acid-load-Experiments in CHO-K1-Zellen: Dargestellt ist
die Anderung des Fluoreszenzverhiltnisses (AR) von BCECF als Indikator fiir eine Anderung des pH; (iber die
Zeit. BCECF-AM-beladene Zellen (10 uM in ES, 10 min, circa 30-Zellen) werden 200 s mit NH4Cl in ES
alkalisiert. AnschlieBende Perfusion mit Na*-freier ES (NMDG-substituiert) séuert die Zellen an. Die
Anwesenheit von 500 pM Amilorid in normaler ES (140 mM Na*) verhindert eine Riickkehr zum Ausgangs-pH
der Zellen. Erst als Amilorid-freie ES perfundiert wird alkalisieren die Zellen auf den Ausgangswert (n = 3).
Abbildung modifiziert nach Windler et al., 2018.

Als néchstes wurde die Spannungsabhéngigkeit von SpSLCIC1 mithilfe von Hy1 (Kapitel 3.6)
in Anwesenheit von 500 uM Amilorid untersucht. Abbildung 3-25a zeigt eine représentative
Messung (V12=-72,3mV, s=19mV). Vier Messungen ergaben einen Mittelwert
von -72,3+22mV fur Viz und 2,8 £ 1,1 mV fur s (Abbildung 3-25b, schwarze Dreiecke).
Dieser weicht nicht von den Werten der Messungen ohne Amilorid ab (V12=-70,9 £ 2,5 mV,
§=3,3+0,9mV, n=7, schwarze Punkte). Daraus kann geschlossen werden, dass
Amilorid-sensitive, endogene Na*/H*-Austauscher in CHO-Zellen keinen Einfluss auf die hier

angewandten Messverfahren haben.
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Abbildung 3-25: Endogene Austauscher haben keinen Einfluss auf die Messmethodik: a) Dargestellt sind
Spannungsprotokoll und Anderung des Fluoreszenzverhiltnisses (AR) von BCECF als Indikator fiir eine
Anderung des pH; tiber die Zeit. a) Eine reprasentative Messung der Spannungsabhéngigkeit in Kombination mit
Hv1 in Anwesenheit von 500 uM Amilorid (V12=-72,3 mV, s=1,9 mV). b) Vier Messungen ergaben einen
Mittelwert (£ SD) von -72,3 + 2,2 mV fir Vi2 und 2,8 £ 1,1 mV flr s. Zum Vergleich sind Daten des Wildtyps
mit 1 mM (offene Kreise) und ohne cAMP mit aufgetragen (schwarze Punkte). Alle Werte sind in Tabelle 3-1

zusammengefasst. Abbildung modifiziert nach Windler et al., 2018.
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Gating-Strome

Austauschaktivitat

Vi (MV) s (mV) gg(eo) N V12 (MV) s (mV) n
WT - ohne cNMP -94,7+29 85+0,8 3,1 6 -70,9+2,5 33+09 7
WT — cAMP -744+6,4 88+19 2,9 7 -56,8 + 2,7 4615 7
WT — cGMP -86,9 + 3,0 83+1,0 3,1 7 -67,8+5,4 28+1,0 9
R1053Q - ohne cNMP -934+17 9,4+2,0 2,8 6 -70,8 +4,8 36+x11 5
R1053Q — cAMP -939+4,2 13+1,0 2,5 5 -69,5 + 3,8 39+12 6
R803Q - ohne cNMP -1179+7,1 130+1,1 2,0 7 n.e. n.e.
R803Q — cAMP -96,8 + 6,6 135+26 1,9 6 n.e. n.e.
R399A - ohne cNMP -87,7+2,8 104+138 2,5 3 n.e. n.e.
WT - caged CAMP n.e. n.e. n.e. -553+51 50x0,6 3
WT - 500 uM Amiloride n.e. n.e. n.e. -73,3+2,2 28+1,1 4

Tabelle 3-1: Zusammenfassung der Analyse von Gating-Stromen und Austauschaktivitat: Vi, beschreibt das Potential an dem AQ fiir Gating-Strome
bzw. AR fiir die Austauschaktivitdt = Qma/2 bzw. AR/2 ist. s représentiert die Steigung der Boltzmann-Funktion (mV, siehe Kapitel 2.7.2 und 2.7.5, Seiten
36 und 38). n ist die Anzahl der durchgefihrten Experimente und g4 die Anzahl der beteiligten Ladungen (eo). Gating-Strome fur die caged-compounds sowie

pH-Fluorimetrie fur die R803Q und R399A Mutanten sind nicht erfasst (n.e.). Die Werte sind als Mittelwert (+ SD) angegeben.

assiugabi g



3. Ergebnisse

3.9 SpSLCICL1 ist fur den Na*/H*-Austausch in Spermien

verantwortlich
SpSLCI9C1 konnte im heterologen System (CHO-Zellen) exprimiert und funktionell
charakterisiert werden. Als ndchstes soll gepruft werden, ob SpSLC9C1 im chemotaktischen

Signalweg von S. purpuratus-Spermien aktiv ist.

Dazu wurde zuerst die Expression von SLC9C1 in Spermien aus S. purpuratus untersucht. Zu
diesem Zweck wurden zwei polyklonale Antikorper gegen den Austauscher generiert (a-SU1
und a-SU2, siehe Kapitel 2.4.3). Im Western Blot von Flagellen- und Kopf-Praparaten der
Spermien erkannten beide Antikorper drei SpSLC9C1-Banden mit einer My von 132 kDa,
137 kDa und 146 kDa (Abbildung 3-26). Abbildung 3-26a zeigt einen reprasentativen Blot mit
dem aSU2-Antikdrper zusammen mit einem Blot von CHO-SpSLC9C1-Zellen (siehe
Abbildung 3-6a, schwarzer Pfeil). Die Banden stimmen mit dem berechneten My von
146,5 kDa uberein. Zwei weitere Banden sind auf der Hohe von circa 300 kDa und 600 kDa

sichtbar (Abbildung 3-26a, graue Pfeile). Es konnte sich um Dimere bzw. Tetramere handeln.

In der Immunhistochemie erkannten beide Antikérper das Flagellum der Spermien (Abbildung
3-26b). Auch der Kopf wurde von beiden Antikorpern erkannt. Berichte Uber unspezifische
Bindung von Antikorpern im Kopf von Spermien machen eine Interpretation allerdings
schwierig (Sardoy et al., 2012). Die Negativkontrolle mit dem Praimmunserum zeigt kein
Signal (Abbildung 3-26b, rechte Spalte). Diese Ergebnisse bestatigen die Expression von
SpSLCIC1 in Spermien von S. purpuratus.
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Abbildung 3-26: Western Blot- und immunhistologische Analyse von Seeigelspermien: a) In einem
reprasentativen Blot erkennt der polyklonale oo SU2-Antikdrper 3 Banden mit einer My, von 132 kDa, 137 kDa
und 146 kDa sowohl in Flagellen als auch in Kopf-Préparationen von S. purpuratus-Spermien. Diese stimmen mit
zwei SpSLCI9C1-Banden (HA-markiert) aus CHO-SpSLCOC1-Zellen (Siehe Kapitel 3.2) Uberein. b)
Immunhistologische Untersuchung von Spermien mit dem a-SU2-Antikdrper (links) und dem Pradimmunserum
(rechts). Die obere Reihe zeigt Durchlichtaufnahmen mit Differentiellem Interferenz-Kontrast (DIC). In der untere
Reihe sind diese mit Fluoreszenzaufnahmen (SpSLC9CL1: griin, Zellkern: blau) tibereinandergelegt. Abbildung
modifiziert nach Windler et al., 2018.

Zunéchst sollte untersucht werden, wie sich die Membranspannung in S. purpuratus-Spermien
bei Stimulation mit dem Lockstoff Speract verhalt. Dazu wurden Spermien mit dem
spannungssensitiven Farbstoff Di-8-ANEPPS beladen und im kalibrierten System gemessen
(siehe Kapitel 2.2.2). Stimuliert wurde mit aufsteigenden Speract-Konzentrationen (5, 50,
500 pM, und 5 nM, Abbildung 3-27). Die Spermien zeigen eine dosisabhingige Anderung von
Vm durch CNGK- (Hyperpolarisation, Bonigk et al., 2009), SplH- und CatSper-Kanéle
(Depolarisation, Gauss et al., 1998; Seifert et al., 2014). Die Dosisabhéngigkeit macht sich
dabei in Amplitude und Latenz bemerkbar. Je stérker die Stimulation, desto starker und
schneller die Anderung in Vm (Abbildung 3-27a). Bei der hichsten Stimulation (5 nM Speract)
hyperpolarisieren die Spermien auf bis zu -92,7mV. Die Kalibrierung der
Spannungsmessungen ergab ein Ruhemembranpotential (Vrest) von -57,0 £ 6,3 mV (Abbildung
3-27b, n = 3).
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Abbildung 3-27: Ein elektroneutraler Na*/H*-Austausch folgt der Hyperpolarisation in S. purpuratus:
a) Dargestellt sind Speract-induzierte Spannungssignale in S. purpuratus Spermien, gemessen im kalibrierten
System mit dem spannungssensitiven Fluoreszenzfarbstoff Di-8-ANEPPS (ber die Zeit. Steigende Speract-
Konzentrationen zur Stimulation der Spermien erhéhen Amplitude und verringern Latenz der transienten
Hyperpolarisation (5 pM: schwarz, 50 pM: rot, 500 pM: grin und 5nM: gelb). b) Uber drei
Kalibrierungslosungen (9 mM, 30 mM, 100 mM K*) bei 10 nM-Speract-Stimulation konnte das
Ruhemembranpotential (Vyest) von -57,0 £ 6,3 mV errechnet werden (n = 3, siehe Kapitel 2.2.2). ¢) Speract-
induzierte Anderungen im relativen Fluoreszenzverhiltnis (AR) zeigen einen Na*-Einstrom (schwarz) und
H*-Ausstrom (rot). Die Signale wurden skaliert und Ubereinandergelegt. Stimuliert wurde mit 1 pM, 10 pM,
0,1 nM und 1 nM Speract. d) Mittelwerte (£ SD) der Latenzen von Na*- (schwarze Kreise) und H*-Signalen
(offene Kreise) logarithmisch gegen die Speract-Konzentration aufgetragen (n=7). Das inset zeigt die
Korrelation der Latenzen zwischen den Na*- und H*-Signalen (1 nM: schwarze Dreiecke, 100 pM: offene Kreise,
10 pM: schwarze Kreise). Abbildung modifiziert nach Windler et al., 2018.

Nun wurden Spermien mit einem Na*- und einem H*-sensitiven Farbstoff beladen und mit
aufsteigenden Speract-Konzentrationen stimuliert (1, 10, 100 pM und 1 nM, Abbildung 3-27¢).
Eine Zunahme der Fluoreszenz entspricht dabei einer Zunahme in [Na]i und pHi. Beide
Signale wurden Ubereinandergelegt und zeigten eine ahnliche Kinetik (Abbildung 3-27c¢). Die
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Latenz bis zum Na*-Einstrom und H*-Ausstrom wurde aus sieben Messungen bestimmt und
gegen den Logarithmus der Speract-Konzentration aufgetragen (Na*: schwarze Kreise, H™:
offene Kreise, Abbildung 3-27d). Die Abnahme der Latenz war umgekehrt proportional zur
Speract-Konzentration. Das inset zeigt die Korrelation der Latenzzeiten zwischen den
einzelnen Na*- und H*-Messungen (1 nM: schwarze Dreiecke, 100 pM: offene Kreise, 10 pM:
schwarze Kreise, x =y). Die Ergebnisse deuten an, dass der Na*-Einstrom und der
H*-Ausstrom  kinetisch gekoppelt sind. Die Alkalisierung im Signalweg der
Seeigel-Chemotaxis kann so einem N*/H*-Austauschmechanismus zugeordnet werden.
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lonentransporter (solute carriers, SLC) spielen eine essentielle Rolle bei einer Vielzahl
physiologischer Prozesse. Sie bilden mit 456 Mitgliedern (aufgeteilt auf 52 Unterfamilien),
hinter G-Protein-gekoppelten Rezeptoren die zweitgroRte Familie von membranstandigen
Proteinen (Hoglund et al., 2011; Hediger et al., 2013). César-Razquin und Kollegen deuten
2015 mit einem Artikel im Wissenschaftsmagazin Cell darauf hin, dass unser Verstandnis tber

diese Transporter nicht im Verhéltnis zu ihrer Menge und Relevanz steht.

“SLCs show by far the greatest publication asymmetry of all gene families, i.e., the most uneven
distribution of papers over the group members. (...) As for the bottom-ranked 15% of SLC
family members, there are more publications in a PubMed search for ‘‘star wars’ (72

citations) than on these 70 SLCs combined. ” (César-Razquin et al., 2015)

Die SLC9-Familie der lonentransporter beinhaltet die Na*/H*-Austauscher SLC9A1-9,
SLC9B1-2 und SLCI9C1-2 (Donowitz, Tse & Fuster, 2013). Im Rahmen dieser Arbeit konnte
ich zeigen, dass SLC9CL1 ein funktioneller Na*/H*-Austauscher ist.

4.1 Frankensteins Molekdl
Sequenzanalysen von SLC9C1 ergaben eine fir Na'/H"*-Austauscher einmalige
Beschaffenheit: das Protein besitzt am C-Terminus Homologie zu einem Spannungssensor
sowie zu einer Bindestelle flur zyklische Nukleotide (Wang et al., 2003).
Spannungssensordomanen sind bis auf eine Ausnahme (CiVSP, Murata et al., 2005)
ausschlieBlich in spannungsgesteuerten lonenkanélen beschrieben worden (Bezanilla, 2008).
Bindestellen fur zyklische Nukleotide regulieren die Aktivitét einer groReren Bandbreite von
Proteinen (Shabb & Corbin, 1992). Mary Shelley beschreibt in ihrem Roman ,,Frankenstein‘
die Erschaffung eines Wesens aus Korperteilen von unterschiedlichen Menschen (Shelley,
1818). Bei der Betrachtung von SLC9C1 gewinnt man den Eindruck, als ob die Evolution in
Anlehnung an die Romanfigur Viktor Frankenstein gewirkt hat. Im Rahmen dieser Arbeit
konnte ich zeigen, dass SpSLC9C1 ein funktioneller Na*/H*-Austauscher ist, der durch
Hyperpolarisation tber eine VSD aktiviert werden kann. Zyklisches AMP moduliert diesen

spannungsabhangigen Regulationsmechanismus durch Bindung an die CNBD. Im ersten Teil
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der Diskussion mdchte ich auf die Struktur von SpSLC9CL1 eingehen. Der zweite Teil diskutiert

SpSLCIC1 im physiologischen Kontext.

4.1.1 Die Austauscherdomane

Strukturbiologen konnten bislang die Struktur von vier verschiedenen Na*/H*-Austauschern
aufklaren: die des E. coli NhaA (EcNhaA, Hunte et al., 2005), des T. thermophilus NapA
(TtNapA, Lee etal., 2013, beide werden der CPA2-Familie zugeordnet), sowie der Austauscher
aus den Archaeen M. jannaschii (MjNhaP1, Paulino et al., 2014) und P. abyssi (PaNhaP,
Wohlert et al., 2014, beide gehdren zur CPA1-Familie). Alle diese Na*/H*-Austauscher liegen
als Dimer vor, wobei jedes Protomer eine funktionelle Einheit bildet. ECNhaA besitzt 12 TMDs
(I-X11), N- und C-Terminus liegen dabei intrazellular (Abbildung 3-1a, oben). TtNapA,
MjNhaP1 und PaNhaP besitzen jeweils 13 TMDs (I-X111), der N-Terminus liegt extrazellul&r
(Abbildung 3-1a, MjNhaP1). Na*/H*-Austauscher besitzen einen charakteristischen Aufbau,
der als NhaA-fold bezeichnet wird (Shi, 2013). Das Protomer besteht aus einem 6-Helix Blindel
(6-HB) und einer Dimer-Kontaktflache (dem Dimer-Interface). Das 6-HB in ECNhaA ist aus
TMD I11-V und X-XII aufgebaut (Hunte et al., 2005). Bei TtNapA, MjNhaP1 und PaNhaP
bilden TMD IV-VI und XI-XIII das 6-HB (Lee et al., 2013; Paulino et al., 2014; Wohlert,
Kihlbrandt & Yildiz, 2014). Die Gbrigen TMDs bilden das Dimer-Interface.

Alle bisher bekannten sekunddr-aktiven Transporter besitzen zwei gemeinsame strukturelle
Merkmale: diskontinuierliche Helices und sogenannte inverted repeats (IRs, Shi 2013). Bei
ersteren handelt es sich um TMDs, welche die Membran durchspannen, aber in ihrer
a-helikalen Struktur unterbrochen sind. In ECNhaA sind dies TMD IV und XI, bei TtNapA,
MjNhaP1 und PaNhaP TMD V und XII. IRs sind strukturell ahnlich aufgebaute Abschnitte im
Protein, die topologisch invertiert zueinander liegen. Dabei besteht oft nur eine geringe
Sequenzahnlichkeit zwischen den IRs. ECNhaA besitzt zwei IRs: die TMDs 111-V sowie | + |1
liegen jeweils topologisch &hnlich aber invertiert zu TMD X-XII und VIII + IX. Die
dazwischenliegenden TMDs VI und VII verbinden die beiden IRs. TtNapA, MjNhaP1 und
PaNhaP besitzen je einen IR; TMD I-V sind IRs zu VII-XII (TtNapA), TMD I-VI sind IRs zu
VII-XI1I (MjNhaP1 und PaNhaP).

Was sagt uns das Uber die Struktur von SpSL9C1? Im Gegensatz zu EcNhaA und MjNhaP1
besitzt die Austauscherdoméne von SpSLC9C1 14 TMDs (Abbildung 3-2). Sowohl die

trigonal-bipyramidale Bindestelle als auch das charakteristische Asn/Asp-Motiv aus dem
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CPA1-Na'/H*-Austauscher MjNhaP1 (und PaNhaP) sind in SpSLC9C1 konserviert
(Abbildung 3-1b). Die Aminoséuren der Bindestelle liegen in den vorausgesagten TMDs VI
(Thr208, Asp209) und VII (Glu231, Ser234, Asp238, Abbildung 3-1a und b, Abbildung 3-2,
gelbe Markierung). Die Position der Bindestelle zusammen mit der zusatzlichen TMD am
N-Terminus lassen den Schluss zu, dass die vorausgesagten TMDs VI und XIII in SpSLC9C1
(statt VV und XII in TtNapA, MjNhaP1 und PaNhaP) diskontinuierliche Helices bilden. Sowohl
N- als auch C-Terminus der NHE-Doméne wurden intrazelluldr liegen (Abbildung 3-1a,

unten).

Der Transportmechanismus von sekundar-aktiven Transportern l&sst sich durch das
alternating-access-Modell beschreiben (Jardetzky, 1966). Dabei liegt das Protein in
mindestens zwei verschiedenen Konformationen vor, einem nach innen und einem nach auf3en
geodffneten Zustand. Die Region um die Bindestelle (TMD IV+XI in ECNhaA, TMD V+XIl in
TtNapA, MjNhaP1 und PaNhaP) hat im Wechsel zwischen diesen beiden Konformationen
jeweils Zugang zum intra- und extrazellularen Milieu (Hunte et al., 2005; Rimon, Kozachkov-
Magrisso & Padan, 2012; Lee et al., 2013; Paulino & Kuhlbrandt, 2014; Wohlert, Kuhlbrandt
& Yildiz, 2014). MjNhaP1 ist der einzige Na*/H*-Austauscher, der sowohl im nach innen- als
auch im nach auBBen gedffneten Zustand strukturell aufgekléart werden konnte (Paulino et al.,
2014). Es wird vermutet, dass ein Na*-lon das Proton aus der Bindestelle verdrangt und den
Ubergang vom nach auBen- in den nach innen gedffneten Zustand ermoglicht (Forrest &
Rudnick, 2009). Unterschiede in der Anordnung der TMDs zwischen den beiden
Konformationen zeigen die mobilen Segmente im Transportzyklus. Die grofiten Unterschiede
wurden in der Region um die Bindestelle beobachtet (TMD V, VI und XII). Im Gegensatz zum
nach auBen ge6ffneten Zustand verschiebt sich diese Region um 5A diagonal zur
Membranebene und 6ffnet einen Zugang zum Zytoplasma (Paulino et al., 2014). Ein Austausch
der lonen an der Bindestelle begiinstigt den nach aulRen gedffneten Zustand wieder und startet
den Zyklus von vorne. Die konservierten Aminoséuren der Substratbindestelle von SpSLC9C1
liegen in den vorausgesagten TMDs VI und VII. Die Position der Bindestelle und der
konservierten Aminosauren l&sst den Schluss zu, dass die TMDs VI, VII und XIII das mobile
Segment in SpSLCIC1 bilden. Strukturelle Messverfahren wie Rontgenkristallographie und
Kryoelektronenmikroskopie konnten die Existenz und Position des 6-HB, des Dimer-Interface
und der IRs in der NHE-Doméne von SpSLC9C1 darstellen.
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4.1.2 Der Spannungssensor
Spannungsanderungen konnen von membranstandigen Proteinen registriert und in
Konformationsédnderungen umgesetzt werden. Bezanilla diskutiert 2008 verschiedene
Madoglichkeiten, die es Membranproteinen ermdglicht, Spannungséanderungen wahrzunehmen
(Bezanilla, 2008). Geladene Aminosauren wie Asp, Glu, Arg, Lys und His kdnnen sich im
elektrischen Feld umlagern und so die Protein-Konformation beeinflussen. Dieser
Mechanismus wurde in spannungsgesteuerten lonenkandlen beschrieben und bildet das
Grundprinzip von VSDs (Armstrong & Bezanilla 1974; Neumann 1978). Auch Aminosauren
mit einem permanenten Dipolmoment wie Tyr kdnnen sich im elektrischen Feld umorientieren
und ein Protein spannungssensitiv machen (Vasanthi & Krishnaswamy, 2002). Eine weitere
Mdglichkeit sind lonen, die an das Protein gebunden sind und sich bei Vm-Anderungen neu
ausrichten (beschrieben in Na*/K*-ATPasen, Nakao & Gadshy 1986; Holmgren et al., 2000)
oder eine Blockierung auftheben (NMDA-Rezeptoren, Nowak et al., 1984; Mayer et al., 1984).

Spannungssensordomanen sind am besten in spannungsgesteuerten lonenkanalen untersucht
worden, die viele physiologische Prozesse wie das Aktionspotential in Nervenzellen (Purves,
Augustine & Fitzpatrick, 2001), die Herzfrequenz (Grant, 2009) oder die Reizwahrnehmung
in Sinneszellen (Kaupp & Seifert, 2002; Craven & Zagotta, 2006) steuern. Auch bei der
chemotaktischen Navigation von Seeigelspermien sind spannungsgesteuerte lonenkandale
(HCN- und CatSper-Kanadle) beteiligt (Wachten, Jikeli & Kaupp, 2017). Diese Kanale bilden
eine grolRe Familie, deren Mitglieder alle einen sehr dahnlichen Aufbau besitzen: sie setzen sich
aus vier Untereinheiten zusammen (K*-Kanale, Long et al., 2005; Long et al., 2007; Banerjee
et al., 2013) oder sind aus einem Polypeptid mit vier homologen Doménen aufgebaut (repeats,
eukaryotische Na*- und Ca?*-Kandle, Shen et al., 2017; Lee & MacKinnon 2017; Li et al.,
2017; Wu et al., 2015). Jede Untereinheiten bzw. jeder repeat besitzt sechs TMDs (S1-6) und
eine Porenregion zwischen S5 und S6 (Abbildung 3-3a, Porenmotiv). Die Porenmotive der vier
Untereinheiten/repeats ordnen sich so an, dass sich eine zentrale Pore bildet, wahrend die
jeweiligen Spannungssensordoménen auflen angeordnet sind. Der Spannungssensor besteht
aus den vier TMDs S1-4 (Abbildung 3-3, rot). In den namensgebenden S4-Segmenten sind
positiv geladene Aminoséuren regelmafig angeordnet, meist Arg, jeweils unterbrochen von
zwei meist hydrophoben Aminosauren. Eine Vm-Anderung richtet die geladenen Aminosauren
in der VSD neu aus und &ndert Uber Konformationsédnderungen die Offenwahrscheinlichkeit
Po. Die S4-Ladungen haben spannungsabhdngig entweder Zugang zur extra- oder

intrazellularen Seite der Membran (Chanda et al., 2005; Long et al., 2007). Die Bewegung der
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Ladungen Uber die Membran ist als Gating-Strom messbar (Armstrong & Bezanilla, 1974). In
verschiedenen lonenkandlen werden unterschiedlich viele Ladungen qq Uber die Membran
verschoben: 12-13 e, (K*-Kanale, 3-4 e, pro Untereinheit, Bezanilla 2000), 12 e, (Na*-Kanale,
3 e, pro repeat, Hirschberg et al., 1995) und 9 e, (Ca?*-Kanile, 2-3 e, pro Untereinheit, Noceti
et al., 1996).

SpSLCIC1 wird durch eine VSD mit sieben positiv geladenen Aminosauren in der S4-TMD
reguliert. Hierbei werden 3 e, Uber die Membran transferiert. Ein Arg im vierten TMD der
VSD (R803) tragt dabei eine volle Ladung e, zu diesem Prozess bei. In dieser Hinsicht ist die
Bewegung der SpSLCI9C1-VSD der von depolarisationsaktivierten K*-Kandlen wie dem
Shaker—Kanal sehr ahnlich. Allerdings ist die funktionelle Kopplung eine andere; SpSLC9C1
wird durch Hyperpolarisation aktiviert. Wie die Bewegung der VSD an die
Austauscherdomane vermittelt wird, ist noch vollig unklar. Auch die Oligomerisierung von
SpSLCIC1 ist noch nicht geklart. Klassische Na*/H*-Austauscher liegen als Dimer vor (Hunte
et al., 2005; Furrer et al., 2007; Paulino et al., 2014; Wohlert, Kuhlbrandt & Yildiz, 2014).
Was wissen wir tber die Quartéarstruktur von SpSLC9C1? Zurzeit gibt es nur sehr vorlaufige
Informationen, beispielsweise lauft SpSLCIC1 im Westernblot von Seeigelspermien auf der
erwarteten Hohe eines Monomers (146 kDa, Abbildung 3-26a), es sind aber auch zwei
zusétzliche Banden bei circa 300 und bei 600 kDa zu erkennen. Sie weisen darauf hin, dass
SpSLCIC1 vielleicht Dimere oder Tetramere bildet. Wenn SpSLC9C1 oligomerisiert, ist die
Frage nach der funktionellen Bedeutung wichtig. Zumeist beobachtet man bei Oligomeren eine
erhdhte strukturelle Integritat, die aber nicht unbedingt funktionelle Konsequenzen haben muss
(Last & Miller 2015; Goswami et al., 2011). Andererseits hat Oligomerisierung in vielen
Proteinen auch Kooperativitdt zwischen Untereinheiten zufolge (Monod, Changeux & Jacob,
1963; Changeux, 2012; Cornish-Bowden, 2014). So stellen zwar in Kklassischen
Na*/H*-Austauschern, die zu Dimeren angeordnet sind, die einzelnen Protomere jeweils
funktionelle Einheiten dar (Hunte et al., 2005; Furrer et al., 2007; Paulino et al., 2014; Wohlert,
Kihlbrandt & Yildiz, 2014), allerdings gibt es hier Hinweise auf Kooperativitéat (Fuster et al.,
2008 Otsu et al., 1989; Green et al., 1988). Hinweise auf die Quartarstruktur von SpSLC9C1
konnte die Spannungsabhangigkeit der Gating-Strome und die der Na*/H*-Austauschaktivitat

liefern.
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Abbildung 4-1: Gating-Stréme und Offenwahrscheinlichkeit/Na*/H*-Austauschaktivitat: a) Vergleich der
Spannungsabhéangigkeit von Gating-Strémen und Offenwahrscheinlichkeit vom depolarisationsaktivierten
Shaker-K*-Kanal. Aufgetragen sind die Spannung (Vm) gegen jeweils die Anzahl der verschobenen Ladungen der
Gating-Strome (Q, €., rot, 12 pro Tetramer) und die Offenwahrscheinlichkeit (P,) des Kanals. Abbildung aus
Bezanilla 2008. b) Spannungsabhangigkeit der Gating-Stréme und der Austauschaktivitat von SpSLC9C1 (WT).
Aufgetragen ist jeweils die Spannung (Vm) gegen die normalisierten Ladungen Q/Qmax der Gating-Stréme (weifle
Kreise) und gegen die normalisierte Austauschaktivitit AR in der pH-Fluorimetrie (schwarze Punkte). Am V-
Wert der Gating-Strome (-94,7 + 2,9 mV) erreicht die Austauschaktivitat ihr Maximum.

Bei spannungsgesteuerten lonenkandlen bilden vier Untereinheiten (bzw. repeats) eine zentrale
Pore. Die Offnung der Pore ist ein hochkooperativer Prozess, zu dem die VSDs aller vier
Untereinheiten beitragen (Hodgkin & Huxley, 1952; Hille, 1978; Llano, Webb & Bezanilla,
1988; Bezanilla, 2000). Diesem Modell zufolge ist P, abh&ngig von der Anzahl der aktivierten
VSDs. Stellt man die Spannungsabhangigkeit der Gating-Strome (Q/Vm, Abbildung 4-1a, rot)
der Spannungsabhangigkeit der Offenwahrscheinlichkeit (Po/Vm, blau) gegeniber, so liegt der
Vipo-Wert  der Gating-Strome bei  negativeren Werten als der Vip-Wert  der
Offenwahrscheinlichkeit Po. Tatsachlich sind schon die Hélfte der Gating-Ladungen
verschoben, bevor sich die Offenwahrscheinlichkeit — Gberhaupt &ndert.  Die
Offenwahrscheinlichkeit P, steigt dann aber steil und kooperativ an (blau). Aus dem Verlauf
kann man modellhaft ableiten, dass der Kanal nur dann signifikant 6ffnet, wenn alle vier VSDs
ihre Konformation geéndert haben (Bezanilla, Perozo & Stefani, 1994; Bezanilla, 2008).

Ein &hnliches Verhalten beobachtet man bei der Gegeniberstellung der Gating-Stréme und
Na*/H*-Austauschaktivitdt von SpSLC9C1. Im Gegensatz zum depolarisationsaktivierten
Shaker-K*-Kanal wird SpSLC9C1 durch Hyperpolarisation aktiviert. Der Vi-Wert der
Austauschaktivitat liegt im Vergleich zum Vi-Wert der Gating-Strome weniger negativ
(Abbildung 4-1b). Die maximale Austauschaktivitdt erreicht SpSLC9C1 schon bei

81



4. Diskussion

Membranspannungen, die im Bereich des V1, —Wertes der Gating-Strome liegen (Abbildung
4-1b, roter Pfeil). Zwei Mechanismen kdnnten dieses Verhalten erklaren. Es ist mdglich, dass
bereits ein Teil der vollen VSD-Bewegung ausreicht, um die zugehdrige NHE-Domane zu
aktivieren. Alternativ konnte auch SpSLC9C1 kooperativ aktiviert werden; je nach
Oligomerisierungszustand konnte es sein, dass nicht jede VSD im Oligomer aktiviert sein
muss, um den vollen Na*/H™-Austausch im gesamten Proteinkomplex zu starten. Weitere
Experimente sind notig um die Quartdrstruktur von SpSLC9C1 und ihre funktionelle

Bedeutung zu untersuchen.

4.1.3 Die Bindestelle fir zyklische Nukleotide

CNBDs regulieren eine Vielzahl von Prozessen und sind sowohl in Pro- als auch in Eukaryoten
beschrieben: dem cAMP-Rezeptor Protein (CRP, auch catabolite activator protein, CAP
genannt), (McKay & Steitz 1981), der Protein Kinase A (PKA), beide aktiviert durch cAMP
(Cook, Lipkin & Markham, 1957; Rall, Berthet & Sutherland, 1957; Sutherland & Rall, 1957,
Lipkin, Cook & Markham, 1959; Walsh, Perkins & Krebs, 1968; Lincoln, Dey & Sellak, 2001;
Potter, 2011; Yan et al., 2016), der Protein Kinase G (PKG), aktiviert durch cGMP (Takio et
al., 1984; Vaandrager & de Jonge, 1996), den zyklisch Nukleotid-gesteuerten lonenkanélen,
aktiviert durch cAMP oder cGMP (Kaupp & Seifert, 2001, 2002; Craven & Zagotta, 2006;
DiFrancesco, 1986, 1991; DiFrancesco et al., 1986; Accili, Redaelli & DiFrancesco, 1997) und
den Guanin-Austauschfaktoren Epac, aktiviert durch cAMP (de Rooij et al., 1998; Kawasaki
et al., 1998; Bos, 2003; Seino & Shibasaki, 2005). Zyklisch Nukleotid-sensitive lonenkandale
bilden eine eigene Unterfamilie in der groRen Familie der spannungsabhéngigen lonenkanle.
Zu ihnen gehdren HCN- (hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-modulated-, Craven &
Zagotta 2006), CNG- (cyclic nucleotide gated, Kaupp & Seifert 2002), EAG- und
hERG-Kandle (ether-a-gogo und human eag-related gene, Gustina & Trudeau 2012) sowie
diverse K*-Kandle aus dem Pflanzenreich (KaT-, AKT- und CNGC-Kanale, (Anderson et al.,
1992; Seifert et al., 1999; Mannikko, Elinder & Larsson, 2002; Latorre et al., 2003; Lai et al.,
2005; Schachtman et al., 1992; Schachtmann 2000).

Sowohl pro- als auch eukaryotische CNBDs sind &hnlich aufgebaut (McKay & Steitz, 1981,
Aiba, Fujimoto & Ozaki, 1982; Takio et al., 1982, 1984; Cossart & Gicquel-Sanzey, 1982;
Titani et al., 1984; Su et al., 1995; Diller et al., 2001; Rehmann, Rueppel, et al., 2003; Zagotta
et al., 2003; Clayton et al., 2004, 2008; Kim, Xuong & Taylor, 2005; Rehmann et al., 2006;
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Schiinke et al., 2011; Kesters et al., 2015; James et al., 2017; Lee & MacKinnon, 2017; Li et
al., 2017). Vom N-Terminus ausgehend setzen sich CNBDs aus ciner a-Helix (aA), acht
B-Faltblattern (B1-8) und zwei weiteren a-Helices (aB und aC) zusammen. Die Helices aB und
aC sind iiber ein sogenanntes ,,Scharnier* (hinge, Tyr/Pro-Motiv, Abbildung 4-2c) miteinander
verbunden und werden oft als ,,Deckel” (lid) bezeichnet. Eine kurze Helix zwischen 6 und 7
(P-Helix) bildet zusammen mit einem konservierten Arginin die Phosphatbindekassette
(phosphate-binding cassette, PBC). Die p-Faltblatter bilden zusammen mit der PBC eine
Tasche, in der das cNMP gebunden werden kann. Die Abbildung 4-2a und b zeigen die Struktur
der CNBD aus MmHCN2 und die Interaktionen von Aminosduren mit dem cNMP
(Cukkemane, Seifert & Kaupp, 2011). Val564 und Leu574 in f4 und 5 interagieren iiber
hydrophobe Wechselwirkung mit dem Purin. Das Gly/Glu-Motiv in 6 (Gly581 & Glu582)
bildet Wasserstoffbriickenbindungen mit der Ribose wahrend Arg591 in der PBC
elektrostatisch an das Phosphat bindet (Rehmann, Prakash, et al., 2003; Zagotta et al., 2003;
Harzheim et al., 2008). Nach cNMP-Bindung ,.klappt™ der Deckel um und legt sich (iber das
cNMP der Bindestelle (Rehmann, Prakash, et al., 2003; Rehmann, Rueppel, et al., 2003;
Rehmann, Schwede, et al., 2003; Berman et al., 2005). Die Ubertragung dieser Bewegung auf
die aA-Helix und weiter auf die katalytische Doméane bzw. Pore am N-Terminus der CNBD

ist noch nicht vollstandig aufgeklart.

Beim Blick auf die Sequenz von SpSLC9C1 zeigt sich eine bona fide CNBD am C-Terminus.
Bindung von cAMP moduliert die Spannungsabhédngigkeit sowohl von der
Na*/H*-Austuaschaktivitat als auch von den Gating-Stromen. Zyklisches GMP zeigte keinen
Einfluss. Es stellt sich die Frage, ob wir die Selektivitdt der SpSLCIC1-CNBD fir cAMP
anhand der Sequenz erklaren kénnen. Anschlielend soll untersucht werden, wie sich die
Bindung von cAMP auf die Austauscherdoméne oder die VSD von SpSLC9C1 Ubertragen
konnte (Kapitel 4.1.4). Abbildung 4-2c zeigt einen Sequenzvergleich der CNBD aus
SpSLCIC1 mit der aus MmHCNZ2, der bovinen PKA (bPKAL), SpIH (alle cAMP sensitiv),
dem bovinen CNGA1 (bCNGAL1), dem A. punctulata CNGK (ApCNGK, dritte CNBD), der
bovinen PKG (bPKG1), und dem C.elegans CNG-Kanal TAX4 (CeTAX4, alle cGMP
sensitiv). Altenhofen und Weber haben die Hypothese aufgestellt, dass die Selektivitat von
CNBDs durch die Aminoséure C-terminal vom phosphatbindenden Arg in der PBC vermittelt
wird (Weber, Shabb & Corbins, 1989; Altenhofen etal., 1991). In der cGMP-spezifischen PKG
(Takio et al., 1984; VVaandrager & de Jonge, 1996) und den cGMP-spezifischen CNG-Kanélen
aus Photorezeptoren (Kaupp et al., 1989; Bonigk et al., 1993) befindet sich dort ein
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Threoninrest. Er bindet Uber eine Wasserstoffbriicke spezifisch an die Guanosin-Base von
cGMP (Altenhofen et al., 1991). Demgegeniiber hat die cAMP-gesteuerte PKA an dieser Stelle
einen Alaninrest (Takio et al., 1982; Titani et al., 1984). Der fur cAMP hochspezifische
SplH-Kanal aus S. purpuratus Spermien tragt an dieser Stelle ein Val (Gauss et al., 1998). Man
konnte also schlielfen, dass eine unpolare Aminosdure an dieser Stelle die CNBD
cAMP-spezifisch macht. Sowohl SpSLC9C1 als auch MmHCNZ2 haben an der entsprechenden
Position eine polare Aminoséure (Asn1054 in SpSLCIC1, Thr592 in MmHCNZ2, Abbildung
4-2b und c, roter Pfeil), werden aber besser durch cAMP als durch cGMP aktiviert (Stevens et
al., 2001; Zagotta et al., 2003). Die SpSLC9C1-CNBD gibt einen weiteren Hinweis darauf,
dass anhand der Polaritdt der Aminoséure C-terminal des Argininrests in der PBC kein

Ruckschluss auf die Selektivitat der CNBD gemacht werden kann.

Auch Teile der aC-Helix konnten die Selektivitat fir ein zyklisches Nukleotid vermitteln
(Abbildung 4-2, schwarzer und grauer Pfeil, Varnum et al., 1995; Sunderman & Zagotta 1999).
So findet man bei CNG-Kaniélen in der aC-Helix einen spezifischen Aspartatrest, der Giber eine
elektrostatische Wechselwirkung die Bindung von cAMP ,verdirbt“ und so indirekt
cGMP-Spezifizitat erzeugt (Asp604 in bCNGAL und Asp620 in CeTAX4, Abbildung 4-2c,
grauer Pfeil). Eine hydrophobe Aminosédure an dieser Position fiihrt zu Kanalen, die cCAMP
bevorzugen (Varnum, Black & Zagotta, 1995; Peng, Rich & Varnum, 2004). Zagotta diskutiert
im Zusammenhang mit der 2003 aufgeklarten CNBD-Struktur aus HCN2, dass ein Arg in der
aC-Helix mit der Adenosin-Base von CAMP interagiert (Arg632 in MmHCNZ2, Abbildung 4-2b
& c, schwarzer Pfeil, Zagotta et al., 2003; Craven & Zagotta 2006). SpSLC9C1 besitzt sowohl
den Arg-Rest (Arg1097), als auch eine hydrophobe Aminosédure (Pro1101) in der aC-Helix.
Allerdings ist, wie in der PBC, eine Vorhersage der Ligandenspezifitdt anhand dieser
Aminosauren auch hier schwierig. Die funktionelle Bindestelle des CNGK-Kanals aus
A. punctulata (Bonigk et al., 2009) besitzt an dieser Stelle ebenfalls ein Arg, bevorzugt aber
cGMP. Das Arg sorgt im CNGK- und im MmHCN2-Kanal fir einen deutlichen Anstieg der
Ligandenaffinitat (Zagotta et al., 2003; Bonigk et al., 2009). Zusammenfassend zeigt die
SpSLCI9C1-CNBD, dass eine Vorhersage der Ligandenselektivitdit von CNBDs anhand der

Aminsodurensequenz nur bedingt maoglich ist.
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N terminus

C terminus

el . o
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IT) IR ) )
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bPKA1 = LALIY------ GT TVKAKTNVKLHGIDRDSY---RRILMGSTLRKRKMYEEFLSKVSILESLDKW--- - 258
bPKG1 V. LAILY------ NC TVKTLVNVKUIAIORQCF---QTIMMRTGLIKHTEYMEFLKSVPTFQSLPEE--- - 226
SpIH b 2 ICLLT------ RE SVKCETYCTLFSLSVQHF-- —NQVLDEFPAM'RKTMEEIAV'R'LTRIGKESS— --- - 670
bCNGA1 b & ISILNIKGSKA IKSIGYS-DLFCLSKDD--LMEALTEYPDAKGMLEEKGKQI LLD----- - 608
CeTAX4 V. LSILNIAGSKN SVGYT-DLFVLSKTD- —LWNALREYPDARKLLLAKGREI%LD ————— - 624

A A

Abbildung 4-2: Vergleich der Bindestelle fir zyklische Nukleotide aus SpSLC9C1 mit der von
lonenkandlen und Proteinkinasen: a) Struktur der CNBD mit C-linker aus MmHCNZ2 in Anwesenheit von
CAMP. b) Interaktionen verschiedener Aminoséuren der CNBD aus MmHCN2 mit cAMP. Der rote und schwarze
Pfeil zeigen jeweils auf das Thr592 in der PBC und auf das Arg632 in der aC-Helix der MmHCN2-CNBD. c)
Sequenzvergleich zwischen der CNBD aus SpSLC9C1, MmMHCN2, ApCNGK (dritte CNBD), bPKAL, bPKG1,
SpIH, bCNGA1 und CeTAX4. Markierte Aminosduren sind strukturrelevante Gly-Reste in den B-Faltblattern
(gelb), die Purin-bindenden Val- und Leu-Reste in B4 und 5 (griin), das Ribofuranose-bindende Gly/Glu-Motiv
in B6 (gelb/griin) und Phosphat-bindenden Arg/Thr-Reste in der PBC (gruin). Der rote Pfeil zeigt auf das Thr in
den Abbildungen b) und c). Die Arg- (schwarzer Pfeil) und Asp-Reste (grauer Pfeil) in der aC-Helix haben
moglicherweise Einfluss auf die Substratspezifizitat der CNBD. Abbildung a) und b) aus Cukkemane et al., 2011.
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4.1.4 Wie interagieren Austauscherdomane, VSD und CNBD?

Eine spannende Frage lautet, wie die VSD den Na*/H*-Austausch reguliert und wie die
Bindung von cAMP an die CNBD in diesen Prozess eingreift. CNBDs steuern eine Vielzahl
von Proteinen, in Verbindung mit einer VSD sind sie allerdings nur in zyklisch
Nukleotid-sensitiven Kandlen beschrieben worden. Dabei zeigen sich in den verschiedenen
Mitgliedern dieser Familie Unterschiede in der Regulation. CNG-Kandle besitzen zum Beispiel
nur eine sehr geringe Spannungsabhangigkeit (Li et al., 2017). Die Bindung von cNMP reicht
aus um die Kanale zu aktivieren (Kaupp et al., 1989; Dhallan et al., 1990; Bonigk et al., 1993;
Kdrschen et al., 1995; Ruiz & Karpen, 1997; Tibbs, Goulding & Siegelbaum, 1997; Gerstner
et al., 2000). Demgegenuber werden HCN-Kanéle durch Hyperpolarisation aktiviert; zyklische
Nukleotide verschieben hier die Spannungsabhédngigkeit zu weniger negativen Spannungen
(DiFrancesco & Tortora, 1991; Ludwig et al., 1998; Wang, Chen & Siegelbaum, 2001,
Altomare et al., 2003; Zagotta et al., 2003; Craven & Zagotta, 2004). Schliellich sind die
EAG/hERG-Kandale depolarisationsaktiviert. Zyklische Nukleotide scheinen keinen Einfluss
auf die Aktivitat zu besitzen (Ludwig et al., 1994; Robertson, Warmke & Ganetzky, 1996;
Frings et al., 1998; Brelidze, Carlson & Zagotta, 2009; Brelidze et al., 2012, 2013; Marques-
Carvalho & Morais-Cabral, 2012; Marques-Carvalho et al., 2012; Qingxin Li et al., 2014).

HCN- und CNG-Kanale besitzen zwischen CNBD und dem Porenmotiv einen sogenannten
C-linker (Lee & MacKinnon, 2017; Li et al., 2017; Shen et al., 2017). Der C-linker besteht aus
den sechs a-Helices aA‘-aF‘ (Abbildung 4-2a). Die C-linker der vier Untereinheiten liegen am
intrazellularen Teil des Kanals ringférmig zusammen (Johnson & Zagotta, 2005). Dabei sitzen
aA‘ und aB* gefaltet auf den beiden Helices aC* und aD* der benachbarten Untereinheit (elbow
on shoulder, Zagotta et al., 2003). Vor Kurzem wurde die Struktur des TAX4-CNG-Kanals
aus C. elegans (CeTAX4) in Anwesenheit von cGMP aufgeklart (Li et al., 2017). Es konnte
gezeigt werden, dass oA° und oB‘ iber ein Netzwerk aus Ionen- und
Wasserstoffbriickenbindungen sowohl mit der S4-TMD der VSD als auch mit der S5-TMD des
Porenmotivs verbunden sind. Eine ahnliche Beobachtung wurde im humanen HCN1-Kanal
gemacht (HSHCN1, Lee & MacKinnon 2017). Obwohl HCN1 kaum durch Bindung von cAMP
moduliert wird (2-4 mV zu weniger negativen Potentialen, Wang et al., 2001), zeigt die
Struktur einen Unterschied in der Stellung der aA‘-Helix des C-linkers zur S4- und S5-TMD
in Ab- und Anwesenheit von cAMP (Lee & MacKinnon, 2017). Es wird vermutet, dass die

Anwesenheit von cAMP die Bewegung der VSD erleichtert. Mdglicherweise agiert ein
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C-linker, oder eine C-linker-ahnliche Struktur zwischen der CNBD und der VSD bei
SpSLCICL1 ahnlich.

Na*
H
nicht nicht
beweglich zuganglich aullen geodffnet innen gedffnet aullen geoffnet
— W
AV—> NRLIiRE / WL W

inaktiv aktiv

Abbildung 4-3: Schema des alternating-access-Modells bei SpSLC9CL: Im inaktiven Zustand ist entweder die
Bewegung der mobilen Segmente der NHE-Doméne von SpSLC9C1 nicht mdglich, oder die Bindung des
Substrats ist blockiert (mdglich ist ein physikalisches gate oder eine niedrige Substrataffinitat). Ein
Spannungssprung (AVm) startet den Na*/H*-Austausch (aktiv). Im alternating-access-Modell ermdglicht die
Substratbindung den Ubergang vom ,,nach auflen-,, in den ,nach innen gedffneten Zustand* oder vice versa

(Jardetzky, 1966).

In Kapitel 4.1.1 wurden die mdglichen mobilen Segmente (TMD VI, VII und XIII) von
SpSLCIC1 besprochen, die im alternating-access-Modell den Na*/H*-Austausch ermdglichen.
Wie konnte die VSD diesen Na*/H*-Austauschmechanismus regulieren? Eine Moglichkeit ist,
dass die VSD im depolarisierten Zustand die Bewegung der mobilen Segmente inhibiert
(Abbildung 4-3, ,,nicht beweglich®). Alternativ kann die Substratbindestelle selbst blockiert
sein (Abbildung 4-3, ,nicht zugénglich®). Unter anderem kann eine physikalische Barriere
(gate) oder eine niedrige Substrataffinitat diesen Zustand erklaren. Ein Spannungssprung zu
negativeren Potentialen (AVm) aktiviert den Na*/H*-Austausch durch Entfernung der Barriere
bzw. Anstieg der Affinitat oder durch Disinhibition des alternating access-Mechanismus
(Abbildung 4-3, ,,aktiv*).

Ein hypothetisches Modell beschreibt die einzelnen Zustande im Na*/H*-Transportzyklus
(Abbildung 4-4, Calinescu et al., 2014). An diesem Modell kann verdeutlicht werden, in
welchem Zustand die VSD den Na*/H*-Austausch regulieren konnte. CIS* bzw. C5est stellen

den inaktiven Zustand in der nach innen- bzw. nach auRen gedffneten Konformation dar. Dabei
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liegt kein lon gebunden vor. In Abbildung 4-3 ist dieser Zeitpunkt als ,,nicht zuginglich*
dargestellt. Hyperpolarisation entfernt die Barriere oder erhéht die Affinitat und versetzt den

Na*/H*-Austauscher in den C;- bzw. den C,.-Zustand. Jetzt ist SpSLCIC1 in der Lage entweder
Na* oder H* im jeweils nach innen- (CiNal+ bzw. CiHJ') oder nach aulRen get6ffneten Zustand
(Cl;Ial+ bzw. C§+) zu binden. Die Kp-Werte fiir SpSLC9CL1 sind nicht bekannt und kénnten in
zukiinftigen Untersuchungen bestimmt werden. Zum Vergleich: die Kp-Werte fiir Na*-lonen
von MjNhaP1, EcNhaA und PaNhaP liegen bei 0,84, 0,2 und 0,5 mM (Paulino et al., 2014;
Taglicht et al., 1991; Wohlert et al., 2014).

rest
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H+ <[5 Nat auBen gedffnet
C e e G = "
e H+ e Na+ e
KD.Vm KD,Vm
e N Konformations-
P | s >|| < 3
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H+ '~ Nat innen gedffnet
i E
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Abbildung 4-4: Kinetisches Modell eines Transportzyklus: Abgeleitet aus Calinescu et al., 2014.

Bei der sterischen Inhibition der mobilen Segmente (,,nicht beweglich* in Abbildung 4-3) ist
das lon zwar gebunden, aber es findet kein Ubergang von der nach auRen- in die nach innen
geodffnete Konformation, oder vice versa, statt. Hyperpolarisation entfernt die Inhibition und
ermoglicht den Na*/H™-Austausch. Untersuchungen aus SLC9AL zeigen, dass eine sterische
Blockade den Na*/H*-Austausch regulieren kann. So wird HsSLC9A1 allosterisch durch das
Ca?*-Bindeprotein Calmodulin inhibiert, das bei Ca?*-Bindung dissoziiert und den
Na*/H*-Austausch startet (Koster et al., 2011). Die SpSLC9C1-VSD koénnte hier ahnlich
agieren. Zusammenfassend besitzt die Regulation von SpSLC9C1 groRe Ahnlichkeit zu der

von HCN-Kanélen. Erkenntnisse aus strukturellen Untersuchungen dieser Kandle geben
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Hinweise auf mogliche Interaktionsmechanismen zwischen Austauscherdomane, VSD und
CNBD in SpSLC9C1.

lonentransporter und Kanale werden in der Biologie als unterschiedliche Entitéten betrachtet.
Gadsby definiert ein Hauptmerkmal, welches Transporter von Kandlen unterscheidet; im
lonenkanal, aber nicht im Transporter hat das lon simultan von beiden Seiten der Membran
Zugang zur Pore bzw. Bindestelle (Gadsby 2009). Als Konsequenz ist es dem Transporter, aber
nicht dem Kanal mdglich, lonen oder Substrate gegen den Konzentrationsgradienten zu
transportieren. Diese Definition fiihrte dazu, dass Proteine wie der Harnstofftransporter oder
der Furamat-Transporter, die bis dato als Transporter galten, nun als Kanal klassifiziert werden
(Levin et al., 2009; Wang et al., 2009). Die Grenze zwischen lonenkanélen und Transportern
verschwimmt bei der Betrachtung von CLC-Proteinen (Miller 2006). Diese Proteinfamilie wird
in zwei Klassen unterteilt: Chlorid- (CI") Kanale und Cl-/H*-Austauscher (2 CI : 1 H*, Miller
& White 1984; Jentsch et al., 1990; Accardi & Miller 2004; Scheel et al., 2005). Park und
Kollegen fanden 2016 heraus, dass eine loop-Doméne in den sonst homologen CLC-Proteinen
den Unterschied zwischen einem lonenkanal und einem Austauscher ausmacht (Park et al.,
2016). Der Eindruck, dass die Evolution bei SpSLC9CL1 in Anlehnung an Viktor Frankenstein
agiert hat, verschwindet dabei. SpSLCOC1 stellt keine Kuriositat dar, sondern bestéarkt die
Hypothese, dass lonenkanéle und lonentransporter phylogenetisch ndher zusammenliegen als
bisher angenommen (Accardi & Miller, 2004; Miller, 2006; Levin, Quick & Zhou, 2009; Shi,
2013). Dadurch zeichnet sich eine zusatzliche Rolle von Na/H*-Austauschern ab. Bisher
bekannte Mitglieder der SLC9-Familie dienen hauptsachlich der Zell-Homdostase. Im
Gegensatz dazu ermdéglicht SpSLCOCL1 uber Regulation durch AV und cAMP eine schnelle
Alkalisation in Folge eines chemotaktischen Stimulus. Es stellt dadurch eher ein Signal- als ein
Homoostasemolekil dar. Im zweiten Kapitel dieser Diskussion geht es um die physiologische
Rolle von SpSLC9C1.
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4.2 Physiologie
Im Rahmen dieser Arbeit konnte ich den molekularen Mechanismus der Alkalisierung von
Seeigelspermien im chemotaktischen Signalweg entschlisseln. Die chemotaktische Navigation
beruht auf der hochkontrollierten Regulation von [Ca?*]i durch den CatSper-Ca?*-Kanal
(Seifert et al., 2014). Rezeptor-GC, CNGK und SpIH (bersetzen auf- und absteigende
Lockstoffkonzentrationen in ein Spannungssignal, das den CatSper-Kanal in Abhéngkeit der
Schwimmbahn im Gradienten 6ffnet oder schliet (Pichlo et al., 2014; Bénigk et al., 2009;
Alvarez et al., 2012; Seifert et al., 2014; Jikeli et al., 2015). Eine Voraussetzung fir die
erfolgreiche Navigation ist eine schnelle Alkaliserung, die wéhrend der Stimulation mit dem
Lockstoff erfolgt. SpSLCICL1 als Signalmolekul ermdglicht diese Alkalisierung durch die
Regulation iiber AVm und cAMP innerhalb kirzester Zeit (200-300 ms bei 1 nM Speract,
Abbildung 3-27¢) um etwa 0,2 pH-Einheiten (Seifert et al., 2014). Dieser schnelle pHi-Anstieg
kann unter anderem durch eine hohe Effektivitit oder eine groRBe Anzahl von SpSLC9C1-
Molekilen in der Membran des Spermiums gewéhrleistet werden. Die Effektivitat von
Austauschern ist durch ihre Umsatzrate definiert (Transportzyklus/min). Sie konnte fir alle
strukturell aufgeklarten Na*/H*-Austauscher bestimmt werden: EcNhaA = 10%/min,
TtNapA = 100/min, MjNhaP1 =100/min und PaNhaP =~4/min (Taglicht, Padan &
Schuldiner, 1991; Furrer et al., 2007; Paulino et al., 2014; Wohlert, Kuhlbrandt & Yildiz,
2014). Fur SpSLCOC1 ist die Umsatzrate nicht bekannt. Man konnte die Umsatzrate
bestimmen, indem man im heterologen System zunachst die pH-Anderungen uber das
Zellvolumen und die Pufferkapazitat versucht zu quantifizieren (Alekov & Fahlke, 2009), so
dass man fiir die jeweilige Zelle die absolute Zahl an Protonen, die von SLC9C1-Molekilen
transportiert werden, kennt. Dann lieBe sich uber die GroRe der Gating-Strome eine
Abschatzung Uber die Anzahl an SpSLC9C1-Molekile in der Zelle treffen und dann die
Umsatzrate fir ein einzelnes SpSLC9C1-Molekil abschédtzen. Analog dazu kann die
Umsatzrate im Seeigelspermium bestimmt werden. Vor kurzem wurde durch quantitative
Massenspektroskopie die Anzahl einiger wichtiger Proteine im Seeigelspermium von
A. punctulata bestimmt (personliche Kommunikation R. Seifert & C. Trotschel). Dabei zeigte
sich, dass SLC9C1 mit 71.000 Proteinen pro Spermium eine relativ hohe Dichte hat (circa
2000 Austauscher/um? bei einer Oberflache von 35 pm?, Pichlo et al., 2014). Im Vergleich,
die Rezeptor-GC, das haufigste Protein im Seeigelspermium, hat eine Dichte von 9500/pum?
(Pichlo et al., 2014; Dangott et al., 1989). Rhodopsin in Photorezeptoren hat die héchste Dichte
mit 26.000-45.000 Molekiilen pro pm? (Fotiadis et al., 2003; Gunkel et al., 2015). Nach
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Ermittlung von Zellvolumen und Pufferkapazitat konnte die Umsatzrate nach Stimulation mit
dem Lockstoff unter Einsatz der pHnu-Methode (Eisner, Kenning & O’Neill, 1989, Kapitel

2.6) bestimmt werden.

4.2.1 Die losliche Adenylatzyklase
Im Gegensatz zu cGMP ist die Rolle von cAMP in Seeigelspermien weniger gut verstanden.
Ein Zielprotein von cAMP ist der S. purpuratus SpIH-Kanal. SpIH ist sehr sensitiv fir cAMP
(Ky2 = 0,74 uM): es erhoht die Offenwahrscheinlichkeit wahrend der Hyperpolarisation und
es beseitigt einen Inaktivierungsmechanismus (Gauss et al., 1998). Der SplH-Kanal
depolarisiert das Seeigelspermium nach der Speract-vermittelten Hyperpolarisation und
unterstiitzt dadurch die Aktivierung des CatSper-Ca?*-Kanals. Im Rahmen dieser Arbeit konnte
ich eine weitere Rolle von cAMP im chemotaktischen Signalweg demonstrieren. Die Bindung
von cAMP an die CNBD von SpSLC9C1 verschiebt den V12-Wert der Aktivierung um ca.
15mV zu weniger negativen Werten, was die Aktivitit bei physiologischen
Membranspannungen erhoéht. Beide Zielproteine fiir cAMP, SplH und SpSLC9C1,
kooperieren, um den CatSper-Kanal zu 0ffnen und die chemotaktische Navigation zu

ermoglichen.

Wie wird die cAMP-Konzentration reguliert? Zustandig fir die cCAMP-Synthese in Spermien
ist die losliche Adenylatzyclase (SAC, Bookbinder et al., 1990). Im Vergleich zur
cGMP-Synthese findet die Synthese von cAMP zeitlich verzogert statt (Kaupp et al., 2003).
Losliche ACs sind in fast allen Zellen vertreten und werden normalerweise durch Ca?*-lonen
und Bikarbonat stimuliert (Chen et al., 2000; Jaiswal & Conti, 2003; Steegborn et al., 2005;
Kleinboelting et al., 2014). In Seeigelspermien ist die CAMP-Synthese aber moglicherweise
unabhéngig von der Ca?*-Konzentration (Nomura et al., 2005). Auch Bikarbonat scheint die
Aktivitat der SAC in Seeigelspermien nicht zu steuern (persénliche Kommunikation H. G.
Kdrschen). Beltran, sowie Cook und Babcock vermuten, dass die SAC im Seeigel durch
Anderungen der Mambranspannung aktiviert wird und auBerdem pHi - abhéngig ist (Cook &
Babcock, 1993; Beltran, Zapata & Darszon, 1996). Wie kann ein ldsliches Protein
spannungsabhéngig sein? Nomura und Kollegen haben 2006 gezeigt, dass in S. purpuratus
Spermien die SAC mit SLC9C1 assoziiert ist (Nomura & Vacquier, 2006). Man konnte sich
vorstellen, dass die spannungsabhéngige Konformationsanderung der SpSLC9C1-VSD auf die

assoziierte SAC ubertragen wird und so zur Aktivierung fuhrt (Abbildung 4-5, S4-Bewegung,
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weiller Pfeil). Ebenfalls mdglich ist die indirekte Aktivierung der SAC durch
SpSLCIC1-vermittelte Alkalisierung (Abbildung 4-5, ApH; schwarzer Pfeil).

Speract

Hyper-
polarisation

v

Navigation

Abbildung 4-5: Mdgliche sAC-Regulierung durch SpSLC9C1: Unter depolarisierten Bedingungen sind
sowohl SpSLCIC1 als auch sAC inaktiv. Eine Hyperpolarisation aktiviert die SAC entweder durch Ubertragung
der Konformationsédnderungen in der VSD (weiR-gepunkteter Pfeil) oder durch die SpSLC9C1-vermittelte
Alkalisierung (ApHi, schwarz-gepunkteter Pfeil).

Beide Mechanismen resultieren in der cCAMP-Synthese. Zyklisches AMP bindet, neben der
SpIH-CNBD, an die SpSLC9C1-CNBD wund erleichtert die Aktivierung des
Na*/H*-Austauschs wahrend der Hyperpolarisation durch positive Rickkopplung. Diese
Rickkopplung kénnte helfen, den Spermien schon bei geringen Lockstoffkonzentrationen die

chemotaktische Navigation zu ermdglichen.

Zukinftige Experimente mussen die Frage nach der SAC-Regulation durch den pH; oder die
Membranspannung beantworten. Hier kodnnte die inaktive SpSLC9C1-R399A-Mutante
hilfreich sein. Diese Mutante hatte normale Gating-Stréme, transportierte aber keine H™-lonen
mehr (Abbildung 3-13). Exprimiert man die SAC zusammen mit SpSLC9C1-R399A sowie
einem CcAMP-Sensor (Mukherjee, Jansen & Jikeli et al., 2016), konnte in der
Einzelzell-Fluorimetrie untersucht werden, ob ein hyperpolarisierender Spannungssprung die
CAMP-Synthese startet. Dies ware ein vollig neuer Aktivierungsmechanismus fir die I6sliche
AC.
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4.2.2 SLCICL1 in S4ugetieren

Bisherige Versuche SLC9C1 aus Saugetieren funktionell zu exprimieren sind gescheitert. Das
mag zum einen daran liegen, dass der SLC9C1-Klon, so wie er von Wang und Kollegen 2003
und 2007 beschrieben wurde, am N-Terminus unvollstandig ist; ihm fehlt das erste
transmembranale Segment (Abbildung 4-6, Wang et al., 2003; Wang et al., 2007).

MmSLCOC1 (1) MEMEEISENLTASHSIKLTNWLELLKSVFLSTP*&BLKD 60

MESLCOCL (2) ==mmmmmmmm e e e e e e e e ] MHLKD 5

F Iy 120
MmSLCOC1 (2) F Iy 65

MmSLCOC1l (1)

Abbildung 4-6: Der 2003 verdffentlichte SLC9C1 aus der Maus (MmSLC9C1) ist unvollstandig:
Gegenuberstellung der vollstdindigen Aminoséurensequenz (1) von MmSLCO9C1 (Oduru et al., 2003,
NCBI-Referenz NP_932774.3) und MmSLC9C1 aus den Arbeiten von Wang und Kollegen 2003 und 2007 (2,
Wang et al., 2003; Wang et al., 2007, NCBI-Referenz NP_932774.2).

Es konnte aber auch sein, dass in Saugetieren SLC9C1 keinen Na*/H-Austausch vermittelt,
sondern andere Substrate transportiert. Das ware nicht tberraschend, weil viele Signalmolekdle
in Spermien, obwohl sie auf den ersten Blick &hnlich aussehen und charakterisitische
Sequenzmotive aufweisen, in verschiedenen Spezies ganz unterschiedliche Eigenschaften
besitzen oder Funktionen tbernehmen (Kaupp & Striinker, 2016). Beispiele hierfur sind der
CNGK-Kanal im Zebrafisch (D. rerio, DrCNGK) oder die CatSper-Kandle aus Mensch
(HsCatSper) und Maus (MmCatSper). Der Seeigel-CNGK ist extrem sensitiv fir cGMP
(Bonigk et al., 2009), wahrend DrCNGK trotz voll ausgebildeter CNBDs nicht durch zykische
Nukleotide sondern durch pHi-Anderungen reguliert wird (Fechner et al., 2015). HsCatSper ist
ein polymodaler Sensor und kann durch das weibliche Geschlechtshormon Progesteron
aktiviert werden (Striinker et al., 2011; Brenker et al., 2012; Lishko et al., 2012), welches
maoglicherweise als Lockstoff fir die Navigation des Spermiums dient. Demgegenuber wird

MmCatSper nicht durch Progesteron aktiviert.
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[MjNhaP1] AATDPATLIPVFSRVRTNPEVAITLEAESIFNDPLGIVSTSVILGLFGLFSS 180
[Seeigel] SATDPVAVVALLKDLGASKQLGTIIEGESLLNDGCAIVIFNVFMKMVEFFPQL 257
[Maus] ISSDPMLTSASIRDLGLSRSLTNLINGESLLTSVLSLVIYSGVVHIRFKSKS 218
[Mensch] VSSDPMLTAAAIRDLGLSRSLISLINGESLMTSVISLITFTSIMDEFDQRLQS 198
[Rind] VSLDPMLTSSAIKDLGLSRSLVSLINGESLMTSVMSLITFTVIVNIDLSLHK 264
[Katze] MSSDPMLTAAAIRDLGLSRSLTNLINGESLMTSIMSLIMFNSIEDINGNLQK 219
[Mausmakis] ASSDPMLTATAIRDLGLSRSLSNLIIGESLVISVISLLMFSTIMDINKRRQS 218
[Antilope] VSLDPMLTSSAIKDLGLSRSLVSLINGESLMTSVMSLITFTVIVNIDLSLHK 248
[Delphin] VSSDPMLTSSSIKDLGLSRGLVNLINGESLMTSIVSLIVFTSIMDINFGLQK 217

Abbildung 4-7: Sequenzvergleich der Substratbindestelle zwischen MjNhaP1 und SLC9C1 aus
verschiedenen Spezies: In Sdugern ist das charakteristische Asn/Asp-Motiv durch ein Thr/Ser ersetzt (griner
Kasten). Maus (Mus musculus), Mensch (Homo sapiens), Rind (B. indicus), Katze (Felis catus), Mausmakis
(Microcebus murinus), Antilope (Pantholops hodgonii) und Delphin (Tursiops truncatus). Rot markierte

Aminosauren sind Bestandteil der Na*-Bindestelle.

Sequenzvergleiche zwischen SpSLC9C1 und seinen Orthologen in Sdugetieren zeigen
charakteristische Unterschiede in wichtigen Aminosauren der NHE-Doméane (Abbildung 4-7,
rote Aminosauren). Ein wichtiges Asn/Asp-Motiv in der Substratbindestelle von Austauschern
(Paulino et al., 2014; Wéhlert, Kiihlbrandt & Yildiz, 2014) ist sowohl in der Maus als auch im
Menschen durch ein Thr/Ser ersetzt. Abbildung 4-7 zeigt die Bindestelle von SLC9C1 aus neun
verschiedenen Spezies, sowie den MjNhaPl. Das Thr/Ser-Motiv ist in allen gezeigten
Saugerspezies konserviert (Abbildung 4-7, griner Kasten). Eventuell ermdoglicht der
MmSLC9C1 oder insbesondere das Thr/Ser-Motiv den Transport eines anderen Substrats. Eine
Doppelmutante in SpSLCIC1, in der das Asn/Asp-Motiv durch ein Thr/Ser ersetzt ist, liegt vor
und vorlaufige Untersuchungen deuten an, dass eine Spannunganderung keinen
Na*/H*-Austausch in dieser Mutante bewirkt. Kiinftige Untersuchungen missen sich dieser
spannenden Frage widmen. Auch die regulatorischen Domanen (VSD & CNBD) der S&ugetier
SLCOC1-Proteine zeigen Unterschiede zum Seeigel-SLC9C1. Auffallig ist die deutlich
geringere Zahl an positiven Ladungen im S4 Segment der VSD (Abbildung 4-8) und auch in
der CNBD sind einige Schliisselstellen mit anderen Aminoséuren besetzt (Abbildung 4-9).
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+ + + + + + +

[Seeigel] NLSSIKVVKLFRLLRGLEMLRLTKALIPK 820
[Maus] NFDLTETVVFMNVIRLLRILRILKLVTPK 749
[Mensch] IFNETEVIVFIKVVQFFRILRIFKLIAPK 681
[Rind] IFDLVQIVIIMKIVRFLRILRILKLVTPR 747
[Elefant] NFTVIKTMVFLKIVRLLRLLRILKLVTPK 748
[Katze] TFEFIQTVIFFKIVRFFRILRILKLITPK 748
[Mausmakis] NIDLIQTLVFIKLVQLLRLLRIFKLITPK 747
[Antilope] IFDLVQTAIIMKVVRFLRILRILKLVTPR 879
[Delphin] TFDLIQTVAFIKVVRFLRVLRILKLVTPK 747
CiVSP ADGLGRLVVLARLLRVVRLARIFYSHOOM 240

Abbildung 4-8: Sequenzvergleich der VSD-S4-TMD: Dargestellt sind die VSDs aus SpSLC9C1, CiVSP und
verschiedenen S&ugerspezies; positiv geladenen Aminosauren sind blau markiert (Lys und Arg); Maus
(Mus musculus), Mensch (Homos sapiens), Rind (Bosindicus), Katze (Feliscatus), Mausmakis

(Microcebus murinus), Antilope (Pantholops hodgonii) und Delphin (Tursiops truncatus).

- H m —

3
SpSLC9C1 KLIDFIKARASLLHFDYGEVIVREGDESDGLFLIVSGL GKSAFLDHDNPPVT--AGSEENEVFED

HsSLC9C1 DYINFIQEKAKVVTFDCGNDIFEEGDEPKGIYIIIS KSKPGLGIDQMVE-SKEKDFPIIDTD -SGE
MmSLCO9C1 EAITFIQEKAKVVTFDCGNNIFEEGDEPEGIYVIIS SKPHLEMERVSAESE-IKIHPLPHTE SGE
MmHCN2 NFVTAMLTKLKFEVFQPGDYIIREGTIGKKMYFIQHGVV. Wi et e C X X GNK--. SDGS
bCNGA1 GLLVELVLKLQPQVYSPGDYICKKGDIGREMYIIKE TR e o e e s 5 e DGITQ SDGS
CeTAX4 GLLAELVLKLQLQVFSPGDFICKKGDIGREMYIVKRGRL ) B Lt el ot o ) DGKKVFVTLQEGS
- ) B 1) W) ST

SpSLCOC1 VI KKPINATVTCETTVQVYFITAEDMNIAIDTFTLYPSLEYRLWRWAI'IATPLIMEQMAFQ =
HsSLCOC1 II NEPMKYSATCKTVVETC-FIPKTHLYDAFEQC-SPLIKQKMWLKLGLAITARKIREHLSYE
MmSLC9C1 IIGELNCLT------ K—mYSATCKTVVETYFIPI SHLYEGFEKR-CPNMKHKMWQKIGLAITAQKIREHLSFE -
MmHCN2 Y. ICLLT------ SVRADTYCRL- -YSLSVDNF—NEVLEEYPMMRRAFETVAID‘LDRI GKKN-----
bCNGA1 YﬁIS ILNIKGSKA IKSIGYS-DLFCLSKDD--LMEALTEYPDAKGMLEEKGKQI me -----
CeTAX4 A% LD-----

LSILNIAGSKNG SVGYT-DLFVLSKTD--LWNALREYPDARKLLLAKGREIL
A

1040
901
970
578
540
556

1110
969
1038
640
608
624

Abbildung 4-9: Sequenzvergleich der CNBD: Gezeigt sind die CNBDs von SLC9C1 aus S. purpuratus
(SpSLCIC1), Mensch (HsSLCICL1), Maus (MmSLC9C1) mit der CNBD aus MmMHCN2, bCNGA1 und CeTAXA4.
Hs- und MmSLC9C1 fehlt das Tyr/Pro-Scharnier (schwarzer Pfeil) und die in Kapitel 4.1.3 diskutierten Arg- und
Asp-Reste (graue Pfeile). Ein wichtiges Arg in der PBC findet sich in MmSLC9C1, aber nicht in HsSLC9C1.
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