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Kurzzusammenfassung

Das Eizell-Peptid Resact wirkt chemotaktisch auf Spermien des Seeigels Arbacia punctulata.
Resact bindet an eine membranstindige Rezeptor-Guanylylzyklase auf dem
Spermienflagellum und aktiviert so eine Signalkaskade. Dies fiihrt dazu, dass in dem
Spermium u.a. die cGMP-/cAMP-Konzentration, die Ca’*-Konzentration, sowie der pH-Wert
ansteigen. Die zeitliche Abfolge und damit die kausalen Zusammenhinge der einzelnen
physiologischen Reaktionen waren bisher unbekannt. Aus diesem Grund verwendete ich die
Quenched-Flow- und die Stopped-Flow-Methode um die einzelnen Reaktionen zeitlich
aufgelost — d.h. im Millisekunden-Malistab — zu messen. Durch diese Methoden war es
erstmals moglich die zeitliche Abfolge der einzelnen Reaktionen zu bestimmen.

Die Messungen zeigen, dass hohe Resact-Konzentrationen einen extrem schnellen und grofien
Anstieg der cGMP-Konzentration induzieren. Die cGMP-Konzentration steigt innerhalb der
ersten 25 ms an und erreicht ihren halbmaximalen Wert schon nach ca. 200 ms. Wahrend
schon picomolare Resact-Konzentrationen einen Anstieg der cGMP-Konzentration ausldsen,
steigt die cAMP-Konzentration erst bei nanomolaren Resact-Konzentrationen an. Der cAMP-
Anstieg ist, verglichen mit dem cGMP-Anstieg, wesentlich kleiner und langsamer.

Ungefihr 250 ms nach der Resact-Stimulation beginnt der Ca®"-Einstrom. Dieser besteht aus
einem ,,frithen” und einem ,,spaten® Ca2+-Signal. Das frithe Ca2+-Sign1a kann schon durch
einzelne Resact-Molekiile ausgeldst werden. Im Gegenteil zum spéten Ca”'-Signal, findet das
frihe Ca®"-Signal zeitgleich mit der Resact-induzierten Anderung der Schwimmverhaltens
statt. Das friithe Ca®’-Signal stellt daher die zentrale Reaktion in der Resact-induzierten
Signalkaskade dar. Experimente mit caged-cGMP bzw. caged-cAMP zeigen, dass das frithe
Ca”"-Signal durch den cGMP-Anstieg ausgelost wird: Der cGMP-induzierte Ca®"-Einstrom ist
dem frithen Ca®’-Signal sehr dhnlich, der cAMP-induzierte Ca**-Einstrom nicht. Sowohl das
spate Ca2+-Signal als auch der cAMP-Anstieg werden nur durch hohe Resact-Konzentrationen
ausgeldst und sind — zumindest in Gegenwart von IBMX — langsamer als das frilhe Ca*'-
Signal. Dies deutet darauf hin, dass der cAMP-Anstieg den spiten Ca*"-Einstrom ausldst. An
Hand der lag-Zeit des Ca**-Einstroms konnte man erkennen, dass weder cGMP noch cAMP
direkt einen Ca’"-Kanal 6ffnen. Uber welchen Mechanismus der Ca®"-Einstrom erfolgt, ist
unbekannt.

Das pH-Signal reagiert, wie das Ca*'-Signal, auf Resact-Konzentrationen iiber mehr als 6
GroBenordnungen. Die lag-Zeit des pH-Signals ist nur bei hohen Resact-Konzentrationen

kiirzer als die des Ca**-Signals. Bei niedrigen Resact-Konzentrationen beginnt das pH-Signal



nach dem frithen Ca**-Einstrom. Dieses Ergebnis zeigt, dass der pH-Anstieg nicht den Ca*'-
Einstrom aktiviert.

Des Weiteren wurde mit der Quenched-Flow-Methode gezeigt, dass das Eizellpeptid
Asterosap in Asterias amurensis-Spermien einen extrem schnellen und groflen Anstieg der
cGMP-Konzentration auslost, wdhrend es zu keinem cAMP-Anstieg kommt. Diese
Messungen unterstiitzen andere Messungen, die zeigten, dass der Rezeptor fiir Asterosap —

wie der Resact-Rezeptor — eine GC ist.



Abstract

The egg-petide resact induces a chemotactical response of sperm from sea urchin Arbacia
punctulata. By bindig to a receptor-guanylylcyclase on the flagellar membrane resact
activates a signaling-cascade. This leads to an increase in cGMP-/cAMP-concentration, Ca**-
concentration an pH. The sequence and thereby the causal relations of the single physiological
reactions were unkown before. In order to reveal the sequence of the signaling events I have
established two methods which allowed time-resolved measurements (e.g. in millisecond
time-scale) of the physiological reactions. The quenched-flow-method was used to detect the
time-course of the cGMP-/cAMP-concentration. Therefore it was combined with ¢cGMP-
/cAMP-sensitive Radioimmunoassays. The stopped-flow-method was used to record the time-
course of the Ca’’- or pH-sensitive fluorescence-indicators. Both methods enabled me to
measure for the first time the sequence of the physiological reactions.

The measurements showed, that resact induces a fast and high increase of the cGMP-
concentration. The ¢cGMP-concentration starts rising within the first 25 ms and reaches its
half-maximal concentration within 200 ms. A cGMP-increase is already induced at picomolar
resact-concentrations whereas a cAMP-increase is only induced by nanomolar resact-
concentrations. Furthermore the cAMP-increase is slighter and slower compared to the
cGMP-increase.

Arround 250 ms after the stimulation with resact the Ca*-concentration increases. This Ca*'-
signal can be devided in an ,.early and a ,,late Ca*'-signal. While the early Ca*"-signal can
be already triggered by single resact-molecules the late Ca**-signal is less sensitive to the egg-
petide. The early Ca®*-signal is either directly or through other signaling events triggered by
cGMP. The cAMP-increase is — at least in the presence of the PDE-inhibitor IBMX — slower
than the late Ca®"-signal. Therby cAMP could only trigger the late Ca®"-signal. In contrast to
the late Ca”"-signal the early Ca®'-signal is induced at the same time as the resact-induced
change of the swimming-behavior. Thus the early Ca*"-signal represents the crucial reaction
in the resact-induced signaling-cascade.

Like the early Ca’"-signal, the pH responds to resact-concentrations over more than 6 orders
of magnitude. The delay of the pH-change is only at high resact-concentrations faster than the
delay of the Ca®"-signal. At low resact-concentrations the pH increases after the Ca”'-
concentration. Contrary to other publications, this results shows that the pH-increase does not

trigger the Ca"-increase.



Quenched-flow-meassurements on sperm of the starfish Asterias amurensis showed that the
egg-peptide asterosap induces an extremly fast and high cGMP-increase, whereas no change
in cAMP-concentration can be measured. These results supports the ideas that the receptor of
asterosap is — like the resact-receptor — a guanylylcyclase and that cAMP seems to be

unimportant for fast chemotactical responses.
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1 Einleitung
1.1  Stadien der Eizellbefruchtung

Ein neuer Organismus entsteht bei hoheren Lebewesen aus der Vereinigung von Spermium
und Eizelle. Die Eibefruchtung setzt eine Reihe spezifischer Wechselwirkungen zwischen

Spermium und Eizelle voraus (Abb. 1.1).

Chergaxis Bindung an die
Chemokinesis extrazellulare Matrix

L

® ®

Membran Akrosomale
-fusion Exozytose
Hyperaktivierung

®

Durchdringung der
extrazellularen Matrix

Abb. 1.1: Stadien der Eibefruchtung. Dargestellt sind die verschiedenen Interaktionen zwischen Spermium

und Eizelle (Einzelheiten siche Text).

Zunéchst ,,kommunizieren® Eizelle und Spermium miteinander mit Hilfe von Faktoren, die
die FEizelle freisetzt (zur Ubersicht: Harper, 1994). Diese Faktoren steuern das
Schwimmverhalten der Spermien: sie kontrollieren sowohl die Richtung, in die das Spermium
schwimmt (Chemotaxis), als auch die Schwimmgeschwindigkeit (Chemokinesis). Chemotaxis
ist fiir Spermien von marinen Invertebraten gut belegt (Cosson, 1990). In den vergangenen
Jahren hdufen sich auch die Hinweise auf chemotaktisch wirksame Faktoren bei Siuger-
Spermien (Villanueva-Diaz et al., 1990, 1992; Ralt et al, 1991, 1994; Cohen-Dayag et al.,
1994, 1995; Giojalas et al., 1998; Oliveira et al, 1999; Olson et al., 2001). Nachdem das
Spermium die Eizelle erreicht hat, bindet es an deren extrazelluldre Glykoproteinmatrix. Nach

der Bindung erfolgt die akrosomale Exozytose, die grole Mengen verschiedener Proteasen



und anderer hydrolytisch aktiver Enzyme freisetzt. Diese Enzyme helfen dem Spermium,
gemeinsam  mit einer  gesteigerten  Schlagfrequenz ~ des  Spermienschwanzes
(Hyperaktivierung), die Glykoproteinmatrix zu durchdringen. In einem weiteren Schritt
verschmelzen die Plasmamembranen von Spermium und Eizelle und schlieBlich fusionieren
die beiden Zellkerne. Im Rahmen dieser Doktorarbeit beschéftigte ich mich mit den
Mechanismen, die das chemotaktische Schwimmverhalten von Seeigel- und Seestern-

Spermien steuern.

1.2 Chemotaxis von Seeigel-Spermien

Anfang des letzten Jahrhunderts beobachtete Lillie (1913), dass wasserlosliche Stoffe, die von
der Eizelle stammen, das Bewegungsmuster von Seeigel-Spermien verdndern. Bis heute sind
mehr als 70 verschiedene Eizellstoffe bekannt, vornehmlich von Seeigeln und Seesternen
(Suzuki, 1995). Diese Eizellstoffe wurden als Peptide identifiziert, die artspezifisch wirken
(Hansbrough & Garbers, 1981a; Suzuki et al., 1981, 1995). Binden die SAPs (sperm
activating peptides) an einen spezifischen Rezeptor, so losen sie verschiedene zelluldre
Reaktionen aus (Abb. 1.2). Sowohl die cGMP- und cAMP-Konzentration als auch der pH-
Wert steigen an. Es kommt zu einem K'-Ausstrom und zu einem Ca”>"-Einstrom, wodurch
sich das Membranpotential &ndert. Aulerdem werden Proteine phosphoryliert und
dephosphoryliert. Diese zellularen Reaktionen steuern nicht nur Chemotaxis und Motilitét der

Spermien, sondern auch Zellatmung und akrosomale Exozytose (Abb. 1.2).
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Abb. 1.2: Effekte von SAPs. Bindet ein SAP (sperm activating peptide) an seinen Rezeptor so wird ein
Signalweg aktiviert. Die cGMP- und cAMP-Konzentration sowie der pH-Wert steigen an. Ebenfalls verdndert
sich der Phosphorylierungszustand bestimmter Proteine. Des Weiteren wird ein K'-Kanal gedffnet, was die Zelle
hyperpolarisiert. Die Offnung von Ca’*’-Kanilen fiihrt zu einem Ca’’-Einstrom und somit zu einer
Depolarisation. Die zelluldiren Reaktionen steuern nicht nur Chemotaxis und Motilitdt der Spermien, sondern

auch Zellatmung und akrosomale Exozytose.

Die SAPs unterscheiden sich in GroBe und Struktur (zur Ubersicht siehe Suzuki, 1995).
Beispielsweise sind Resact und Speract kurze Peptide der Seeigel-Arten Arbacia punctulata
bzw. Strongylocentrotus purpuratus (Suzuki et al., 1981; Garbers et al., 1982; Suzuki et al.,
1984). Wihrend Speract eine lineare Struktur aufweist, bildet Resact mit Hilfe einer
intramolekularen Disulfid-Briicke eine zirkuldre Struktur aus. Dagegen ist Asterosap, das
SAP des Seesterns Asterias amurensis, gro3er als die beiden Peptide der Seeigel, weist jedoch
dhnlich wie Resact eine zirkulire Struktur auf (Yoshino et al., 1991; Nishigaki et al., 1996).
Fir Asterosap konnte nachgewiesen werden, dass es sowohl die
Schwimmgeschwindigkeit der Spermien erhoht als auch dass es die akrosomale Exozytose
fordert (Nishigaki et al., 1996). Eine chemotaktische Wirkung konnte bisher nicht gezeigt
werden. Auch ist nichts liber den Asterosap-aktivierten Signalweg bekannt. AM besten
untersucht sind die Resact- und Speract-aktivierten Signalwege. Allerdings konnte bisher nur
fiir Resact eine chemotaktische Wirksamkeit auf Spermien zweifelsfrei nachgewiesen werden
(Ward et al., 1985a), wéhrend fiir Speract bisher nur unter bestimmten in vitro Bedingungen

gezeigt wurde, dass es das Bewegungsmuster verdndert (Cook et al., 1994). Des Weiteren soll



Speract jedoch auch die akrosomale Exozytose fordern (Yamaguchi ef al., 1988; Shimizu et
al., 1990).

Der Rezeptor fiir Resact ist eine membranstindige Guanylylzyklase (GC) (Shimomura et al.,
1986b). Speract dagegen soll an ein 77 kDa Rezeptor-Protein binden, das mit einer GC
assoziiert ist (Dangott & Garbers, 1984). Werden Spermien mit SAPs stimuliert, steigt die
intrazellulire cGMP-Konzentration an (Shimomura & Garbers, 1986a). Abb. 1.3 zeigt ein
gingiges Modell des SAP-aktivierten Signalwegs.

() Ligand Na' Ca*
H+ + |
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Abb. 1.3: Modell des SAP-aktivierten Signalwegs in Seeigel-Spermien.

Das SAP (Ligand) bindet an einen Rezeptor, bei dem es sich im Falle von Resact um eine membranstindige
Guanylylzyklase (GC) handelt. Die GC wird durch die Bindung des SAPs aktiviert, wodurch die intrazelluldre
c¢GMP-Konzentration ansteigt. Dadurch 6ffnet ein cGMP-aktivierter K'-Kanal, wodurch das Spermium
hyperpolarisiert. Die Hyperpolarisation aktiviert einen Na'/H'-Austauscher, eine Adenylylzyklase und
moglicherweise einen HCN-Kanal (SPIH). Dies fiihrt jeweils zu einem Anstieg des pH-Werts, der cAMP-
Konzentration und zu einer Depolarisation. Die Hyperpolarisation soll des Weiteren die Aktivitit eines
Na'/Ca®"-Austauschers verstirken, wodurch die Ca®-Konzentration sinkt. Der cAMP-Anstieg konnte einen
Ca’"-Kanal 6ffnen. Ebenso konnte die Depolarisation spannungsregulierte Ca®*-Kanile 6ffnen. (Einzelheiten

siche Text). (Modifiziertes Modell von Darszon et al., 2001).



In S. purpuratus-Spermien konnte gezeigt werden, dass nach Stimulation mit Speract
(250 nM), die cGMP-Konzentration sehr schnell und deutlich ansteigt (Godde, 1996).
Innerhalb von 0,2 s steigt die cGMP-Konzentration bis zum 30-fachen an. Anschlieend fallt
sie innerhalb von ~ 0,5 s auf ungefihr die Hélfte des maximalen Werts ab. Fiir diesen
transienten Zeitverlauf sind Phosphodiesterasen (PDE) (Godde, 1996) und Phosphatasen
(Garbers, 1989) verantwortlich. PDEs hydrolysieren cGMP; Phosphatasen dephosphorylieren
die GC und inhibieren so die cGMP-Synthese (Suzuki et al., 1984; Ramarao et al., 1985;
Bentley et al., 1986).

SAPs sollen in Spermien eine Hyperpolarisation auslosen (Lee & Garbers, 1986;
Babcock et al, 1992; Cook et al., 1993a; Galindo et al., 2000), die durch einen cGMP-
regulierten K'-Kanal vermittelt wird (Galindo et al., 2000). Die Hyperpolarisation soll eine
zentrale Reaktion in dem Signalweg sein. Sie soll einen Na'/H'-Austauscher aktivieren,
wodurch der pH-Wert ansteigt und es zu einem Na'-Einstrom kommt (Lee & Garbers, 1986).
Sowohl der Anstieg des pH-Werts als auch die Hyperpolarisation sollen die Aktivitét einer
Adenylylzyklase (AC) regulieren (Beltran et al., 1996; Cook & Babcock, 1993b). Godde
(1996) zeigte an S. purpuratus-Spermien, dass die cAMP-Konzentration innerhalb von etwa
800 ms auf das 4-fache ansteigt. Verglichen mit dem cGMP-Anstieg ist der cAMP-Anstieg
deutlich langsamer und geringer. Die Hyperpolarisation konnte auch einen Ionenkanal aus der
HCN-Familie aktivieren (Gauss et al. 1998). Dieser sogenannte SPIH-Kanal wird durch
cAMP (méglicherweise auch ¢cGMP) moduliert. Zwar ist der SPIH-Kanal schwach K'-
selektiv (Pxo/Px = 0,2) (Kaupp & Seifert 2001), auf Grund der lonenzusammensetzung des
Seewassers und der relativen Permeabilititen trigt der Kanal jedoch einen Na'-Einstrom.
Eine Aktivierung des SPIH-Kanals depolarisiert die Zellmembran. Ein Kanal mit sehr
dhnlichen Eigenschaften wie der SPIH wurde von Labarca und Mitarbeiter schon 1996
elektrophysiologisch charakterisiert. Die HCN-Kanalfamilie umfasst die Schrittmacher-
Kanile, die an der Erzeugung rhythmischer Aktivierungsmuster, z.B. im Herz oder in
einzelnen Neuronen beteiligt sind (Kaupp & Seiffert, 2001). Der SPIH-Kanal ist im Flagellum
der Spermien lokalisiert. Es konnte deshalb sein, dass dieser Kanal das Schlagmuster oder die
Frequenz des Flagellenschlags moduliert und so an der Regulation des Schwimmverhaltens
beteiligt ist.

Schackmann & Chock (1986) zeigten, dass Speract einen Ca” -Einstrom induziert. Ein Ca*'-
Einstrom ist fiir die Chemotaxis von A. punctulata essentiell (Ward et al., 1985a): in Ca”"-

freiem Seewasser sind die Spermien zwar noch beweglich, zeigen aber keine Chemotaxis. Die



Mechanismen, die zu dem Ca**-Einstrom fiihren, werden kontrovers diskutiert: Erstens
kénnte die vom SPIH-Kanal vermittelte Depolarisation spannungsabhingige Ca®’-Kanile
aktivieren. Verschiedene spannungsabhingige Ca’-Kanile konnten in Seeigel-Spermien
nachgewiesen werden. Sie wurden bisher jedoch vorwiegend mit der akrosomalen Exozytose
in Verbindung gebracht (Lievano ef al., 1990; Beltran et al., 1994). Zweitens schlagen Cook
& Babcock (1993b) vor, dass der Ca**-Einstrom durch einen cAMP-regulierten Ca*’-Kanal
erfolgt. Drittens erdrtern Schackmann & Chock (1986) die Moglichkeit, dass ein Na“/Ca*'-
Austauscher fiir den Ca®"-Einstrom verantwortlich ist. Dabei soll zuerst durch eine
Depolarisation die intrazellulire Na'-Konzentration erhoht werden. Durch die erhdhte Na'-
Konzentration soll ein Na'-Ausstrom ermoglicht werden, der iiber den Na'/Ca**-Austauscher
an einen Ca’"-Einstrom gekoppelt ist. Im Gegensatz dazu behaupten Cook und Mitarbeiter
(1994), dass der Na'/Ca®"-Austauscher durch eine vorhergegangene Hyperpolarisation die
Ca®*-Konzentration verringert und gleichzeitig die Na’-Konzentration in den Spermien
erhoht.

An Hand dieser kontroversen Ergebnisse und ihrer Interpretation erkennt man, dass trotz
vieler Untersuchungen (z.B. Repaske & Garbers, 1983; Schackmann & Chock, 1986;
Shimomura & Garbers, 1986a; Cook & Babcock, 1993a, b) die genaue Abfolge der einzelnen

Reaktionen in den Spermien noch unklar ist.



1.3  Zielsetzung

Der Signalweg, der die Chemotaxis von Spermien kontrolliert, wurde bisher am
ausfiihrlichsten bei Seeigeln untersucht. Zwar gibt es ein ausfiihrliches Modell des
Signalweges (Abb. 1.3), dieses ist jedoch experimentell nur unzureichend abgesichert. Im
folgenden werden beispielhaft einige Schwichen bisheriger Arbeiten dargestellt:

1. Die SAP-induzierte Hyperpolarisation konnte bisher nicht an intakten Spermien in einem
physiologischen Puffer gemessen werden. Entweder wurde an hypotonisch geschwollenen
Spermien oder nur an Spermien-Flagellen gemessen (Lee ef al., 1986; Babcock et al.,
1992; Galindo ef al., 2000), bzw. es wurden Puffer verwendet, die eine Hyperpolarisation
der Spermien erzwangen (z.B. Cook et al., 1993a; Galindo ef al., 2000).

2. Die Adenylylzyklase soll in erster Linie iiber das Membranpotential, aber auch {iber den
intrazelluldren pH-Wert und iiber Ca®"/Calmodulin aktiviert werden (Beltran ef al., 1996).
Eine Aktivierung iiber Ca®"/Calmodulin konnte bisher jedoch nicht nachgewiesen werden
(Garbers, 1981; Bookbinder et al., 1991).

3. Es werden verschiedene Mechanismen fiir die Regulation der intrazelluliren Ca*'-
Konzentration diskutiert. So gibt es z.B. fiir den von Cook und Mitarbeiter (1994)
vorgeschlagenen Ca®’-Ausstrom mittels eines Na'/Ca’’-Austauschers bisher keine
experimentellen Hinweise. Ebenso ist es fraglich, ob der erstmals von Schackmann &
Chock (1986) vorgeschlagene Na'/Ca*"-Austauscher den Ca**-Einstrom bewerkstelligt.
An Hand ihrer Messungen behaupten sie ndmlich, dass der Ca*"-Einstrom und der Na'-
Ausstrom nicht zeitgleich stattfinden. Damit konnte ein Na'/Ca*'-Austauscher nicht fiir

+ . .
den Ca**-Einstrom in Frage kommen.

Ziel dieser Doktorarbeit war es, das unter 1.2 beschriecbene Modell des Signalwegs

experimentell zu iiberpriifen. Dazu sollten erstmals zeitlich aufgeloste Messungen von

Botenstoffmolekiilen in intakten Spermien des Seeigels A. punctulata durchgefiihrt werden.

Uber den zeitlichen Ablauf der verschiedenen physiologischen Reaktionen sollten die

ursdchlichen Zusammenhénge entschliisselt werden.

1. Das Modell schldgt als ersten Schritt vor, dass das SAP einen Anstieg der cGMP-
Konzentration induziert. Aus diesem Grund sollte zuerst die Resact-induzierte Anderung
der cGMP-Konzentration zeitlich aufgeldst gemessen werden. Dazu wurde die Quenched-

Flow-Methode verwendet. Diese Methode ermdglicht es, Spermien in < 1 ms mit Resact



zu stimulieren. Der Reaktionsverlauf kann somit im Millisekunden- bis Sekundenma@Bstab
— also zeitlich aufgelost — verfolgt werden.

2. Nach dem Modell verursacht der Anstieg der cGMP-Konzentration indirekt einen Anstieg
der cAMP-Konzentration. Wenn diese Hypothese stimmt, miisste der cAMP-Anstieg erst
nach dem cGMP-Anstieg beginnen. Dies sollte ebenfalls durch Quenched-Flow-
Messungen iiberpriift werden.

3. Der cAMP-Anstieg soll einen Ca®"-Einstrom auslosen. Der Anstieg der cAMP-
Konzentration miisste also vor dem Ca”"-Einstrom beginnen. Um das zu iiberpriifen, sollte
der Resact-induzierte Ca**-Einstrom zeitlich aufgeldst gemessen werden. Dazu wurde die
Stopped-Flow-Methode eingesetzt.

4. Des Weiteren sollte die Funktion von cAMP und ¢cGMP mit Hilfe von sogenanntem
caged-cAMP bzw. caged-cGMP untersucht werden. Aus diesen caged-Verbindungen
kann man mit einem UV-Lichtblitz cAMP bzw. cGMP in den Spermien freisetzen und
anschliefend die cAMP- bzw. ¢cGMP-induzierte Verinderung der Ca*"-Konzentration
messen.

5. Das Modell geht auch davon aus, dass der pH-Anstieg den Ca”*-Einstrom auslost. Fiir die
pH-Messungen wurde - wie bei den Ca’’-Messungen - die Stopped-Flow-Methode
verwendet.

Im zweiten Teil wurde untersucht, ob das SAP Asterosap die cGMP- und cAMP-

Konzentration in Spermien des Seesterns Asterias amurensis verdndert. Anhand der zeitlich

aufgelosten Messungen soll gezeigt werden, in wieweit dhnliche Signalwege in Spermien

verschiedener Tierklassen existieren.



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Es wurden Chemikalien in p.A.-Qualitdt von den Firmen Roche (Mannheim), Merck

(Darmstadt), Molecular Probes (Eugene, USA) und Sigma (Deisenhofen) bezogen.

2.1.2 Optische Filter

Optische Filter wurden von den Firmen Schott (Wiesbaden, Mainz), Omega (Brattleborro,

USA) und Chroma (Brattleborro, USA) bezogen.

2.1.3 Losungen

Als Losungsmittel diente, wenn nicht anders angegeben, H,O.

ASW7.8 (artificial seawater pH 7,8; verwendet fiir Experimente mit Arbacia punctulata-

Spermien):

423 mM NaCl

9 mM KCl

22,94 mM MgCl,
25,5 mM MgSO4
9,27 mM CaCl,
0,1 mM EDTA
10 mM HEPES



J.ASWS,2 (verwendet fiir Experimente mit Asterias amurensis-Spermien)

430 mM NaCl
9 mM KCl

23 mM MgCl,
25 mM MgSO4
9 mM CaCl,
10 mM HEPPS

Die Zahl hinter ASW gibt den eingestellten pH-Wert des ASW an. Dieser wurde jeweils
durch Titration mit NaOH eingestellt. ASW7,0L enthielt statt 9,27 mM nur 1 mM CaCl,.

2.2 Methoden

2.2.1 Haltung der Seeigel

A. punctulata-Seeigel wurden vom Duke University Marine Laboratory (J. M. Keller,
Beaufort, NC, USA) oder vom Marine Biological Laboratory (MBL) Woods Hole (Woods
Hole, MA, USA) bezogen. Die Seeigel wurden in Seewassertanks des MBL bei ca. 14 °C

gehalten und mit Meerespflanzen gefiittert, die vom MBL zur Verfiigung gestellt wurden.

2.2.2 Entnahme der Spermien

Seeigel-Spermien wurden entnommen, indem 0,5 — 1 ml 0,5 M KCI durch das Mundfeld des
Seeigels in das Coelom injiziert wurden (Palmer, 1937; Silver ef al. , 1980). Falls der Seeigel
dadurch nicht absamte, wurde er zusétzlich elektrisch stimuliert. Hierzu wurde mittels zweier
Elektroden eine Spannung von ca. 25 V an das Tier angelegt. Das austretende Sperma
bezeichnet man als dry sperm.

Dry sperm von A. amurensis-Seesternen wurde nach der Methode von Matusi et al. (1986)
erhalten. Wir bezogen das dry sperm von M. Matsumoto, Center for Life Science and

Technology, Keio University, Japan.
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223 Vitalititsbestimmung der Spermien

Die Beweglichkeit der Spermien von 4. punctulata und A. amurensis wurde als ein Kriterium
fir ihre Vitalitit genommen. 100 pl einer 1:100 bis 1:1000 Verdiinnung der
Spermienstammsuspension (siche 2.2.4.1) wurden auf einen Objekttrager pipettiert und die
Spermien im Phasenkontrast mikroskopiert. Ca. 90% der Spermien waren motil.
Grundsétzlich wurde bei A. punctulata nur dry sperm verwendet, das weniger als 6 h alt war.

Die 4. amurensis-Spermien wurden auf Eis aus Japan geschickt.

2.24 Beladung der Seeigel-Spermien mit Ca*', pH-Indikatoren und caged
zyklischen Nukleotiden

2.2.4.1 Ca*'-Indikator

Fir die anfianglichen Experimente wurde dry sperm 1:6 (v/v) mit ASW7,0L verdiinnt,
welches 10 uM Fluo-4AM (Stammldsung 1 mM in DMSO; Molecular Probes) und 0,5 %
Pluronic-F-127 (Stammldsung: 10 % in H,O; Sigma) enthielt. Diese Suspension bezeichne
ich als Spermienstammsuspension. Fiir die spdteren Experimente wurde anstatt ASW7,0L
ASW7,5 verwendet. Die Spermien wurden 45 bis 120 min bei 17°C mit dem Indikator
beladen. AnschlieBend wurde die Spermienstammsuspension 1:20 (v/v) mit ASW7,5 verdiinnt
und ca. 5 min bis zum Beginn der Messung dquilibriert. Die Zellen wurden innerhalb der
ndchsten ca. 15 min fiir die Stopped-Flow-Experimente verwendet (Details siehe 3.1.2.1.7).

Die Zellzahl wurde mit einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Spermiensuspension

enthielt bei den Ca®"- und pH-Experimenten 1,8 bis 8,8 x 10 Spermien/ml.

2.2.4.2 pH-Indikator
Spermien wurden mit 10 uM BCECF-AM (Molecular Probes; Stammlésung: 1 mM in

DMSO) 15 bis 30 min inkubiert. Alle anderen Bedingungen waren identisch mit denen der
Fluo-4-Beladung (2.2.4.1).

11



2.243 caged-zyklische Nukleotide

Spermien wurden wie in 2.2.4.1 beschrieben mit Fluo-4AM inkubiert, auBler dass die
Spermienstammsuspension zusédtzlich 100 uM BECMCM-caged-cAMP oder cGMP
(Stammlosungen: 10 mM in wasserfreiem DMSO) enthielt. Nach dem Ansetzen einer
Stammlosung wurde sie aliquotiert und bei —20°C gelagert. Einmal aufgetaute Aliquots

wurden direkt verwendet, Reste der aufgetauten Losung wurden verworfen.

2.2.5 Prinzip der Stopped- und Quenched-Flow-Messungen

Das Stopped-Flow-Verfahren ermdglicht es, den Zeitverlauf biochemischer Prozesse im
Millisekunden- bis Sekundenmalstab zu untersuchen (Johnson, 1986; Tareilus et al., 1995).
Dieses Verfahren beruht darauf, Fliissigkeiten innerhalb kiirzester Zeit zu mischen und den
Zeitverlauf der dabei entstehenden Reaktion zu beobachten. Die Reaktionen konnen
prinzipiell auf zweierlei Weisen verfolgt werden:

1) Das aus der Mischkammer flieBende Reaktionsgemisch wird durch eine
Beobachtungskammer geleitet und im kontinuierlichen Durchfluss beobachtet (continous-
flow-Modus; Gutfreund, 1969). Wird die Reaktion zu einem bestimmten Zeitpunkt chemisch
oder thermisch unterbrochen und das Reaktionsgemisch anschlieBend analysiert, so spricht
man von dem Quenched-Flow-Modus (Tareilus et al. , 1995).

2) Der Fliissigkeitsstrom wird in der Beobachtungskammer angehalten, um den

zeitlichen Zeitverlauf der Reaktion beobachten zu kénnen. Die Beobachtung wird z.B. auf
optischem, kaloriemetrischem oder elektrischem Wege durchgefiihrt. Diese Methode wird als
Stopped-Flow-Modus bezeichnet (Gibson, 1969).
Wie schnell eine Reaktion beobachtet werden kann, nachdem die Reaktanden gemischt
wurden, hingt sowohl von der Flussgeschwindigkeit (F) der Reaktanden als auch von dem zu
durchflieBenden Volumen (V) in der Apparatur ab. Fiir die Dauer (T) der Reaktion bis zum
Beobachtungs- bzw. Quenchzeitpunkt ergibt sich:

T=V/F

Durch Veridnderung der Flussgeschwindigkeit oder durch Verdnderung des Volumens der

Reaktionskammern kann eine Reaktion zu verschiedenen Zeitpunkten beobachtet werden.
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2.2.5.1 Aufbau der Stopped-Flow-Apparatur

Es wurde eine Stopped-Flow-Apparatur der Firma BioLogic (SFM-4, BioLogic, Grenoble,
Frankreich) benutzt. Die Abb. 2.1 zeigt eine schematische Darstellung der Anlage.

Abfall
hard-stop-Ventil <
hv Klvette
.rvvvs»
Ventil zur
Spritzenbeladung
Spritzen
Motoren
>
< <
Stopped-Flow-Apparatur Steuerungseinheit PC mit A/D-board

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Stopped-Flow-Apparatur. Erklarungen im Text.

Das Kernstiick der Stopped-Flow-Apparatur war das SFM-4-Modul, das vier 20 ml Spritzen
(S1, S2, S3 und S4) enthielt. Die Spritzen konnten jeweils iiber ein Ventil durch externe
Eingénge mit den zu mischenden Fliissigkeiten gefiillt werden (nur fiir S4 gezeigt).

Die Stempel der Spritzen konnten durch Schrittmotoren gesteuert werden. Das
AusstoBvolumen der Spritzen betrug 4,54 ul pro Schritt. Die Flussgeschwindigkeiten lagen
zwischen 0,05 und 8,00 ml/s bei den 20 ml Spritzen. Die Schrittmotoren wurden durch einen
Personal-Computer (Pentium II, 64MB RAM) iiber eine Steuerungseinheit (MPS-52,
BioLogic) angesteuert. Als Steuerungssoftware diente die MPS-Software (V.1.21, BioLogic).
Die Fliissigkeiten konnten in 3 Mischkammern (M1-M3) miteinander vermischt werden. Die

Mischkammern sind in Abb. 2.1 als Kreise dargestellt. Zwischen den Mischkammern konnten
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bei Bedarf zwei Reaktionskammern (I, IT) mit unterschiedlichen Reaktionsvolumina installiert
werden. Die Reaktionskammern waren in Edelstahl- oder spezielle Kunststoffblocke gebohrt,
die man in unterschiedlichen Kombinationen in das Rohrensystem einbauen konnte. Diese
Blocke sind in Abb. 2.1 als graue Rechtecke, die Reaktionskammern I und II als weil3e
Rechtecke dargestellt. Ohne die Reaktionskammern I und II betrug das Volumen der Réhren
zwischen M1 und M2 17 pl bzw. zwischen M2 und M3 22 ul. Als Beobachtungskammer fiir
den Zeitverlauf der Reaktion diente eine Quarzkiivette (FC-15) mit 31 pl Reaktionsvolumen,
die hinter M3 eingebaut war. Um Schwankungen der Fliissigkeitssdule in der Kiivette und
dadurch Schwankungen des Messsignals zu verhindern, konnte ein hard-stop-Ventil hinter
der Kiivette direkt nach der Injektion einer Fliissigkeit in die Messkiivette geschlossen
werden. Das Ventil wurde iiber die Steuerungssoftware der Stopped-Flow-Apparatur
angesteuert.

Die Stopped-Flow-Apparatur wurde mit einem Messsystem erweitert, dass es erlaubte,

Fluoreszenz in der Kiivette zu messen (siche 2.2.5.2).

2.2.5.2 Aufbau der Anlage fiir Fluoreszenzmessungen

Um die Fluoreszenzdnderungen in der Kiivette der Stopped-Flow-Apparatur messen zu
konnen, wurde die Apparatur erweitert. Die Kombination aus Stopped-Flow-Apparatur und
fluorimetrischem Messsystem ist in Abb. 2.2 in Aufsicht dargestellt. Als Quelle fiir das
Anregungslicht der Ca**- und pH-Indikatoren diente eine 150 Watt Xe/Hg-Lichtbogenlampe
(Hamamatsu, Japan). Das Anregungslicht wurde {iber eine Linse in einen Lichtleiter (Schott,
MaBanfertigung) eingekoppelt und dadurch auf die Messkiivette gestrahlt. Um die
Wellenldngen zur Anregung der Ca’’- und pH-Indikatoren auszuwihlen, wurden zwei
FITCA-40 Interferenzfilter (2 mm; Schott; Abb. 2.2, Filter: lc, d) verwendet. Vor die
Interferenzfilter wurden ein Warmeschutzfilter (3 mm; KG1, Schott; Abb. 2.2, Filter 1a) und
zwei 400 nm Langpassfilter (3 mm; GG400, Schott; Abb. 2.2, Filter 1b) eingebaut. Diese
Filter schiitzen die Interferenzfilter vor einer Beschddigung durch Warme bzw. vor der
Solarisation durch UV-Licht. Die Fluoreszenz wurde mit einem Photomultiplier (HTV-R376,
Hamamatsu, Japan) detektiert, der im rechten Winkel zum Strahlengang des Anregungslichts
installiert wurde. Bei den Ca”’- und pH-Messungen wurde zwischen der Kiivette und dem
Photomultiplier zwei 495 nm Langpassfilter (3 mm; GG495, Schott, Abb. 2.2, Filter 2a, b)

eingebaut, die verhindern sollten, dass an den Spermien gestreutes Anregungslicht auf den
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Photomultiplier gelangt. Desweiteren wurden zwei FITCE-45 Interferenzfilter (2 mm; Schott,
Abb. 2.2, Filter 2¢c, d) verwendet. Diese verhinderten, dass Anregungslicht, das langwelliger
als das Fluoreszenzlicht der Ca**- oder pH-Indikatoren war, vom Photomultiplier detektiert
wurde. Wenn nicht anders angegeben, wurde fiir die Messungen der Ca®*- und pH-Signale
eine Spannung von 500 V an den Photomultiplier angelegt.

Uber einen UV-durchlissigen Lichtleiter konnte Licht fiir die Photolyse von caged-
Verbindungen auf die Messkiivette geleitet werden. Als Lichtquelle diente eine Xe-
Blitzlampe (Strobex 278; Chadwick-Helmuth, USA). Zwischen Lampe und Lichtleiter
wurden zwei DUG11 Interferenzfilter (2 mm; Schott, Abb. 2.2, Filter 3¢, d) eingebaut um nur
das flir die Photolyse der caged-Verbindungen benétigte UV-Licht zur Messkiivette
durchzulassen. Durch diese Filter wurde der Photomultiplier gleichzeitig vor Licht geschiitzt,
welches die Filter zwischen Messkiivette und Photomultiplier hitte passieren konnen. Die
Energie eines Blitzes an der Oberfliche der Messkiivette betrug 26,8 mJ cm™ bei 150 Ws
Eingangsleistung. Die Fliche, die auf der Messkiivette bestrahlt wurde, betrug 0,135 cm? (1,5
x 9 mm). Zwischen den Interferenzfiltern und der Blitzlampe konnten Quarz-Graufilter mit
einer linearen Transmission im UV/VIS-Spektrum (Deutsche Balzers, Geisenheim; Schott;
Abb. 2.2, Filter 3a, b) zur Einstellung der Blitz-Energie eingefiigt werden.

Um moglichst groBe Fluoreszenzsignale messen zu konnen und damit das Signal-
Rauschverhiltnis zu verbessern, sollte die Intensitdt des Anregungslichts maximiert werden.
Dazu wurde mit Hilfe eines Lichtmessgerits (Model 550-1 EG&G, San Diego, Kalifornien)
die Einkopplung der Xe/Hg-Lampe in den Lichtleiter optimiert, indem die Lichtintensitidt am
Ausgang des Lichtleiters gemessen wurde. Auf die selbe Weise wurde die Lichtintensitdt des
UV-Blitzes optimiert, um moglichst viel der caged-Verbindungen freisetzen zu kdnnen.

Die Temperatur der Stopped-Flow-Apparatur wurde bei allen in dieser Arbeit beschriebenen
Experimenten mittels eines Thermostaten (D3/G, Haake, Berlin) auf 17°C eingestellt und

konstant gehalten.
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Abb. 2.2: Schematische Darstellung der Kombination aus Stopped-Flow-Apparatur und fluorimetrischem

Messsystem. Erkldrung im Text.

2.253 Durchfiihrung der Fluoreszenzmessungen

Mit Hilfe der Stopped-Flow-Apparatur konnten vier verschiedene Losungen gemischt werden.
Die Losungen wurden von den Spritzen S1 — S4 in die verschiedenen Mischkammern (M1 —
M3) gepresst. Von der Mischkammer M3 floss das Reaktionsgemisch in die Kiivette. Die
Zeitspanne, die zwischen dem Mischen der Reaktionspartner und dem Beobachtungsbeginn

vergeht, wird als sogenannte ,, Tot-Zeit* bezeichnet. Die Tot-Zeit hingt von zwei Faktoren ab:
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1. Von der Geschwindigkeit, mit der das Reaktionsgemisch von der Mischkammer in die
Kiivette flie3t, und 2. von dem Volumen, durch welches das Reaktionsgemisch flieBen muss.
Um eine moglichst geringe Tot-Zeit zu erreichen, wurden die beiden Reaktionspartner daher
in Mischkammer M3 gemischt. Aus Spritze 3 bzw. 4 wurde SAP-haltiges ASW bzw. die
Spermien-Suspension in die Mischkammer injiziert und dort in weniger als 1 ms gemischt.
Spritze S1 wurde mit Puffer - in diesem Fall ASW — befiillt, der zum Spiilen der
Mischkammern und der Kiivette diente. Fiir die Fluoreszenzmessungen wurden keine
Reaktionskammern in die Stopped-Flow-Apparatur eingebaut.

Die Flussgeschwindigkeit, mit der das Reaktionsgemisch von der Mischkammer in die
Kiivette floss, wurde durch ein sogenanntes ,Spritzenprogramm® bestimmt. Dieses
Spritzenprogramm wurde mit dem MPS-Programm im PC entworfen. Ein Experiment wurde
dabei in einzelne Phasen unterteilt. Im Programm wurde die Dauer der einzelnen Phasen
festgelegt. Aullerdem wurde festgelegt, aus welcher Spritze welches Volumen in die jeweilige
Mischkammer ausgestoen wird. Aus dem gesamten Ausstovolumen einer Phase und der
Phasendauer ergab sich die Flussgeschwindigkeit. Indem man den Parameter Synchro I auf
on stellte, bestimmte man den Zeitpunkt, an dem das vom Photomultiplier gemessene Signal
aufgezeichnet wurde. Die Dauer der Aufnahme sowie andere Parameter der Aufnahme
wurden mit Hilfe der BioKine-Software bestimmt, welche unabhingig von der

Programmierung der MPS-Software war.

Phase 1 2 3 4 5 6
Phasendauer (ms) 50 200 300 200 1300 10
Spritze 1 (nl) (ASW) 500

Spritze 2 (nl) ()

Spritze 3 (ul) (ASW mit SAP) 100

Spritze 4 (ul) (Spermiensuspension) 100

Synchro 1 On Off Off Off Off Off
Synchro 2 Off Off Off Off Off On

Tab. 2.1: Beispiel des normalerweise fiir die Stopped-Flow-Messung verwendeten Spritzenprogramms.

Erklarung im Text.

In Tab. 2.1 ist exemplarisch ein Spritzenprogramm einer Messung dargestellt. Phase 1 dauerte

50 ms und diente dazu die Schrittmotoren der Spritzen zu synchronisieren und die
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Aufzeichnung des Messsignals mit dem Photomultiplier zu starten. Phase 2 dauerte 200 ms.
Wihrend dieser Zeit wurde ein Volumen von 500 pl aus der Spritze S1 in das Rohrensystem
gepresst, um Uberreste von Reaktanden der vorigen Messung wegzuwaschen. Die
Flussgeschwindigkeit betrug 2,5 ml/s. Die Fliissigkeit verblieb fiir 300 ms im Rohrensystem
(Phase 3). In Phase 4 wurden jeweils 100 pl aus Spritze 3 und 4 mit einander gemischt. Da die
Phasendauer 200 ms war, betrug die Flussgeschwindigkeit 1,0 ml/s. Die Tot-Zeit betrug 31
ms.

Fiir die Photolyse von caged-Verbindungen konnte eine Blitzlampe, die iiber einen Lichtleiter
an die Messkiivette gekoppelte war zu einem beliebigen Zeitpunkt ausgeldst werden. Dazu
wurde in Phase 6 Synchro 2 auf on gestellt, so dass der Lichtblitz mittels eines TTL-Pulses
ausgelost wurde. Phase 5 diente nur dazu, den Zeitpunkt des Blitzes zu bestimmen.

Das lichtinduzierte Spannungssignal der Photomultiplier-Réhre wurde iiber die
Photomultiplier-Detektions-Einheit an einen PC mit installiertem A/D-Wandler weitergeleitet

und dann mit der BioKine-Software aufgezeichnet und bearbeitet.

2.2.6.1 Aufbau der Anlage fiir Quenched-Flow-Messungen

Der Zeitverlauf der cNMP-Konzentration nach Stimulation der Spermien wurde mit Hilfe von
Quenched-Flow-Experimenten bestimmt. Dazu wurde die Messkiivette zusammen mit dem
hard-stop-Ventil (sieche Abb. 2.1) und den anderen optischen Komponenten entfernt und
gegen ein spezielles Ventil ausgetauscht. Das Ventil ermoglichte es, die aus M3 austretenden
Fliissigkeitsgemische in einer Auffangpipette zu sammeln oder sie zu verwerfen. Als
Auffangpipetten dienten 1,3 ml Kunststoff-Pipetten (bezogen von BiolLogic). Zusitzlich
wurden verschiedene Kombinationen von Reaktionskammern zwischen M1 und M3

eingebaut.

2.2.6.2 Durchfithrung der Quenched-Flow-Messungen

Spermien in ASW7,8 mit einer Zelldichte von 0,3 bis 10 x10° Spermien/ml
(Spermienstammsuspension) wurden in Spritze 1 gefiillt und mit ASW aus Spritze 2 in M1
gemischt (siehe Abb. 2.1). ASW7,8 in Spritze 2 enthielt bestimmte Konzentrationen des SAPs

zur Stimulation der Spermien. Die Spermien wurden weiter in Richtung M3 gedriickt und
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konnten wéhrenddessen mit dem SAP reagieren. M2 war bedeutungslos, da Spritze 3 nicht
gebraucht wurde. In M3 wurden die Spermien durch das Mischen mit HCIO4 (0,5 M
Endkonzentration) gequencht d.h., die Spermien wurden unmittelbar getotet, so dass jeder
weitere Auf- oder Abbau von cAMP oder cGMP unterdriickt wurde.

Tabelle 2.2 zeigt exemplarisch das Spritzenprogramm eines Experiments.

Phase 1 2 3
Phasendauer (ms) 50 284 454
Spritze 1 (ul) (Spermiensupension) 250 400
Spritze 2 (ul) (ASW mit SAP) 250 400
Spritze 3 (nl) (-)

Spritze 4 (ul) (HC10y) 250 400
Ventil A A B
Synchro On Off Off

Tab. 2.2: Spritzenprogramm eines Quenched-Flow-Experiments. Erkldrung im Text.

Phase 1 diente zum Synchronisieren der Schrittmotoren. Im Verlauf von Phase 2 wurden
wihrend 284 ms aus den Spritzen 1, 2 und 4 gleichzeitig jeweils 250 pul durch die Misch- und
Reaktionskammern zum Ausgang gedriickt und verworfen (Ventil: A). Phase 2 diente dazu,
die von der vorigen Messung iibrig gebliebenen Reste der Reaktanden aus Misch- und
Reaktionskammern wegzuwaschen. Wahrend Phase 3 wurden jeweils 400 pl aus Spritze 1, 2
und 4 gleichzeitig innerhalb von 454 ms durch die Misch- und Reaktionskammern in die
Auffangpipette gedriickt (Ventil: B). In Phase 2 und 3 hatten die angesteuerten Spritzen
jeweils eine Ausstofgeschwindigkeit von 0,845 ml/s. Die FlieBgeschwindigkeit der
Spermiensuspension aus Spritze 1 verdoppelte sich ab M1 auf 1,690 ml/s durch den
gleichstarken Zustrom des SAP-haltigen ASW aus Spritze 2. Die verwendeten
Reaktionskammern hatten ein Volumen von 40 ul (I) und 90 ul (II). Zusammen mit dem
Mindestvolumen ergab sich ein Gesamtvolumen von 169 ul zwischen M1 und M3. Bei einer
FlieBgeschwindigkeit von 1,690 ml/s und einem Volumen von 169 ul konnten die Spermien
100 ms mit dem SAP reagieren, bevor die Reaktion in M3 durch Mischen mit HCIO4

gequencht wurde.
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Tabelle 2.3 gibt die jeweiligen Phasendauern an, die fiir die verschiedenen Reaktionszeiten

erforderlich waren.

Reaktionszeit in ms | Phasendauer in ms (Phase 2) | Phasendauer in ms (Phase 3)
25 72 114
50 142 227
100 284 454
200 568 908
400 1136 1817
800 2272 3634
1600 4544 7269
5000* 10492 3497
10000* 20984 6995

Tab. 2.3: Phasendauern in Abhingigkeit von den Reaktionszeiten. Bei denen mit * markierten
Reaktionszeiten mussten Reaktionskammern mit 1000 pl (I) und 90 pl (I) verwendet werden. Unter dieser

Bedingung wurden in Phase 2 jeweils 1200 pl von den Spritzen 1, 2 und 4 anstatt jeweils 250 pl ausgestoBBen.

Die mit der Pipette aufgefangenen Proben (1200 ul pro Probe) wurden in Eppendorf-
ReaktionsgefaB3e liberfiihrt und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Proben wurden bei -

80°C gelagert.

2.2.6.3 Auswertung der Quenched-Flow-Proben

Die gefrorenen Proben wurden aufgetaut, kurz gevortext und zum volligen Aufschluss der
Spermien flinf Sekunden sonifiziert (Sonifier B-12, Branson Sonic Power Company, Danbury
USA, ~ 90 W). Die Proben wurden durch Zugabe von 400 ul (v/v) 0,952 M K;PO4
(Endkonzentration 0,238 M) neutralisiert. Das KClO4-Prézipitat und die Zelltrimmer wurden
durch Zentrifugation (15.000xg, 15 min, 4°C) sedimentiert. Die cAMP- und cGMP-
Konzentrationen wurden jeweils mit 50-200 pl des Uberstands mittels Radioimmunoassays
("I-cGMP oder '’I-.cAMP; IBL, Hamburg) nach den Anweisungen des Herstellers
bestimmt. Kontrollstandards zur Erstellung der Kalibrierungskurven wurden in ASW7,8 bzw.
J. ASW8,2 verdiinnt und wie die Spermien mit HC1O4 und K;PO,4 behandelt.

Ein Messpunkt stellt immer den Mittelwert + der Standardabweichung von drei direkt

hintereinander gewonnenen und ausgewerteten Proben dar.
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3 Ergebnisse

Sperm activating peptides (SAP) 16sen verschiedene physiologische Reaktionen aus, die unter
anderem das chemotaktische Schwimmverhalten der Spermien steuern. Umfangreiche
Untersuchungen der einzelnen Schritte des SAP-induzierten Signalwegs haben zu einem
Modell gefiihrt, das in Abb. 1.3 gezeigt ist. Das Modell ist jedoch nach unserer Auffassung
experimentell nur unzureichend abgesichert (sieche Diskussion). Deshalb sollte in dieser
Doktorarbeit mit Hilfe zeitlich aufgeloster Messungen die Abfolge und die kausalen
Zusammenhinge der physiologischen Reaktionen tiberpriift werden. Mit der Quenched-Flow-
Methode wurde der Zeitverlauf der SAP-induzierten Anderungen der cAMP- und cGMP-
Konzentration gemessen, wihrend mit der Stopped-Flow-Methode der SAP-induzierte Ca*'-
Einstrom und der Anstieg des pH-Werts gemessen wurde. Mit Ausnahme von Quenched-Flow-
Messungen an Spermien von Strongylocentrotus purpuratus (Godde, 1996) wurden diese
Methoden bisher nicht fiir Messungen an intakten Spermien verwendet. Der Ergebnissteil ist in
zwei Teile gegliedert. Unter 3.1 beschreibe ich, wie beide Methoden optimiert wurden und
weise auf Schwierigkeiten hin. Unter 3.2 prédsentiere ich Ergebnisse von Experimenten, die an

Spermien des Seeigels Arbacia punctulata und des Seesterns Asterias amurensis durchgefiihrt

wurden.
3.1 Optimierung der Methoden
3.1.1 Quenched-Flow-Methode

Die Quenched-Flow-Methode wurde mit einem Radioimmunoassay (RIA) kombiniert.
Dadurch war es erstmals moglich, die SAP-induzierten Anderungen der cGMP- und cAMP-
Konzentration — kurz cNMP-Konzentration - an intakten Spermien von 4. punctulata und A.

amurensis zeitlich aufgelost zu messen.

3.1.1.1 Werden die Spermien durch den Mischvorgang geschidigt?

Spermien wurden unterschiedlich lange mit SAP stimuliert und die zeitliche Anderung der

cNMP-Konzentration wurde gemessen (2.2.6.6). Die Stimulationszeit wird durch die
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Flussgeschwindigkeit bestimmt, mit der die Spermien durch das Rd&hrensystem gepresst
werden. Bei verschiedenen Flussgeschwindigkeiten wirken unterschiedlich grofle Scherkrifte
auf die Spermien ein. Um den Einfluss des Mischvorgangs auf die Morphologie und die
Motilitit von A. punctulata- und A. amurensis-Spermien zu untersuchen, wurde die
Spermiensuspension mit ASW  (artifical sea water) im Verhiltnis 1:1 bei
Flussgeschwindigkeiten von 0,11 bis 6,90 ml/s gemischt. Nach dem Mischen wurden die
Spermien unter dem Mikroskop untersucht (2.2.3). Selbst durch hohe Flussgeschwindigkeiten
wurden die SpermienkOpfe nicht von den Flagellen abgetrennt, und es konnten keine
offensichtlichen Verdnderungen des Schwimmverhaltens beobachtet werden. Allerdings habe

ich keine statistisch abgesicherte quantitative Analyse des Schwimmverhaltens durchgefiihrt.

3.1.1.2 Wird die cNMP-Ruhekonzentration durch den Mischvorgang veriandert?

Obwohl die Morphologie und Motilitdt der Spermien nicht durch den Mischvorgang
beeintrachtigt wurden, sollte dennoch untersucht werden, ob der Mischvorgang die cNMP-
Konzentration in unstimulierten Spermien (Ruhekonzentration) verdndert. Dazu wurden
Suspensionen von A. punctulata- und A. amurensis-Spermien mit ASW  Dbei
Flussgeschwindigkeiten von 0,11 bis 6,90 ml/s gemischt und dann mit Perchlorsdure
gequencht. Anschlieend wurde die cGMP- und cAMP-Konzentration in den Proben mit Hilfe
eines Radio-Immuno-Assays (RIA) bestimmt (2.2.6.3).

Bei A. amurensis-Spermien wurde dieses Experiment nur einmal durchgefiihrt. Sowohl bei der
cGMP- als auch bei der cAMP-Ruhekonzentration war keine Abhéngigkeit von der
Flussgeschwindigkeit zu erkennen.

In Abb. 3.1 ist die cNMP-Ruhekonzentration von A4. punctulata-Spermien in Abhéngigkeit von
der Flussgeschwindigkeit dargestellt (I von 9 Experimenten). Die cGMP-Ruhekonzentration
bleibt bei A. punctulata-Spermien im Vergleich zu A. amurensis-Spermien nur bei
Flussgeschwindigkeiten < 1,8 ml/s (Stimulationszeit > 0,1 s) konstant. Bei hdheren
Flussgeschwindigkeiten nahm die cGMP-Ruhekonzentration kontinuierlich ab. Bei 6,9 ml/s (25
ms Stimulationszeit) betrdgt sie nur noch das 0,2 bis 0,5-fache der Ruhekonzentration, die bei
Flussgeschwindigkeiten < 1,8 ml/s gemessen wurde. Die Ursache fiir die
Konzentrationsabnahme ist unbekannt. Verglichen mit den Werten der cGMP-Konzentration

streuten die Werte der cAMP-Konzentrationen wesentlich stiarker. Die Ursache dafur ist
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ebenfalls unbekannt. FEine Abhidngigkeit der cAMP-Ruhekonzentration von der

Flussgeschwindigkeit ist nicht zu erkennen (4 Experimente).

cAMP

8

pmol cNMP/10~"Spermien
i

0SMTT—__ oW,

00 T T T T T T 1
0o 1 2 3 4 5 6 7

Flussgeschwindigkeit (ml/s)

Abb. 3.1: ¢cNMP-Konzentration in Abhiingigkeit von der Flussgeschwindigkeit. A. punctulata-Spermien
wurden 1:1 mit ASW gemischt und mit Flussgeschwindigkeiten von 0,11 bis 6,90 ml/s durch die Stopped-Flow-
Apparatur gepresst. Die Messwerte bestehen jeweils aus dem Mittelwert dreier direkt hintereinander gewonnener
Proben. Im Folgenden wird diese Mittelung als Dreifachbestimmung bezeichnet. Die Fehlerbalken geben die

Standardabweichung der Dreifachbestimmung an.

3.1.1.3 Verindert sich die cNMP-Ruhekonzentration wihrend eines Experiments?

Fiir die Durchfithrung eines Quenched-Flow-Experiments bendtigt man bis zu ~ 2 Stunden.
Wihrend dieser Zeit befinden sich die Spermien als verdiinnte Suspension entweder auf Eis
oder bei 17 °C in einer Spritze der Stopped-Flow-Apparatur. Um zu {iberpriifen, ob sich die
cGMP- und cAMP-Ruhekonzentrationen wihrend der Messzeit dndern, habe ich die
Konzentrationen am Anfang und am Ende eines Experimentes bestimmt. Tab. 3.1 zeigt, dass
sich in A. punctulata-Spermien weder die cGMP- noch die cAMP-Ruhekonzentrationen im
Laufe eines Experiments dndern.

In A. amurensis-Spermien war die cGMP-Ruhekonzentration in zwei von drei
Experimenten konstant. In einem Experiment kam es jedoch zu einem 4-fachen Anstieg. Die

Anderung der cAMP-Ruhekonzentration mit der Messzeit wurde bei A. amurensis-Spermien
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nicht bestimmt, da nur bei einer Asterosap-Konzentration (1 uM) gemessen wurde und deshalb

die Messzeit kurz war.

Tab. 3.1: ¢GMP- und cAMP-Ruhekonzentrationen am Anfang und Ende eines Quenched-Flow-

Experiments.

A. punctulata A. amurensis

pmol/10® Spermien® Bereich  pmol/10° Spermien® Bereich
[cGMP]anfang  0,5£03 (9) 0,1-1,0 05+0,1 (3) 0,5-06
[cGMP]Ende 0,5£0,3 (9) 0,1-0,9 1,0£0,8 (3) 0,4-1,9

[CAMP]antane  6,5+3,0 (3) 44-99 - -
[cAMP]gnge 6,3+4,0 (3) 2,8-10,6 - -

*Mittelwert + Standardabweichung (Anzahl der Experimente).
Der Mittelwert wurde aus den Messwerten verschiedener Experimente (Tiere) errechnet. Der Messwert eines

Experiments besteht wiederum aus dem Mittelwert einer Dreifachbestimmung.

3.1.14 Wie lassen sich SAP-Kontaminationen entfernen?

Die Resact-Konzentration, die fiir die cNMP-, Ca®"- und pH-Messungen eingesetzt wurde,
reichte von 125 fM bis 250 nM, also iiber mehr als 6 Groenordnungen. Die Messungen
wurden mit aufsteigenden Konzentrationsreihen durchgefiihrt. Nach dem Experiment wurde
das Rohrensystem bzw. die Kiivette gespiilt, bevor ein neues Experiment begonnen wurde. Bei
den Ca*"-Messungen, die spiter beschrieben werden, beobachtete ich, dass ASW alleine (also
ohne Resact) ein Ca*"-Signal auslosen kann, vor allem dann, wenn zuvor hohe Resact-
Konzentrationen verwendet worden waren. Die Ca*"-Signale hatten die GroBe und Form von
Ca”*-Signalen, die durch picomolare Resact-Konzentrationen ausgelost wurden. Diese
Beobachtung lief vermuten, dass die Ca**-Signale durch eine Kontamination des Messstandes
mit Resact hervorgerufen worden waren. Das Rohrensystem der Stopped-Flow-Apparatur ist
aus verschiedenen Komponenten wie z.B. Spritzen, Ro&hren, Dichtungsringe und
Mischkammern zusammengesetzt (Abb. 2.2). Zwischen diesen Komponenten gibt es
mikroskopisch kleine Spalten. Resact konnte sich in diesen Spalten ansammeln und/oder es
konnte an bestimmte Komponenten der Apparatur haften. Bei spiteren Messungen 16st sich

Resact und gelangt so in die Spermien- oder ASW-Losung.
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Die Kontamination war nach Quenched-Flow-Messungen groBBer als nach Stopped-Flow-
Messungen. Bei den Quenched-Flow-Messungen wurden gréflere Volumina und hohe Resact-
Konzentrationen mit bis zu 7-mal hoheren Flussgeschwindigkeiten durch die Apparatur
gepresst. Dabei gelangte wahrscheinlich mehr Resact in die Spalten des Rohrensystems als bei
den Stopped-Flow-Messungen.

Haufig konnte die Kontamination nicht durch ,,einfaches® Waschen der Apparatur mit ASW
entfernt werden. Deshalb probierte ich weitere Wasch-Methoden aus:

1. Waschen mit destilliertem H,O, ASW, Ethanol, 0,1 M HCI oder 0,1 M NaOH.

2. Inkubation der Apparatur mit einer Spermiensuspension fiir 5-60 min. Wegen der hohen
Affinitdt des Resact-Rezeptors (siehe 3.2.2.3) sollten selbst geringe Resact-
Kontaminationen entfernt werden.

3. Inkubation der Apparatur mit der thermophilen Protease Thermolysin {iber Nacht bei
60°C. Die Sequenz von Resact ldsst erwarten, dass Resact an drei Stellen durch
Thermolysin gespalten wird.

4. Ausbau und Reinigung des Rohrensystems, der Kiivette und der Spritzen mit 0,1 M
NaOH und 0,1 M HCI.

Je nach Hartnickigkeit der Kontamination musste man die Waschschritte mehrmals
wiederholen oder miteinander kombinieren. Tab. 3.2 fasst die wirkungsvollsten

Reinigungsmethoden zusammen.

Tab. 3.2: Methoden zur Dekontamination des Messstands von Resact.

Resact- Dekontaminationsverfahren
Konzentration
<1nM 1. Mehrmaliges Waschen mit dest. H,O und ASW.

2. Lie sich noch eine Kontamination nachweisen, wurden die
Waschschritte wiederholt oder die Apparatur wurde mit
verdiinntem dry sperm inkubiert.

Waschen mit Ethanol und dest. H,O.

Waschen mit ASW, dest. H,O und HCI.

Inkubation mit verdiinntem dry sperm.

Waschen mit Ethanol und dest. H,O.

Liel sich noch eine Kontamination nachweisen, wurden die

Waschschritte wiederholt und die Apparatur zusitzlich mit NaOH

inkubiert.

5. Im Falle einer noch hartnickigeren Kontamination, wurde die
Apparatur auseinander gebaut und die Einzelteile wurden mit
NaOH und HCI gereinigt.

6. Waschen mit dest. H,O.

>1nM

el B e

Die angegebene Resact-Konzentration gibt den im vorangegangenen Experiment eingesetzten
Konzentrationsbereich an.
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Bei den Quenched-Flow-Messungen an A. amurensis-Spermien gab es kein
Kontaminationsproblem mit Asterosap. Nach einem Experiment reichte es aus, den Messstand

griindlich mit H,O zu spiilen, um Asterosap zu entfernen.

3.1.2 Stopped-Flow-Messungen

Mit der Stopped-Flow-Methode habe ich fluoreszenz-optische Messungen an Spermien
durchgefiihrt, die mit Ca®*- oder pH-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffen beladen waren. Dadurch
war es erstmals moglich, die Resact-induzierte Anderung der Ca**-Konzentration und des pH-
Werts an intakten Spermien zeitlich aufgeldst zu messen.

3.1.2.1 Ca’*-Messungen

3.1.2.1.1 Beschreibung des Resact-induzierten Caz+-Signals

In diesem Kapitel wird der Zeitverlauf der Fluoreszenzsignale von Spermien, die mit dem Ca*'-

Indikator Fluo-4 beladen waren, exemplarisch beschrieben.
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Abb. 3.2: Exemplarische Darstellung eines Resact-induzierten Ca’**-Signals. (a) Fluoreszenzsignale von
Spermien, die zum Zeitpunkt t = 0 mit ASW (schwarze Kurve) oder Resact-haltigem ASW (25pM

Endkonzentration Resact; blaue Kurve) gemischt wurden. Der Stern (*) zeigt den Zeitpunkt an, an dem der Wert
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der Basalfluoreszenz bestimmt wurde. (b) Dieselben Kurven wie (a), aber auf einer ldngeren Zeitskala. Die zwei
Sterne (**) markieren den als ,,Schulter” bezeichneten Teil des Signals. Die Fluoreszenzsignale wurden in eine

Waschphase (1), eine Stimulationsphase (2) und eine Messphase (3) unterteilt (Details siche Text).

Abb. 3.2 zeigt die Fluoreszenzsignale von stimulierten Spermien (25 pM Resact; blaue Kurve)
und von unstimulierten Spermien (schwarze Kurve) auf verschieden langen Zeitskalen. Die
Fluoreszenzsignale kann man in drei Phasen unterteilen, die ich als Waschphase (1),
Stimulationsphase (2) und Messphase (3) bezeichnet habe. Im folgenden méchte ich die Phasen
anhand des Resact-induzierten Fluoreszenzsignals erkléren.

Wihrend der Waschphase (1) wird die Messkiivette mit Puffer gewaschen, um die Spermien
der vorherigen Messung aus der Messkiivette zu entfernen. Dadurch fillt die Fluoreszenz
zunédchst sprunghaft ab (Abb. 3.2a). Wenn die Messkiivette nur noch Puffer enthilt, ist das
Fluoreszenzsignal sehr klein und konstant, oder ganz verschwunden.

Wihrend der Stimulationsphase (2) werden die Spermien mit Resact stimuliert. Dazu werden
die Spermien und der Resact-haltige Puffer fiir 200 ms kontinuierlich durch die Mischkammer
und von dort in die Messkiivette gepresst. So wird der Wasch-Puffer aus der Messkiivette
herausgespiilt und durch die neue Spermiensuspension ersetzt. Die Flussgeschwindigkeit betrug
1 ml/s. Bei dieser Flussgeschwindigkeit bendtigt die Spermiensuspension 31 ms von der
Mischkammer bis zur Messkiivette. Diese Zeit bezeichnet man als Tot-Zeit. Wéhrend der Tot-
Zeit reagieren die Spermien schon mit Resact, ohne dass das Fluoreszenzsignal gemessen
werden kann. Alle Spermien haben also schon 31 ms lang mit Resact reagiert, wenn das
Fluoreszenzsignal in der Kiivette gemessen wird. Die Tot-Zeit bestimmt also die Zeitauflosung
der Methode. Das Fluoreszenzsignal steigt sprunghaft an, sobald die ersten Spermien die
Messkiivette erreichen. Erst gegen Ende von Phase 2, wenn die Messkiivette vollstindig mit
Spermien gefiillt ist, ist das Fluoreszenzsignal maximal.

Wihrend der Messphase (3) findet die eigentliche Messung statt. Es werden keine weiteren
Spermien mehr durch die Messkiivette gepresst (,,Stopped-Flow*), so dass sich der Inhalt der
Messkiivette nicht mehr dndert. Die Resact-induzierte Fluoreszenzénderung der Spermien kann
zeitlich verfolgt werden. Auf Grund der Tot-Zeit sind die Spermien zu Beginn von Phase 3
schon 31 ms lang mit Resact stimuliert worden. Der eigentliche Zeitpunkt der Resact-
Stimulation liegt daher schon in Phase 2 und ist in der Abbildung als Zeitpunkt t = 0
angegeben.

In stimulierten sowie in unstimulierten Spermien nimmt innerhalb der ersten ~ 0,2 s von Phase

3 die Fluoreszenz geringfiigig um etwa 2 mV ab. Danach bleibt das Fluoreszenzsignal in
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unstimulierten Spermien konstant (Abb. 3.2a; schwarze Kurve). Diese Fluoreszenzabnahme

hingt von der Anwesenheit von Spermien ab, da man keine Fluoreszenzabnahme beobachtet,

wenn man eine Spermien-freie, Ca’"-haltige Fluo-4-Losung mit einer Pufferldsung mischt

(Daten nicht gezeigt). Die Ursache fiir die Fluoreszenzabnahme ist unbekannt. Unter 3.1.2.1.2

wird gezeigt, dass die Fluoreszenzabnahme jedoch nicht auf einer Abnahme der Ca®'-

Konzentration beruht.

In stimulierten Spermien steigt das Signal nach einer Latenz-Zeit von ~ 0,3 s deutlich an und

erreicht innerhalb von weiteren ~ 0,5 s sein Maximum (Abb. 3.2a; blaue Kurve). Nachdem das

Signal ein Maximum erreicht hat, nimmt es ab (Abb. 3.2b). Diese Abnahme ist durch eine

,»Schulter charakterisiert (in Abb. 3.2b mit ** markiert), von der das Signal langsam weiter

abnimmt. Diese Schulter kann in ihrer Ausprigung und Form variieren. Im nichsten Kapitel

werde ich zeigen, dass es sich bei dem transienten Fluoreszenzanstieg um eine Erhéhung der

intrazelluldren Ca**-Konzentration handelt.

Ich bezeichne den Wert der Fluoreszenz unmittelbar vor dem Resact-induzierten

Fluoreszenzanstieg als Basalfluoreszenz (in Abb. 3.2a mit * markiert). Die Basalfluoreszenz

hingt von der Spermiendichte, der intrazelluliren Fluo-4-Konzentration und von der

intrazelluldren Ca**-Konzentration ab; Sie variierte zwischen ~ 20 mV und 80 mV (bei 600 V

Spannung an der Photomultiplier-Réhre).

Aus dem Experiment kann man drei Schlussfolgerungen ziehen:

1.  Der Anstieg der Fluoreszenz in stimulierten Spermien wihrend Phase 3 ist ein Resact-
induziertes Signal.

2.  Die geringe Fluoreszenzabnahme innerhalb der ersten ~ 0,2's von Phase 3 ist nicht
Resact-induziert.

3. Die Tot-Zeit ist wesentlich kiirzer als die Latenz-Zeit der Resact-induzierten
Fluoreszenzdnderung. Deshalb kann man die Resact-induzierte Fluoreszenzianderung
vollsténdig verfolgen.

In den folgenden Abbildungen werden die Fluoreszenzsignale auf eine einfachere Art

dargestellt.
1. Die Resact-induzierte Fluoreszenzianderung wird ab dem Zeitpunkt t = 0 gezeigt.
2. Der Wert der Basalfluoreszenz wurde vom Originalsignal subtrahiert, sodass nur die

Basislinie und die Resact-induzierte Fluoreszenzinderung zu sehen sind.
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3.1.2.1.2 Das Resact-induzierte Fluoreszenzsignal zeigt eine Anderung der

. . -+ .
intrazelluliren Ca*’-Konzentration an

Zwei Kontrollexperimente sollten priifen, ob die Resact-induzierte Fluoreszenzédnderung auf
einer Anderung der intrazelluliren Ca’’-Konzentration beruht. Bei dem ersten
Kontrollexperiment wurden die Spermien zusitzlich zu Fluo-4 mit dem zellpermeablen, nicht-
fluoreszierenden AM-Ester des Ca”*-Puffers BAPTA beladen und dann mit 12,5 pM Resact
stimuliert (Abb. 3.3).

Abb. 3.3: Resact-induzierte Ca**-Signale von Spermien mit bzw. ohne intrazellulirem BAPTA. Spermien
wurden mit Fluo-4 und mit (+) bzw. ohne (-) 300 uM BAPTA-AM beladen. Die Spermien wurden zum Zeitpunkt
t = 0 mit 12,5 pM Resact stimuliert. Bei den Signalen handelt es sich um Originalsignale, d.h. der Wert der

Basalfluoreszenz wurde nicht vom Signal subtrahiert.

Die Abbildung zeigt die Resact-induzierten Fluoreszenzsignale mit bzw. ohne BAPTA.
Wihrend man ohne BAPTA die typische Form einer Resact-induzierten Fluoreszenzénderung
sieht, wird mit BAPTA die Fluoreszenzénderung nahezu vollstindig unterdriickt. Auerdem
nimmt durch BAPTA der Wert der Basalfluoreszenz um ~ 15 mV ab (von 43,5 mV auf
28,5 mV). Die gleiche Wirkung von BAPTA wurde beobachtet, wenn man die Spermien mit
125 pM Resact stimulierte (Daten nicht gezeigt).

Durch die Ca*"-Pufferwirkung von BAPTA wird die intrazellulire Ca®"-Anderung ,,gepuffert*.

Aus diesem Grund ist die Resact-induzierte Fluoreszenzédnderung nur noch sehr klein. Das
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Experiment zeigt, dass die Fluoreszenzinderung auf einer Anderung der intrazelluliren Ca®'-
Konzentration beruht.

Unter 3.1.2.1.1 wurde beschrieben, dass sowohl in stimulierten als auch in unstimulierten
Spermien die Fluoreszenz innerhalb der ersten ~ 0,2s geringfiigig abnimmt. Diese
Fluoreszenzabnahme beobachtet man auch bei BAPTA-beladenen Spermien. Dies ist ein
weiterer Hinweis darauf, dass die Fluoreszenzabnahme nicht eine Abnahme der intrazelluldren
Ca”"-Konzentration anzeigt.

Das Experiment mit BAPTA erlaubt nicht, zwischen einem Ca®’-Einstrom aus dem
extrazelluliren Medium und einer Ca®’-Freisetzung aus intrazelluliren Speichern zu
unterscheiden. Deshalb untersuchte ich die Resact-induzierte Fluoreszenzinderung in Ca®'-
freiem ASW (Ca**-Konzentration < 1 pM). Dazu wurden Spermien in ASW im
Volumenverhiltnis 1:1 mit 0CaASW gemischt. 0CaASW enthélt nominal kein Ca®’, aber
11 mM EGTA.

AFs1g (mV)

Abb. 3.4: Resact-induzierte Ca**-Signale mit bzw. ohne extrazellulirem Ca*". Fluo-4-beladene Spermien in
ASW wurden zum Zeitpunkt t = 0 in gleichen Teilen mit 0CaASW (-) oder ASW (+) gemischt. Die Spermien

wurden ohne (tiirkise Kurven) oder mit 12,5 pM Resact (blaue Kurven) stimuliert.

Abb. 3.4 zeigt die Fluoreszenzsignale von stimulierten (12,5 pM Resact; blaue Kurven) und
unstimulierten (tiirkise Kurven) Spermien in Ca2+—haltigem (+) bzw. Ca*'-freiem (-) ASW. In
Ca’"-haltigem ASW zeigen die Fluoreszenzsignale von stimulierten Spermien und von

unstimulierten Spermien ihre jeweils typische Form (Abb. 3.4). Dagegen wird in Ca*'-freiem
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ASW kein Resact-induzierter Fluoreszenzanstieg beobachtet. Die Fluoreszenz nimmt sogar
langsam ab - in stimulierten wie auch in unstimulierten Spermien.

Anhand der Ergebnisse dieses Experimentes interpretiere ich den transienten Verlauf der
Resact-induzierten Fluoreszenzinderung in Ca®*-haltigem ASW wie folgt:

Der Fluoreszenzanstieg beruht darauf, dass durch Resact Ca*"-Kanile gedffnet werden: Ca*"
stromt in die Spermien. Die anschlieBende Fluoreszenzabnahme beruht darauf, dass die Ca*'-
Kanile schlieBen und Na'/Ca®*-Austauscher oder Ca® -ATPasen aktiviert werden, die Ca®" aus
den Spermien transportieren.

Die langsame Fluoreszenzabnahme in Ca**-freiem ASW interpretiere ich so, dass sich in Ca*'-
freiem Medium langsam eine niedrigere intrazellulire Ca®’-Konzentration einstellt, die
wahrscheinlich durch die Aktivitit eines Na'/Ca’'-Austauschers oder einer Ca’’-ATPase

vermittelt wird.

3.1.2.1.3 Werden die Messsignale durch den Mischvorgang beeintrichtigt?

Die Spermien werden beim Mischen in der Stopped-Flow-Apparatur mit Resact-haltigem ASW
Scherkréften ausgesetzt, die mit der Flussgeschwindigkeit zunehmen. Es sollte untersucht
werden, ob die Flussgeschwindigkeit einen Einfluss auf das Resact-induzierte
Fluoreszenzsignal hat. Dazu habe ich Spermien bei Flussgeschwindigkeiten von 1 bis 6 ml/s

mit 25 pM Resact stimuliert (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: Resact-induziertes Ca>*-Signal bei verschiedenen Flussgeschwindigkeiten. (a) Zum Zeitpunkt t = 0

wurden die Spermien mit 25 pM Resact stimuliert. Die Flussgeschwindigkeiten betrugen 1 bis 6 ml/s und sind in
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den Farben der dazugehdrenden Kurven angegeben. (b) zeigt die Werte der Basalfluoreszenz von Originalsignalen

in Abhéngigkeit von der Flussgeschwindigkeit.

Abb. 3.5a zeigt, dass der Zeitverlauf bzw. die Form der Resact-induzierten Ca®**-Signale
unabhingig von der Flussgeschwindigkeit ist. Die geringe Variation der Amplitude wurde auch
bei Ca’*-Signalen beobachtet, die bei ein und derselben Flussgeschwindigkeit gemessen
worden sind.

In Abb. 3.5b ist der Wert der Basalfluoreszenz der Originalsignale in Abhingigkeit von der
Flussgeschwindigkeit gezeigt. Die Spermien sind gleich lang mit Fluo-4 beladen worden.
Deshalb sollte die Basalfluoreszenz unabhédngig von der Flussgeschwindigkeit sein. Die
Basalfluoreszenz steigt jedoch um maximal ~ 10% mit zunehmender Flussgeschwindigkeit an.
Diese Beobachtung ldsst vermuten, dass mit zunehmenden Scherkriften schon wahrend des
Mischens entweder Ca®" in die Spermien stromt oder Fluo-4 aus den Spermien in das Ca”'-
haltige Medium freigesetzt wird.

Um eine Schiddigung der Spermien zu vermeiden, habe ich in allen Stopped-Flow-

Experimenten - falls nicht anders angegeben - eine Flussgeschwindigkeit von 1 ml/s verwendet.

3.1.2.1.4 Welchen Einfluss hat die Beladungsdauer mit Fluo-4 auf die Form des

Ca’*-Signals?

Um den Ca”*-Einstrom messen zu kénnen, miissen die Spermien zunichst mit Fluo-4 beladen
werden. Da Fluo-4 die Zellmembran nicht durchdringen kann, wurden die Spermien mit dem
membrangingigen Acetoxymethylester des Fluo-4 (Fluo-4AM) inkubiert. Zelleigene
unspezifische Esterasen hydrolysieren Fluo-4AM zu Fluo-4, das sich in den Spermien
anreichert (zur Ubersicht siche Haugland, 1996).

Das Signal-Rausch-Verhiltnis der Fluoreszenzsignale sollte moglichst grof3 sein. Die Grofle
des Signal-Rausch-Verhiltnisses hidngt von der Signalamplitude und damit von der
intrazelluldren Fluo-4-Konzentration ab. Die intrazelluldre Fluo-4-Konzentration nimmt mit der
Beladungsdauer zu; es erscheint deshalb sinnvoll, die Spermien moglichst lange zu beladen.
Durch die Hydrolyse von Fluo-4AM wird jedoch der Acetoxymethoxylester freigesetzt, der
zytotoxisch auf die Spermien wirken konnte. Des Weiteren konnten hohe intrazelluldre Fluo-4-
Konzentrationen den Ca®’-Haushalt der Spermien verindern, da Fluo-4 als Ca*"-Puffer wirkt.

Ein verdnderter Ca*"-Haushalt konnte die Reaktion der Spermien auf Resact verindern. Aus
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diesen Griinden war es wichtig, die Beladungsdauer zu ermitteln, bei der das Signal-Rausch-
Verhéltnis groB3 ist, die Spermien jedoch noch nicht durch die Beladung mit Fluo-4
beeintrachtigt werden.

Deshalb untersuchte ich zunéchst, wie schnell sich Fluo-4 in Spermien anreichert. Hierzu
wurden die Spermien unterschiedlich lang mit Fluo-4AM inkubiert und anschlieend mit dem
Detergenz TritonX-100 lysiert. Da Fluo-4AM im Vergleich zu Fluo-4 nur schwach fluoresziert,
konnte die Fluo-4-Konzentration des Lysats fluorimetrisch bestimmt werden, ohne dass Fluo-
4AM aus dem Medium entfernt werden musste. In Abb. 3.6a wird das Ergebnis dieser

Messungen dargestellt.
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Abb. 3.6: Intrazellulire Fluo-4-Konzentration und Resact-induziertes Ca**-Signal in Abhiingigkeit von der
Beladungsdauer mit Fluo-4AM. (a) Die Spermien wurden unterschiedlich lang mit Fluo-4AM inkubiert. Danach
wurden die Zellen mit TritonX-100 lysiert und die intrazellulére Fluo-4 Konzentration wurde bestimmt. Der Graph
zeigt die Fluo-4-Konzentration in Abhéngigkeit von der Beladungsdauer. (b) Nach unterschiedlich langer

Beladungsdauer wurden die Spermien mit 12,5 pM Resact stimuliert. Die Beladungsdauer ist in der Farbe der
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dazugehorigen Kurven angegeben. In (c) ist die maximale Signalamplitude gegen die Beladungsdauer aufgetragen.
(d) Die Normierung der Ca**-Signale auf die maximale Signalamplitude erlaubt den Vergleich der Form nach

unterschiedlich langer Beladungsdauer.

Abb. 3.6a zeigt, dass die intrazelluldre Fluo-4-Konzentration iiber 2 h kontinuierlich auf etwa
200 puM ansteigt. Danach beginnt die Fluo-4-Konzentration zu sittigen.

Als nichstes untersuchte ich, wie sich die Form der Resact-induzierten Ca*"-Signale mit der
Beladungsdauer verdndert. Dazu wurden die Spermien unterschiedlich lang mit Fluo-4 beladen
und anschlieBend mit 12,5 pM Resact stimuliert. Abb. 3.6b zeigt, dass mit der Beladungsdauer
die Amplitude der Ca**-Signale groBer wird. Dies wird besonders deutlich, wenn man die
maximalen Signalamplituden gegen die Beladungsdauer auftrigt (Abb. 3.6¢). Werden die Ca”*-
Signale auf die maximale Signalamplitude normiert, ldsst sich die Form der Ca®'-Signale nach
unterschiedlicher Beladungsdauer vergleichen (Abb. 3.6d). Die Abbildung zeigt, dass sich die
Form der Ca*"-Signale nicht mit der Beladungsdauer #ndert.

Fiir alle weiteren Ca”"-Messungen betrug die Beladungsdauer zwischen 45 und 60 min, selten
auch bis zu 120 min. Innerhalb dieses Zeitraums war das Signal-Rausch-Verhiltnis der Ca®"

Signale groB.

3.1.2.1.5 Welcher Puffer ist am besten fiir die Beladung der Spermien mit Fluo-4

geeignet?

Andere Arbeitsgruppen (z.B. Schackmann & Chock, 1986; Nishigaki et al., 2001) haben
Seeigel-Spermien mit Ca®’-Indikatoren in modifizietem ASW beladen. Die Ca®'-
Konzentration des modifizierten ASW betrug 1 mM und der pH-Wert der Losung lag bei 7,0
(ASW7,0L). Der geringere pH-Wert verringert die Motilitit der Spermien und damit ihren
Stoffwechsel (Bracho et al., 1997). Dadurch sollte es moglich sein, die Spermien fiir mehrere
Stunden oder sogar iiber Nacht mit dem Ca®’-Indikator zu beladen (miindliche Mitteilung A.
Darszon). Meine Experimente zeigen, dass eine Inkubationszeit von ~ 1 h mit Fluo-4AM
ausreicht (3.1.2.1.4). Bei einer so kurzen Inkubationszeit ist es nicht notwendig die Spermien in
ASW bei pH7,0 zu beladen. Die niedrigere Ca*-Konzentration in ASW7,0L wurde damit
begriindet, dass sich im Vergleich zu normalem ASW die intrazellulidre Ca**-Konzentration der
Spermien selbst bei einer langen Beladung nicht erhoht. Dadurch sollen die Eizellpeptid-

induzierte Ca**-Signale groB werden (miindliche Mitteilung A. Darszon).
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Ein Kontrollexperiment sollte Aufschluss dariiber geben, ob das Ca’’-Signal von dem
Beladungspuffer - ASW versus ASW7,0L — abhéingt. Dazu wurden Spermien fiir 1 h entweder
in ASW oder in ASW7,0L mit Fluo-4 beladen, anschlieBend 20-fach mit ASW verdiinnt und

dann mit verschiedenen Resact-Konzentrationen stimuliert (Abb. 3.7).
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Abb. 3.7: Resact-induziertes Ca2+-Signal von Spermien, die in ASW oder ASW7,0L beladen wurden. Die
Spermien wurden mit Fluo-4AM inkubiert. Die eine Halfte der Spermienstammsuspension wurde in ASW7,0L
(graue Kurven) und die andere Hélfte in ASW (schwarze Kurven) inkubiert. Die Spermien wurden zum Zeitpunkt
t = 0 mit 2,5 pM (a), 6,25 pM (b) und 25 pM Resact (¢) stimuliert. Die zwei Sterne (**) markieren den als

Schulter bezeichneten Teil des Signals.
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Die Resact-induzierten Ca2+-Signale von Spermien, die in ASW7,0L beladen wurden, sind
mehr als doppelt so groB wie nach der Beladung in ASW. AuBerdem héngt die Form der Ca*'-
Signale von dem Beladungspuffer ab. In ASW zeigen die Signale ihre schon bekannte Form,
wiéhrend bei Spermien, die in ASW7,0L beladen wurden, die ,,charakteristische* Schulter erst
ab einer Resact-Konzentration von 6,25 pM zu erkennen ist (Abb. 3.7 **). In ASW7,0L scheint
die Schulter ab Resact-Konzentration = 6,25 pM zunehmend grofer zu werden, so dass
zwischen dem ersten Maximum und der Schulter das Signal kaum (6,25 pM) oder nicht mehr
abnimmt (25 pM).

Obwohl das Signal-Rausch-Verhiltnis etwas besser war, wenn man die Spermien in ASW7,0L
beladen hat, verwendete ich ASW, da dieser Puffer den physiologischen Bedingungen am

nichsten kommt.

3.1.2.1.6 Ist es notwendig den extrazelluliiren Indikator nach der Beladung zu

entfernen?

Werden Zellen mit dem AM-Ester eines Indikators z.B. Fluo-4 inkubiert (Fluo-4AM), so wird
nur ein Bruchteil des Indikators aufgenommen (Haugland, 1996). Das nicht-fluoreszierende
Fluo-4AM wird in den Zellen zu Fluo-4 hydrolysiert, das Ca’"-abhingig fluoresziert.
Molecular Probes, der Hersteller von Fluo-4, empfiehlt den extrazelluliren AM-Ester der
Indikatoren nach der Beladung zu entfernen. Der extrazelluldre Indikator wird entfernt, indem
man die Spermien abzentrifugiert, den Uberstand verwirft und das Spermienpellet in
»frischem* ASW ohne Indikator resuspendiert. Durch diesen Waschschritt wird die Beladung
gestoppt. Durch den Waschschritt wird auch extrazelluldres Fluo-4 entfernt, das entsteht, wenn
Fluo-4AM durch primére oder sekundidre Amine im Beladungspuffer hydrolysiert wird. Ich
habe aber keinen Hinweis, dass unter den Inkubationsbedingungen Fluo-4 im extrazelluldren
Medium entsteht. SchlieBlich kann der Indikator schon wéhrend der Beladung durch
Transporter wieder aus den Zellen in das Medium transportiert werden (Kao, 1994). Auch
dieser Mechanismus wiirde die Fluo-4-Konzentration im Suspensionsmedium — und damit die
Basalfluoreszenz erh6hen.
Aus den folgenden Uberlegungen schien es jedoch sinnvoll zu sein, den extrazelluliren AM-
Ester des Indikators nicht zu entfernen:
1. ASW enthélt keine Amine. Deshalb kann man davon ausgehen, dass Fluo-4AM nicht
hydrolysiert wird.
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2. Die Form der Ca”"-Signale hingt nicht von der Beladungsdauer ab (3.1.2.1.4). Deshalb
ist es nicht notwendig, die Beladung zu stoppen. Auflerdem wird durch die Verdiinnung
des Beladungsansatzes mit ASW die Fluo-4AM-Konzentration 20-fach reduziert,
wodurch die Beladung stark verringert oder ganz unterbunden wird.

3. Die Zentrifugation und die anschlieBende Resuspension konnten die Spermien
schédigen und beanspruchen Zeit.

Ich habe gepriift, ob sich die Resact-induzierten Ca®'-Signale gewaschener und ungewaschener

Spermien voneinander unterscheiden (Abb. 3.8).
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Abb. 3.8: Normalisierte Resact-induzierte Ca’*-Signale mit und ohne extrazellulirem Fluo-4AM. Die
Spermien wurden zum Zeitpunkt t = 0 mit 25 pM Resact stimuliert. Dargestellt ist der Zeitverlauf der Ca**-Signale
mit extrazellulirem Fluo-4AM (graue Kurve) bzw. nach Entfernung von Fluo-4AM (schwarze Kurve). Die Ca*'-

Signale wurden auf den maximalen Fluoreszenzwert normiert.

Abb. 3.8 zeigt, dass sich die Form der Ca®"-Signale mit und ohne extrazellulirem Indikator nur
wenig unterscheiden. Im Vergleich zu ungewaschenen Spermien zeigt das Ca*'-Signal bei
gewaschenen Spermien jedoch nur ein einziges Maximum, das mit der Schulter bzw. dem
zweiten Maximum ungewaschener Spermien zeitlich zusammenfillt. Die Ca®’-Signale
gewaschener und ungewaschener Spermien klingen nach Erreichen der Schulter gleich schnell
ab.

Dieses Experiment zeigt, dass der Waschschritt die Form des Ca*'-Signals etwas verindert.

Deshalb wurde in den Experimenten auf den Waschschritt verzichtet.
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3.1.2.1.7 Andert sich die Form des Ca**-Signals wihrend eines Experiments?

Ein typisches Experiment, bei dem die Ca*'-Signale nach Stimulation mit verschiedenen
Resact-Konzentrationen gemessen werden, lduft wie folgt ab:

Die Fluo-4-beladenen Spermien werden 20-fach mit ASW verdiinnt. Von der verdiinnten
Spermiensuspension werden 100 ul fiir die Messung eines Ca*’-Signals benétigt. Da im
Verlauf eines Experimentes ~ 30 Ca”’-Signale aufgenommen wurden, wurden ~ 3 ml der
verdiinnten Spermiensuspension in eine Spritze der Stopped-Flow-Apparatur gefiillt. Abhingig
von der Messzeit pro Ca®"-Signal (meistens bis zu 30 s), dauerte das gesamte Experiment bis zu
~ 30 min. Deshalb befanden sich die Spermien unterschiedlich lange als verdiinnte Suspension
in der Spritze (,,Spermienalter*).

Ich untersuchte, ob sich das Alter der Spermien auf Form und Amplitude der Ca*"-Signale
auswirkt, indem ich die Resact-induzierten Ca”-Signale von unterschiedlich ,,alten* Spermien

miteinander verglich (Abb. 3.9).
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Abb. 3.9: Verinderung des Resact-induzierten Ca**-Signals im Laufe eines Experiments. Fluo-4-beladene

Spermien wurden in die Stopped-Flow-Apparatur gefiillt und unterschiedlich lang in der Spritze gelagert. Zum
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Zeitpunkt t = 0 wurden die Spermien mit 2,5 pM (a), 25 pM (b) und 250 pM Resact (¢) stimuliert. Die Farben der
Kurven entsprechen den unterschiedlichen Verweildauern (siche a). Maximale Amplitude (d), Latenz-Zeit (e) und
Basalfluoreszenz (f) der Signale aus (a, b, c). Die Fehlerbalken (f) geben die Standardabweichung von den
Mittelwerten der Basalfluoreszenzen aus (a, b, ¢) an. Die zwei Sterne (**) markieren den als ,,Schulter*

bezeichneten Teil des Signals.

Abb. 3.9a-c zeigt die Ca’"-Signale von Spermien, die zwischen 2 und 30 min alt waren. Des
Weiteren zeigt die Abbildung (d-f) die Amplitude, Latenz-Zeit und die Basalfluoreszenz der
Ca’'-Signale in Abhingigkeit vom Spermienalter.

Die Form der Ca*"-Signale hingt — unabhiingig von der Resact-Konzentration - vom Alter der
Spermien ab (Abb. 3.9a-c). Insbesondere verdndern sich Geschwindigkeit und Form der
Fluoreszenzabnahme nach Erreichen des ersten Maximums. Bei einem Spermienalter von 10
min entwickelt sich bei der Stimulation mit 2,5 pM Resact eine Schulter (**). Bei 25 bzw.
250 pM Resact ist die Schulter von Anfang an vorhanden, sie wandelt sich mit zunehmendem
Spermienalter jedoch in ein zweites Maximum. Sind die Spermien édlter als 20 min, so ist bei
Stimulation mit 250 pM Resact das zweite Maximum sogar grofer als das erste Maximum.

Die Signalamplituden sind - unabhingig von der Resact-Konzentration — am Anfang des
Experiments am kleinsten, d.h. wenn die Spermien nur 2 min alt sind. Innerhalb der nichsten
3 min steigt die Amplitude an (Abb. 3.9d). Wihrend der nichsten 15 min bleibt die Amplitude
anndhernd konstant, um danach entweder abzunehmen (250 pM Resact), zuzunehmen (25 pM
Resact) oder weiterhin anndhernd konstant zu bleiben (2,5 pM Resact). Die Latenz-Zeit
verkiirzt sich bei 2,5 pM Resact innerhalb der ersten 5 min stark (Abb. 3.9¢). Mit
zunehmendem Spermienalter wird die Latenz-Zeit aber wieder etwas grofler. Bei 25 und
250 pM Resact bleibt die Latenz-Zeit wihrend des ganzen Experiments anndhernd gleich. Die
Basalfluoreszenz nimmt ebenfalls im Laufe des Experiments kontinuierlich zu (Abb. 3.9 f).

Die Verinderungen des Ca®"-Signals innerhalb der ersten 5 min sind vielleicht auf Inhaltsstoffe
im dry-sperm zuriickzufiihren. Wiahrend der Fluo-4-Beladung der Spermien liegen diese
Inhaltsstoffe noch in relativ hoher Konzentration vor. Durch die 20-fache Verdiinnung nach der
Beladung konnte die Konzentration der Inhaltsstoffe so weit abgesenkt werden, dass sie nicht
mehr wirksam sind. Dadurch konnten Prozesse aktiviert werden, welche die
Spermienphysiologie und damit auch das Ca’*-Signal beeinflussen. Die Ursachen fiir die
Verdnderung der Form wihrend der folgenden 25 min sind unbekannt.

Da die Ca”"-Signale von 5 — 20 min alten Spermien, am wenigsten variieren, habe ich die Ca*'-

Signale in diesem Zeitraum gemessen.
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3.1.2.1.8 Andern sich Form und Amplitude der Ca**-Signale im Laufe der Laichzeit?

Es sollte untersucht werden, ob sich die Resact-induzierten Ca**-Signale im Laufe der Laichzeit
(Mai bis September) dndern. Abb. 3.10 zeigt Amplitude, Latenz-Zeit und Steigung von Ca®"-
Signalen, die durch 6,25 pM Resact ausgeldst wurden.
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Abb. 3.10: Amplitude, Latenz-Zeit und Steigung des Resact-induzierten Ca**-Einstroms im Verlauf der
Laichzeit. Maximale Amplitude (a), Latenz-Zeit (b) und auf die maximale Amplitude normalisierte Steigung (c)
von Ca’-Signalen wihrend der Laichzeit. Bei 7 Ca**-Signalen, die Mitte August gemessen wurden, betrug die

maximale Amplitude zwischen 0 und 2 mV.

Trigt man die Amplitude der Ca**-Signale in Abhingigkeit vom Datum der Messung auf, so

sicht man, dass die Amplituden bis Mitte August ohne erkennbare Tendenz zwischen 2 und 51
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mV variieren (Abb. 3.10a). Nach Mitte August induzierte Resact bei 8 von 17 Messungen
keinen oder nur einen sehr kleinen Ca®-Einstrom (< 5mV). Die Latenz-Zeit und die
normalisierte Steigung variieren bis Mitte August kaum (Abb. 3.10b, c). Ab Mitte August
wurden bei den beiden Parametern auch groflere Werte bestimmt. Diese Werte wurden an den
Signalen mit sehr kleinen Amplituden bestimmt. Eine Ursache dafiir, dass die Werte grof3 sind,
ist nicht bekannt.

Die groBe Variation der Amplitude ist teilweise darauf zuriickzufiihren, dass Suspensionen mit
unterschiedlicher Spermiendichte eingesetzt worden sind. Die Variation beruht vermutlich auch
darauf, dass die Spermien von Tier zu Tier unterschiedlich empfindlich auf Resact reagieren.
Die sehr kleinen Ca®’-Signale ab Mitte August beruhen vermutlich darauf, dass die Laichzeit
dem Ende zuging. Am Ende der Laichzeit kdnnten in den Seeigeln Prozesse aktiviert werden,
welche die physiologischen Eigenschaften der Spermien, wie z.B. den Ca’'-Einstrom,
verdndern.

Wenn die Amplituden der Ca®-Signale < 5 mV waren (6,25 pM Resact), wurde die
Spermiensuspension nicht fiir weitere Messungen verwendet und die bereits gemessenen
Signale wurden nicht weiter ausgewertet. Da die Form der Ca**-Signale von Mai bis August
sehr dhnlich ist (Daten nicht gezeigt), wurde das Datum an dem die Ca**-Signale gemessen

wurden, bei der Auswertung der Signale nicht beriicksichtigt.

3.1.2.1.9 Wie reproduzierbar sind hintereinander gemessene Ca**-Signale?

Falls nicht anders angegeben, stellen die gezeigten Ca®*-Signale immer den Mittelwert aus 3
bis 4 hintereinander gemessenen Signalen dar. Besonders bei kleinen Ca’‘-Signalen ist es
vorteilhaft mehrere Signale zu mitteln. Das Signal-Rausch-Verhéltnis vergroBert sich ndmlich
mit der Wurzel der Anzahl der gemittelten Signale. Abhingig von der Messzeit pro Ca®*-Signal
bendtigt man ~2 min um 3 bis 4 Ca’*-Signale aufzunehmen. Unter 3.1.2.1.7 wurde gezeigt,
dass sich die Form der Ca®'-Signale innerhalb der 2 min nicht systematisch dndert. In diesem
Kapitel soll untersucht werden, wie reproduzierbar Form und Amplitude der einzelnen Ca®'-
Signale sind, aus denen anschlieBend der Mittelwert berechnet wurde. Dazu wurden vier
hintereinander gemessene Ca’'-Signale miteinander verglichen (25 pM Resact; Abb. 3.11).
Abb. 3.11 zeigt, dass die einzelnen Ca’'-Signale praktisch gleich sind. Der ebenfalls
abgebildete Mittelwert (schwarze Kurve) zeigt, dass das Signal-Rausch-Verhéltnis - wie zu

erwarten - durch das Mitteln verbessert wird.
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Abb. 3.11: Zeitverlauf einzelner Ca’**-Signale und des gemittelten Ca’'-Signals. Spermien wurden zum
Zeitpunkt t = 0 mit 25 pM Resact stimuliert. Dargestellt ist sowohl der Zeitverlauf der einzelnen Signale (farbige

Kurven), als auch der des gemittelten Ca®*-Signals (schwarze Kurve).

3.1.2.2 pH-Messungen
3.1.2.2.1 Beschreibung des Resact-induzierten pH-Signals

Resact induziert in den Spermien einen pH-Anstieg von 7,25 auf 7,34 (Schackmann & Chock,
1986). Um den pH-Anstieg mit der Stopped-Flow-Methode zeitlich aufgelost messen zu
konnen, habe ich die Spermien mit dem pH-sensitiven Fluoreszenzfarbstoftf BCECF beladen. In
diesem Kapitel wird die Form der Fluoreszenzsignale von BCECF-beladenen Spermien
exemplarisch beschrieben. Wie schon unter 3.1.2.1.1 erldutert, kann man die Messsignale in
eine Waschphase, eine Stimulationsphase und eine Messphase unterteilen. Da der Zeitverlauf
des Signals wihrend der Waschphase und der Stimulationsphase bei pH-Messungen und Ca*'-

Messungen gleich ist, werde ich nur die Messphase der pH-Signale beschreiben.
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Abb. 3.12: Exemplarische Darstellung eines Resact-induzierten pH-Signals. Fluoreszenzsignale von
Spermien, die zum Zeitpunkt t = 0 ohne (schwarze Kurve) oder mit 25 pM Resact (blaue Kurve) stimuliert

wurden. Der Stern (*) zeigt den Zeitpunkt an, an dem der Wert der Basalfluoreszenz bestimmt wurde.

Abb. 3.12 zeigt Fluoreszenzsignale von stimulierten Spermien (25 pM Resact; blaue Kurve)
und von unstimulierten Spermien (schwarze Kurve). In unstimulierten Spermien bleibt die
Fluoreszenz praktisch konstant. Bei stimulierten Spermien steigt das Fluoreszenzsignal nach
einer Latenz-Zeit von ~ 0,3 s deutlich an und erreicht innerhalb von weiteren ~2 s einen
maximalen Wert, auf dem das Signal wéihrend der restlichen Messdauer verweilt.

Aus diesem Experiment kann man schlieen, dass der Fluoreszenzanstieg in stimulierten
Spermien ein Resact-induziertes Signal ist. Im nichsten Kapitel werde ich zeigen, dass es sich
bei dem Fluoreszenzanstieg um eine Anderung des intrazelluldren pH-Werts handelt.

Wie bei den Ca2+-Signalen, bezeichne ich bei den pH-Signalen den Wert der Fluoreszenz
unmittelbar vor dem Resact-induzierten Fluoreszenzanstieg als Basalfluoreszenz (in Abb. 3.12
mit * markiert). Die Basalfluoreszenz hidngt von der Spermiendichte, der intrazelluldren
BCECF-Konzentration und vom intrazelluliren pH-Wert ab. Sie variierte zwischen 0,4 V und
1,6V (bei einer Spannung von 500V an der Photomultiplier-Réhre). Um die
Fluoreszenzsignale auf einfachere Art darzustellen, wird in den folgenden Abbildungen, wie
bei den Ca®-Signalen, der Wert der Basalfluoreszenz vom Originalsignal subtrahiert. Es wird

deshalb nur die Basislinie und die Resact-induzierte Fluoreszenzdnderung zu sehen sein.
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3.1.2.2.2 Das Resact-induzierte Fluoreszenzsignal zeigt eine Anderung des pH-Werts

an

Mit zwei Kontrollexperimenten priifte ich, ob die Resact-induzierte Fluoreszenzdanderung auf
einer Anderung des intrazelluliren pH-Werts beruht. Im ersten Experiment wurden die
BCECF-beladenen Spermien in ASW (pH7,5) inkubiert, das den zellpermeablen pH-Puffer
Imidazol (20 mM) enthielt, und anschlieBend mit 6,25 pM Resact stimuliert (Abb. 3.13). Da
der pK von Imidazol bei 7,0 liegt, sollte eine Resact-induzierte pH-Anderung gepuffert werden.

Ohne eine pH-Anderung sollte sich die Fluoreszenz nicht dndern.
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Abb. 3.13: Resact-induzierte Fluoreszenzinderung mit bzw. ohne Imidazol. BCECF-beladene Spermien
wurden 5 min mit 20 mM Imidazol inkubiert und zum Zeitpunkt t = 0 ohne bzw. mit 6,25 pM Resact und 20 mM
Imidazol gemischt (schwarze Kurven). Als Kontrolle wurden BCECF-beladene Spermien ohne Imidazol zum
Zeitpunkt t = 0 ohne bzw. mit 6,25 pM Resact gemischt (graue Kurven). Die Resact-Konzentrationen sind neben
den dazugehoérenden Kurven angegeben. Der Stern (*) markiert den Resact-unabhéngigen Fluoreszenzanstieg

innerhalb der ersten 0,5 s.

Abb. 3.13 zeigt, dass in Resact-stimulierten Spermien mit Imidazol die Fluoreszenz nicht
ansteigt, da die Resact-induzierte Alkalisierung in den Spermien durch Imidazol unterbunden
wird (schwarze Kurve, 6,25 pM Resact).

Auffillig ist, dass mit Imidazol sowohl in stimulierten Spermien als auch in unstimulierten

Spermien die Fluoreszenz wiéhrend der Messung abnimmt. Die Fluoreszenz nimmt in
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stimulierten Spermien schneller ab als in unstimulierten Spermien. Die Fluoreszenz nimmt
weniger ab, wenn man geringere Imidazol-Konzentrationen verwendet (Daten nicht gezeigt).
Die Ursache fiir die Abnahme der Fluoreszenz ist nicht bekannt.

Des Weiteren ist in Abb. 3.13 zu sehen, dass es innerhalb der ersten halben Sekunde zu einem
Resact-unabhéngigen Fluoreszenzanstieg kommt (in Abb. 3.13 mit * markiert). Dieser Anstieg
konnte nur bei einigen Messungen beobachtet werden. Eine Ursache fiir diesen Anstieg ist
nicht bekannt.

In dem zweiten Kontrollexperiment untersuchte ich die Resact-induzierte Fluoreszenzinderung
in Anwesenheit von 10 uM des Protonophors FCCP (Abb. 3.14). Diese Substanz fiihrt zu
einem Zusammenbruch der Protonengradienten iiber der Plasma- und Mitochondrienmembran
(Tretter et al., 1998). Dadurch wird den intrazelluliren Protonen der extrazelluldre Puffer

zugingig, wodurch eine Anderung des pH-Werts unterbunden wird.
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Abb. 3.14: Resact-induzierte Fluoreszenzinderung mit bzw. ohne FCCP. BCECF-beladene Spermien wurden
2 min ohne (graue Kurven) bzw. mit 10 uM FCCP (schwarze Kurven) inkubiert und anschlieBend zum Zeitpunkt t
=0 mit 6,25 pM Resact stimuliert.

Abb. 3.14 zeigt, dass eine 2 min lange Inkubation mit 10 uM FCCP den Fluoreszenzanstieg
vollstdndig verhindert.
Sowohl mit Imidazol als auch FCCP konnte gezeigt werden, dass es zu keinem Resact-

induzierten Fluoreszenzanstieg kommt, wenn man die pH-Anderung unterdriickt. Ich schlieBe
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aus diesen Ergebnissen, dass es sich bei der Resact-induzierten Fluoreszenzidnderung um eine

Anderung des pH-Werts in den Spermien handelt.

3.1.2.2.3 Wie schnell reichert sich BCECF wihrend der Beladung in den Spermien

an?

Um pH-Anderungen messen zu konnen, miissen die Spermien mit BCECF-AM inkubiert
werden. Die Aufnahme von AM-Estern in die Zellen kann erh6ht werden, wenn man das
Dispergenz Pluronic-F-127 dem Beladungspuffer zusetzt (zur Ubersicht siehe Haugland, 1996).
Wurden Spermien mit BCECF-AM in Anwesenheit von 0,01% bis 0,5% Pluronic-F-127
inkubiert, verbesserte sich die Aufnahme des Indikators nicht (Daten nicht gezeigt). Folglich
wurde bei der Inkubation mit BCECF-AM auf Pluronic-F-127 verzichtet.

Das Signal-Rausch-Verhéltnis der Messsignale soll moglichst grof3 sein. Das Signal-Rausch-
Verhiltnis ist um so grofer, je hoher die intrazelluldire BCECF-Konzentration ist. Die Spermien
sollten daher so lange mit BCECF inkubiert werden, bis eine moglichst hohe BCECF-
Konzentration erreicht wurde. Deshalb untersuchte ich, wie schnell sich BCECF in den
Spermien anreichert. Dazu wurden die Spermien unterschiedlich lange mit BCECF-AM
inkubiert und anschlieBend mit dem Detergenz TritonX-100 lysiert. Da BCECF-AM im
Vergleich zu BCECF nicht fluoresziert, konnte die BCECF-Konzentration des Lysats
fluorimetrisch bestimmt werden, ohne dass BCECF-AM aus dem Medium entfernt werden

musste. In Abb. 3.15 ist eine fluorimetrische Messung gezeigt.
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Abb. 3.15: Intrazellulire BCECF-Konzentration in Abhiingigkeit von der Beladungsdauer. Die Spermien
wurden unterschiedlich lange mit 10 uM BCECF-AM inkubiert. Danach wurden die Zellen mit TritonX-100

lysiert und die intrazellulire BCECF-Konzentration wurde bestimmt.
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Abb. 3.15 zeigt, dass die intrazellulire BCECF-Konzentration schon nach 10 min sittigt.
Innerhalb dieser Zeit reichert sich die intrazelluldire BCECF-Konzentration um das ~ 15-fache
an. Fiir die pH-Messungen reichte demnach eine 15 bis 30 min lange Beladung mit BCECF

aus, um eine maximale BCECF-Konzentration in den Spermien zu erhalten.

3.1.2.24 Werden die pH-Signale durch den Mischvorgang beeintrichtigt?
Wie bei den Ca*"-Messungen (3.1.2.1.3) iiberpriifte ich auch bei den pH-Messungen, ob die

pH-Signale durch den Mischvorgang beeinflusst werden. Dazu wurden die Spermien mit

Flussgeschwindigkeiten von 1 bis 6 ml/s mit 125 pM Resact gemischt (Abb. 3.16).
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Abb. 3.16: Resact-induziertes pH-Signal bei verschiedenen Flussgeschwindigkeiten. (a) Zum Zeitpunkt t = 0
wurden die Spermien mit 125 pM Resact stimuliert. Die Flussgeschwindigkeiten betrugen 1 bis 6 ml/s und sind in
den Farben der dazugehdrenden Kurven angegeben. (b) zeigt den Wert der Basalfluoreszenz in Abhingigkeit von

der Flussgeschwindigkeit.

Abb. 3.16a =zeigt, dass die Form der pH-Signale weitgehend unabhingig von der
Flussgeschwindigkeit ist. Die Variation der Amplitude beruht nicht auf den unterschiedlichen
Flussgeschwindigkeit, da die Amplituden auch bei Signalen variieren, die mit der gleichen

Flussgeschwindigkeit gemessen wurden. Derartig groe Variationen konnten auch bei pH-
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Signalen beobachtet werden, die bei derselben Flussgeschwindigkeit gemessen wurden (Daten
nicht gezeigt).

In Abb. 3.16b sind die Werte der Basalfluoreszenz in Abhéngigkeit von der
Flussgeschwindigkeit gezeigt. Die Werte sind zwar bei den verschiedenen
Flussgeschwindigkeiten unterschiedlich groB3, zeigen jedoch keine Abhingigkeit von der
Flussgeschwindigkeit. Unterschiedliche Werte der Basalfluoreszenz sind auch bei pH-Signalen
zu beobachten, die bei derselben Flussgeschwindigkeit gemessen wurden. Die Ursache fiir die
unterschiedlich groBen Basalfluoreszenz-Werte ist unbekannt.

Um die Spermien so schonend wie mdglich zu behandeln, wurden die pH-Signale in der Regel
bei einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/s gemessen. Die Tot-Zeit betrug bei dieser
Flussgeschwindigkeit 31 ms. Bei hohen Resact-Konzentrationen und bei Messung vor Ende der
Laichzeit (Details siehe folgendes Kapitel) konnte die Latenz-Zeit der Resact-induzierten pH-
Anderung jedoch so kurz sein, dass mit einer Tot-Zeit von 31 ms nicht mehr der gesamte
Zeitverlauf der pH-Anderung gemessen werden konnte. Bei diesen Messungen wurden
Flussgeschwindigkeiten von bis zu 4 ml/s verwendet; damit erreicht man Tot-Zeiten von bis zu

7,75 ms.

3.1.2.2.5 Andern sich Form und Amplitude des pH-Signals wihrend eines

Experiments bzw. im Lauf der Laichzeit?

Die Form der Resact-induzierten Ca’"-Signale #ndert sich wihrend eines Experiments
(3.1.2.1.7). In Abb. 3.17 wird gezeigt, wie sich die Form der pH-Signale wihrend eines
Experiments dndert. Des Weiteren wird gezeigt, wie die Form der pH-Signale zwischen
Experimenten variierte, die in der Mitte (Juni/Juli, Abb. 3.17a, b) und gegen Ende der Laichzeit
(August, Abb. 3.17c, d) durchgefiihrt wurden.
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Abb. 3.17: Verinderung der pH-Signale wihrend eines Experiments und im Laufe der Laichzeit. (a, c)
BCECF-beladene Spermien wurden in eine Spritze der Stopped-Flow-Apparatur gefiillt und nach
unterschiedlichen Zeiten mit 6,25 pM Resact zum Zeitpunkt t = 0 stimuliert. Die unterschiedlichen Zeiten sind in
den Farben der dazugehdrenden Kurven angegeben. (b, d) Daten aus (a, c¢), auf einer ldngeren Zeitskala gezeigt.

Die Experimente wurden in der Mitte (29.06.02; a, b) und gegen Ende (03.08.02; c, d) der Laichzeit durchgefiihrt.

In der Mitte der Laichzeit steigt der pH-Wert zu Beginn des Experiments schnell (~ 20 ms)
nach der Resact-Stimulation an (Abb. 3.17a, b). Nach ~ 1 s erreicht der pH-Wert sein
Maximum, um anschlieend wieder abzufallen. Im Verlauf des Experiments wird die Latenz-
Zeit des pH-Anstiegs immer grofer. Gleichzeitig nimmt der pH-Wert immer langsamer ab,
nachdem er das Maximum erreicht hat. Bei einigen pH-Signalen, die gegen Mitte der Laichzeit
gemessen wurden, dnderte sich jedoch nur die Anstiegsgeschwindigkeit mit dem Alter der
Spermien, wihrend die restliche Form nahezu konstant blieb (Daten nicht gezeigt). In

wiederum anderen Experimenten konnte man beobachten, dass sofort nach der Stimulation der
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Spermien das Fluoreszenzsignal kurz abnahm, um erst anschlieend anzusteigen (Daten nicht
gezeigt). Die Ursachen fiir die Variabilitit der pH-Signale sind nicht bekannt.

Gegen Ende der Laichzeit verdndert sich die Form der pH-Signale wihrend eines Experiments
nicht. Nach einer ~ 0,5 s langen Latenz-Zeit steigt der pH-Wert an und erreicht nach ~ 2 s sein
Maximum. Anschliefend bleibt der pH-Wert nahezu konstant. Auffillig ist auch, dass die
Signalamplitude am Ende der Laichzeit mehr als doppelt so grofl ist wie in der Mitte der
Laichzeit.

Zusammenfassend kann man sagen, dass sich die Form der pH-Signale nicht nur im Laufe der
Laichzeit dndert, sondern in der Mitte der Laichzeit auch wihrend eines Experiments. Gegen
Ende der Laichzeit bleibt die Form der pH-Signale allerdings wiahrend eines Experiments
konstant.

Da die Form der pH-Signale nur gegen Ende der Laichzeit konstant war, wurden nur die

kinetischen Parameter dieser Signale ausgewertet.

3.1.2.2.6 Wie reproduzierbar sind hintereinander gemessene pH-Signale?

Wie bei den Ca**-Messungen (3.1.2.1.9), sollte auch bei den pH-Messungen untersucht werden,
wie reproduzierbar hintereinander gemessene Signale sind. Abb. 3.18 zeigt sowohl den
Zeitverlauf von drei hintereinander gemessenen Signalen (farbige Kurven), als auch das daraus
gemittelte Signal (schwarze Kurve). Die Form und die Amplitude der einzelnen pH-Signale
sind praktisch identisch. Dementsprechend wurde durch das Mitteln nur das Signal-Rausch-

Verhiltnis verbessert.
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Abb. 3.18: Zeitverlauf einzelner pH-Signale und des gemittelten pH-Signals. Spermien wurden zum Zeitpunkt

t = 0 mit 2,5 pM Resact stimuliert. Dargestellt ist sowohl der Zeitverlauf der einzelnen Signale (farbige Kurven),

als auch der des gemittelten Signals (schwarze Kurve).
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3.2 Zeitverlauf der SAP-induzierten Reaktionen

Nachdem unter 3.1 gezeigt wurde, dass sich die Quenched- und die Stopped-Flow-Methode
dazu eignen, die SAP-induzierte Anderungen der cNMP-Konzentration, des pH-Werts und der
Ca®"-Konzentration zeitlich zu verfolgen, werden in den folgenden Kapiteln die Ergebnisse der
Messungen beschrieben.

Unter 3.2.1 wird die SAP-induzierte Anderung der cNMP-Konzentration zuniichst an Spermien
von Arbacia punctulata und anschlielend an Spermien von Asterias amurensis gezeigt. Unter
3.2.2 bzw. 3.2.3 werden Messungen des Resact-induzierten Ca*"-Einstroms bzw. des pH-
Anstiegs an Arbacia punctulata dargestellt. Unter 3.2.4 wird auf Pharmakologie des Resact-

. . 24 - .
induzierten Ca” -Einstroms eingegangen.

3.2.1 Resact-induzierte Anderungen der cNMP-Konzentration in A. punctulata-

Spermien

Das Modell in Abb. 1.2 geht davon aus, dass Resact an eine Rezeptor-Guanylylzyklase (GC)
bindet und damit die Synthese von cGMP stimuliert. Der Anstieg der cGMP-Konzentration
wiederum soll {iber mehrere Zwischenschritte eine Adenylylzyklase (AC) aktivieren und somit
einen Anstieg der cAMP-Konzentration hervorrufen. Das Modell sagt voraus, dass nach der
Stimulation mit Resact zundchst die cGMP-Konzentration und dann die cAMP-Konzentration
ansteigt. Um dies zu iiberpriifen sollte die Anderung der cGMP- und der cAMP-Konzentration

nach der Resact-Stimulation zeitlich aufgelost gemessen werden.

3.2.1.1 Resact induziert einen schnellen, transienten Anstieg der cGMP-

Konzentration

Die mittlere ¢cGMP-Konzentration in unstimulierten Spermien betrdgt 1,0 £ 0,7 pmol
cGMP/10® Spermien. Welchen Einfluss hat Resact auf die cGMP-Konzentration? Um diese
Frage zu beantworten, habe ich Spermien mit Resact-Konzentrationen von 0,25 bis 250 nM

stimuliert und die Anderung der cGMP-Konzentration zeitlich verfolgt (Abb. 3.19).
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Abb. 3.19: Zeitverlauf der cGMP-Konzentration in Abhiingigkeit von der Resact-Konzentration. (a, ¢) Die
Resact-Konzentrationen sind in den Farben der zugehorigen Kurven angegeben. Die cGMP-Konzentration zum
Zeitpunkt t = 0 wurde in unstimulierten Spermien gemessen. (b, d) Daten aus (a bzw. c) aber auf einer kiirzeren
Zeitskala gezeigt. Jeder Messpunkt stellt den Mittelwert (= Standardabweichung) der Dreifachbestimmung dar. In
Kontrollexperimenten (ohne Resact) ist die cGMP-Ruhekonzentration fiir Stimulationszeiten < 100 ms kleiner als
fiir Stimulationszeiten > 100 ms (Details siehe 3.1.1.2). Die ,.tatsdchliche’ cGMP-Ruhekonzentration wurde bei
Stimulationszeiten > 100 ms gemessen. Um die Werte bei Stimulationszeiten < 100 ms zu korrigieren, wurde die
Differenz der cGMP-Konzentration zwischen kurzen (<100 ms) und ldngeren Stimulationszeiten (> 100 ms)

ermittelt. Der Wert der Differenz wurde zu allen Werten bei Stimulationszeiten < 100 ms addiert.

Resact induziert einen schnellen Anstieg der cGMP-Konzentration (Abb. 3.19a, ¢). Bei 25 und
250 nM Resact erreicht die cGMP-Konzentration thr Maximum schon nach ~ 200 ms. Die
Maximalamplitude, die durch 250 nM Resact hervorgerufen wird, liegt im Mittel bei
30,6 pmol cGMP/10® Spermien (Tab. 3.3). Bei Resact-Konzentrationen <25 nM verlduft der
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Anstieg der cGMP-Konzentration langsamer. Beispielsweise wird das Maximum fiir 0,25 nM
Resact erst nach ~ 800 ms erreicht (Abb. 3.19d). Nachdem die cGMP-Konzentration bei 25 nM
bzw. 250 nM ihr Maximum erreicht hat, féllt sie deutlich auf ein niedrigeres Niveau ab, dass
aber ~ 3- bzw. ~ 5-fach hoher ist als die cGMP-Ruhekonzentration (Abb. 3.19a). Bei Resact-
Konzentrationen <25 nM bleibt die cGMP-Konzentration nach dem schnellen anfinglichen
Anstieg anndhernd konstant.

Anhand dieser cGMP-Messungen kann nicht beurteilt werden, ob die cGMP-Antwort bei
250 nM Resact schon gesittigt ist, da keine groBeren Resact-Konzentrationen verwendet
wurden. Die folgende Rechnung deutet jedoch darauf hin, dass die cGMP-Antwort bei 250 nM
Resact schon gesittigt ist:

Bei einer Spermiendichte von ~ 3x10°® Spermien/ml und einer Oberflichenbelegung eines
Spermiums mit 14.000 Resact-Rezeptoren (Shimomura & Garbers, 1986) ergibt sich eine
Konzentration des Resact-Rezeptors von ~5nM. Fiir den Speract-Rezeptor wurde eine
Affinitdt fiir Speract im picomolaren Bereich gemessen (Nishigaki & Darszon, 2000). Wenn
der Resact-Rezeptor ebenfalls eine sehr hohe Affinitit fiir Resact besitzt, dann wiirden bei einer

Resact-Konzentration von 250 nM alle Rezeptoren besetzt sein.

3.2.1.2 Der Phosphodiesterase-Inhibitor IBMX verhindert die Abnahme der

Resact-induzierten cGMP-Konzentration

Der Resact-induzierte Anstieg der cGMP-Konzentration kann entweder durch Stimulation der
GC (cGMP-Synthese) oder durch Inhibition der PDE (cGMP-Hydrolyse) hervorgerufen
werden. Denkbar ist auch, dass die Aktivitit beider Enzyme durch Resact beeinflusst wird. Um
zwischen diesen Moglichkeiten zu unterscheiden, habe ich den Zeitverlauf des Resact-
induzierten cGMP-Anstiegs in Anwesenheit des PDE-Inhibitors IBMX gemessen. Ich
verwendete 2 mM IBMX, da ich in Messungen an A. amurensis-Spermien gezeigt habe, dass
2 mM IBMX die PDE-Aktivitit nahezu vollstindig inhibieren (Details sieche 3.2.1.5).

Da eine Messung des cGMP-Anstiegs bei verschiedenen Resact-Konzentrationen bis zu 2 h
dauert, musste zunichst geklart werden, ob sich die cGMP-Ruhekonzentration in Anwesenheit
von 2 mM IBMX édndert. Dazu wurden unstimulierte Spermien mit 2 mM IBMX inkubiert.
Nach verschiedenen Inkubationszeiten (bis zu 2 h) wurde die cGMP-Konzentration bestimmt

(Abb. 3.20).
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Abb. 3.20: Zeitverlauf der cGMP-Ruhekonzentration nach Mischen der Spermien mit 2 mM IBMX. Der
Wert zum Zeitpunkt t = 0 gibt die cGMP-Konzentration in Spermien unmittelbar vor der Zugabe von IBMX an.
Jeder Messpunkt stellt die Mittelwerte (+ Standardabweichung) der Dreifachbestimmung einer einzelnen Messung
dar. Die cGMP-Ruhekonzentration wurde immer bei einer Stimulationszeit von 25 ms gemessen und ist daher

niedriger als die ,,tatsdchliche” cGMP-Ruhekonzentration (Details siche 3.1.1.2).

Nach der Zugabe von IBMX steigt die cGMP-Ruhekonzentration innerhalb von 120 min
langsam von 0,7 auf 1,5 pmol cGMP/10® Spermien an. Dieses Ergebnis wurde durch finf
weitere Experimente bestitigt, bei denen die Anfangs- und Endwerte nach 5 min und 120 min
gemessen wurden. Die mittlere cGMP-Ruhekonzentration steigt von
0,6 + 0,2 pmol cGMP/10® Spermien (Bereich: 0,3 — 0,7 pmol ¢cGMP/10*Spermien; n = 5) auf
1,2+ 0,7 pmol cGMP/10®* Spermien (Bereich: 0,7 — 1,7 pmol cGMP/10*Spermien; n = 5). (Die
angegebenen cGMP-Ruhekonzentrationen wurden bei einer Stimulationszeit von 25 ms
bestimmt und sind daher niedriger als die ,tatsdchliche* cGMP-Ruhekonzentration (Details
siche 3.1.1.2)).

Aus dem Ergebnis kann man schlieBen, dass sowohl die GC als auch die PDE in unstimulierten
Spermien wenig aktiv sind. Da der IBMX-induzierte Anstieg der cGMP-Ruhekonzentration
klein war, wurde er nicht bei der Auswertung des Resact-induzierten Anstiegs der cGMP-
Konzentration beriicksichtigt. Ich bezog den Resact-induzierten cGMP-Anstieg immer auf die
Ruhekonzentration zu Beginn einer Messung.

Als nichstes wurde untersucht, wie sich die cGMP-Konzentration in Spermien dndert, die in

Anwesenheit von IBMX mit Resact stimuliert wurden.
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Abb. 3.21: Zeitverlauf der Resact-induzierten Anderung der cGMP-Konzentration in Anwesenheit von
IBMX. (a) Die Spermiensuspension wurde ~ 5 min vor Beginn der Messung mit 2 mM IBMX inkubiert. Die
Resact-Konzentrationen sind in den Farben der dazugehorigen Kurven angegeben. Der Wert zum Zeitpunkt t = 0
gibt die cGMP-Konzentration in unstimulierten Spermien zu Beginn der Messung an. (b) Daten aus Teil (a) aber
auf einer kiirzeren Zeitskala gezeigt. Jeder Messpunkt stellt die Mittelwerte (+ Standardabweichung) der
Dreifachbestimmung einer einzelnen Messung dar. In Kontrollexperimenten (ohne Resact) ist die cGMP-
Ruhekonzentration fiir Stimulationszeiten < 100 ms kleiner als fiir Stimulationszeiten > 100 ms (Details siche
3.1.1.2). Die ,tatséchliche** cGMP-Ruhekonzentration wurde bei Stimulationszeiten > 100 ms gemessen. Um die
Werte bei Stimulationszeiten < 100 ms zu korrigieren, wurde die Differenz der cGMP-Konzentration zwischen
kurzen (< 100 ms) und ldngeren Stimulationszeiten (> 100 ms) ermittelt. Der Wert der Differenz wurde zu allen
Werten bei Stimulationszeiten < 100 ms addiert. Bei (a, b) war eine derartige Korrektur nicht moglich, da die

cGMP-Ruhekonzentration nur bei einer Stimulationszeit von 25 ms gemessen wurde.

Abb. 3.21 zeigt den Zeitverlauf des Resact-induzierten Anstiegs der cGMP-Konzentration in
Anwesenheit von IBMX. IBMX beeinflusst die Geschwindigkeit, mit der die cGMP-
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Konzentration ansteigt, nur geringfligig. Allerdings ist die Zeit bis zum Erreichen des
Maximums lidnger, da mit IBMX bei allen Resact-Konzentrationen deutlich hohere cGMP-
Werte erreicht werden als ohne IBMX (vergleiche Tab. 3.3 und 3.4). IBMX verlangsamt oder
verhindert die Abnahme der cGMP-Konzentration nach Erreichen des Maximums (Abb. 3.21a,
c). Die Beobachtungen zeigen, dass die PDE schon wihrend der Anstiegsphase aktiviert wird
und dass die PDE-Aktivitit fiir den transienten Zeitverlauf der cGMP-Antwort verantwortlich

1st.

3.2.1.3 Der Resact-induzierte cAMP-Anstieg ist langsamer und kleiner als der
cGMP-Anstieg

Resact induziert einen schnellen, transienten Anstieg der cGMP-Konzentration (siehe 3.2.1.1).
Wie aber verlduft der Resact-induzierte cAMP-Anstieg? Um diese Frage zu beantworten, habe
ich Spermien mit Resact-Konzentrationen von 0,25 bis 250 nM stimuliert und die Anderungen

der cAMP-Konzentrationen zeitlich verfolgt (Abb. 3.22).
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Abb. 3.22: Zeitverlauf der cAMP-Konzentration in Abhéngigkeit von der Resact-Konzentration. (a) Die
Resact-Konzentrationen sind in den Farben der dazugehorigen Kurven angegeben. Der Wert zum Zeitpunkt t = 0
gibt die cAMP-Konzentration in unstimulierten Spermien an. (b) Daten aus Teil (a) aber auf kiirzerer Zeitskala
gezeigt. (¢) Zeitverlauf der cAMP-Konzentration von 4 verschiedenen Experimenten, bei denen die Spermien mit

2,5 nM Resact stimuliert wurden. (d) Daten aus Teil (c) aber auf kiirzerer Zeitskala. Jeder Messpunkt stellt die

Mittelwerte (+ Standardabweichung) der Dreifachbestimmung einer einzelnen Messung dar.

Die mittlere cAMP-Ruhekonzentration betrigt 9,0 + 8,6 pmol cAMP/10® Spermien (Bereich:
1,7 bis 27,6 pmol; n = 7). Im Vergleich zum Resact-induzierten cGMP-Anstieg ist der cAMP-
Anstieg langsam. Wiahrend die ¢cGMP-Konzentration nach 200 ms bereits ihr Maximum
erreicht hat (sieche Abb. 3.19b), steigt die cAMP-Konzentration in diesem Zeitraum nur wenig
oder iiberhaupt nicht an (Abb. 3.22a, b). Die cAMP-Konzentration erreicht ihr Maximum
frithestens nach 800 ms, in einigen Experimenten sogar erst nach mehr als 1600 ms. Mit
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250 nM Resact wird im Mittel ein 3,8-facher Anstieg der cAMP-Konzentration ausgelost (Tab.
3.3). Nachdem die cAMP-Konzentration ihr Maximum erreicht hat, geht sie auf das ~ 2-fache
der Ruhekonzentration zuriick (Abb. 3.22a). Bei Resact-Konzentrationen <25 nM kann ein
Anstieg der cAMP-Konzentration nicht reproduzierbar gemessen werden. Um dieses Ergebnis
zu verdeutlichen, sind in Abb. 3.22c,d der Zeitverlauf der cAMP-Konzentration (2,5 nM
Resact) von vier unterschiedlichen Messungen gezeigt. Nur eine der vier Messungen zeigt
einen statistisch signifikanten und stetigen Anstieg der cAMP-Konzentration (griine Kurve).
Bei den anderen Messungen ist ein ,,Zick-Zack“-formiger Verlauf (blaue und rote Kurve) oder
keine Verdnderung der cAMP-Konzentration (gelbe Kurve) zu beobachten. Des Weiteren fallt
auf, dass die cAMP-Werte, im Vergleich zu den cGMP-Werten, wesentlich stirker streuen.
Insgesamt konnte bei 2,5 nM Resact nur in zwei von neun Messungen (die eine mit und die
andere ohne IBMX) ein statistisch signifikanter und stetiger Anstieg der cAMP-Konzentration
beobachtet werden.

Da man einen Anstieg der cAMP-Konzentration nur bei Resact-Konzentrationen =25 nM
reproduzierbar messen konnte, wird in Abb. 3.23 der Zeitverlauf des x-fachen Anstiegs der

cAMP- und cGMP-Konzentration nur bei 250 nM und 25 nM Resact gezeigt.
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Abb. 3.23: Vergleich der x-fachen Resact-induzierten Anderung der ¢cGMP- und cAMP-Konzentration.
Daten aus Abb. 3.2 und 3.6 normalisiert auf die cNMP-Ruhekonzentration. Die Spermien wurden mit 250 nM (a)
und 25 nM (b) Resact stimuliert und die ¢cGMP- (blaue Signale) bzw. cAMP-Konzentration (rote Signale)
bestimmt. Der x-fache Anstieg bezieht sich auf die Mittelwerte der Messpunkte. Fehlerbalken wurden daher nicht
berechnet. Die cGMP- und cAMP-Werte wurden an den selben Spermienproben bestimmt.
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Sowohl bei 250 nM als auch bei 25nM Resact ist der x-fache Anstieg der cAMP-
Konzentration wesentlich kleiner und langsamer als der Anstieg der cGMP-Konzentration
(Abb. 3.23a, b). Bei 250 nM bzw. 25 nM Resact steigt die cGMP-Konzentration um das 30,8-
bzw. 6,2-fache an, die cAMP-Konzentration aber nur um das 3,8- bzw. 3,3-fache.

Tab. 3.3 fasst die Werte der Resact-induzierten cGMP- und cAMP-Konzentrationsdnderungen

zuSsammen.

Tab. 3.3: Maximaler Anstieg der cGMP- und cAMP-Konzentration bei verschiedenen Resact-

Konzentrationen.

cGMP
[Resact] nM pmol/10® Spermien® Bereich  x-facher Anstieg® Bereich
0 1,L1+£0,7 © 03-2,7 - -
0,25 1,0£0.3 (3) 07-12 20401  (3) 19-21
0,5 1,1+£0,3 3 09-14 2,3+0,3 3) 20-26
1 1,3+04 4 1,0-1,7 2,5+0,5 3) 2,0-28
2,5 30+£1,9 (7) 1,3-59 3,3+0,5 3) 2,7-3,6
25 8,7+6,8 6) 2,2-179 45+1,6 (3) 3,1-62
250 30,6 £21,7 ) 9,3-81,5 19,4£9,9 3) 12,7-30,8

cAMP
[Resact] nM  pmol/10* Spermien® Bereich  x-facher Anstieg” Bereich
0 8,3+73 (10) 1,7-273 - -
2,5¢ 27,9+ 16,8 (3) 12,9-46,1 2,2+0,5 (3) 1,7-25
25 35,8+ 18,6 (3) 19,9-56,2 3,0£09 3) 2,0-3.8
250 48,0 + 30,5 (3) 25,0-82,6 3,8+0,9 (3) 3,0-48

* Mittelwert + Standardabweichung (Anzahl der Experimente). ° Verhiltnis der maximalen cGMP- bzw. cAMP-
Konzentration zur jeweiligen Ruhekonzentration. Der Mittelwert des x-fachen Anstiegs wurde aus dem x-fachen
Anstieg der einzelnen Experimente berechnet. © Die maximalen cAMP-Konzentrationen bei Resact-
Konzentrationen < 2,5 nM betrachte ich als statistisch nicht signifikant, da die cAMP-Werte scheinbar zufillig

liegen (Details siche Text).
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3.2.14 IBMX verlangsamt den Resact-induzierten Anstieg der cAMP-

Konzentration

Die cAMP-Konzentration wird ebenfalls von der Aktivitdit zweier Enzyme bestimmt. Eine
Adenylylzyklase (AC) synthetisiert cAMP, wihrend eine PDE cAMP hydrolysiert. Ein Anstieg
der cAMP-Konzentration kann entweder durch eine Stimulation der AC oder durch eine
Inhibition der PDE verursacht werden. Eine Kombination beider Mechanismen ist ebenso
moglich.

Uber welchen Mechanismus bewirkt Resact einen Anstieg der cAMP-Konzentration? Um diese
Frage zu kldren, habe ich den Resact-induzierten Anstieg der cAMP-Konzentration in
Anwesenheit von 2 mM IBMX untersucht (Abb. 3.24). (Es wurde nicht untersucht, ob sich die
cAMP-Ruhekonzentration durch IBMX wéhrend einer Messung verdndert.)
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Abb. 3.24: Zeitverlauf des Resact-induzierten Anstiegs der cAMP-Konzentration in Anwesenheit von 2 mM
IBMX. (a) Die Resact-Konzentrationen sind in den Farben der dazugehérigen Kurven angegeben. Der Wert zum
Zeitpunkt t = 0 gibt die cAMP-Konzentration in unstimulierten Spermien zu Beginn der Messung an. (b) Daten

aus Teil (a) auf kiirzerer Zeitskala gezeigt. Jeder Messpunkt stellt die Mittelwerte (£ Standardabweichung) der

Dreifachbestimmung einer einzelnen Messung dar.

Die cAMP-Ruhekonzentration liegt bei 23,7 + 3,4 pmol cAMP/10®* Spermien (Bereich 20,1 bis
27,0 pmol; n = 3). Dieser Wert ist ~ 4,2-fach (Standardabweichung + 1,4; n = 3) hoéher als ohne
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IBMX. Der Anstieg der cAMP-Ruhekonzentration durch IBMX zeigt, dass die cAMP-
hydrolysierende PDE schon in unstimulierten Spermien aktiv ist.

Abb. 3.24 zeigt, dass der Anstieg der cAMP-Konzentration nach Stimulation mit 2,5 bis
250 nM — verglichen mit den Messungen ohne IBMX (3.2.1.3) — deutlich langsamer ist. Die
cAMP-Konzentration steigt frithestens nach 800 ms an und erreicht innerhalb der Messdauer
kein Maximum. Die Geschwindigkeit des Anstiegs nimmt mit der Resact-Konzentration zu.
Durch 0,25 nM Resact wird innerhalb der Messdauer kein messbarer Anstieg der cAMP-
Konzentration hervorgerufen.

Die Ergebnisse lassen schlielen, dass der Resact-induzierte Anstieg der cAMP-Konzentration
auf einer Aktivierung der Adenylylzyklase beruht. Die Ursache fiir den langsameren Anstieg
der cAMP-Konzentration, konnte darauf beruhen, dass IBMX die Aktivitit der
Adenylylzyklase hemmt. Gorczyca und Mitarbeiter (1994) zeigten an Photorezeptoren, dass
hohe IBMX-Konzentrationen nicht nur die PDE inhibieren, sondern auch die Aktivitit der
Guanylylzyklase vermindern. Insgesamt zeigen die Experimente, dass die cAMP-
Konzentration erst nach der cGMP-Konzentration ansteigt. Dieses Ergebnis wird spéter noch
ein wichtiges Argument dafiir sein, dass der Resact-induzierte Ca **-Einstrom nicht durch den
Anstieg der cAMP-Konzentration ausgelost wird.

Der x-fache Anstieg der cGMP-Konzentration mit IBMX konnte nicht berechnet werden (Tab.
3.4). Dementsprechend konnte auch nicht der Zeitverlauf des x-fachen Anstiegs der cGMP-
und cAMP-Konzentration in Anwesenheit von IBMX miteinander verglichen werden. Der
Grund dafiir ist, dass die cGMP-Ruhekonzentration in Anwesenheit von IBMX nur bei einer
Stimulationszeit von 25 ms bestimmt wurde. Die cGMP-Ruhekonzentration ist daher niedriger
als die ,,tatsdchliche” cGMP-Ruhekonzentration und wiirde die Werte fiir den x-fachen Anstieg

verfalschen.

Tab. 3.4: Maximaler Anstieg der cGMP- und cAMP-Konzentration bei verschiedenen Resact-

Konzentrationen in Anwesenheit von 2 mM IBMX.

cGMP + 2 mM IBMX

[Resact] nM  pmol/ 10° Spermien® Bereich

0 0,6+0,2 5) 03-0,7
0,25 3,6+1,0 () 29-48
2,5 9,0+3,1 3) 54-11,0
25 32,4+£19,3 4 9,3-50,7
250 90,8 +433 (4) 39,7-1358
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cAMP + 2 mM IBMX

[Resact] nM  pmol/10* Spermien® Bereich x-facher Anstiegb Bereich
0 23,8%3,5 3 1,7-272 - -

2,5 61,0 £23,1 (3) 45,0-875 2,7t1,4 3) 1,9-43
25 158,8 £ 54,2 3) 122,2-221,0 7,0+3.5 3) 45-11,0
250 178,0 £ 24,6 3) 151,4-199,9 7,6+1,8 3) 56-9,0

* Mittelwert + Standardabweichung (Anzahl der Experimente). ° Verhiltnis der maximalen cGMP- bzw. cAMP-
Konzentration zu der am Anfang der Messzeit bestimmten cGMP- bzw. cAMP-Ruhekonzentration. Wurde die
maximale cAMP-Konzentration nicht innerhalb der Messzeit erreicht, so wurde das Verhiltnis des cAMP-Werts
nach 10 s zur Ruhekonzentration berechnet. Bei den cAMP-Messungen wurde der Mittelwert des x-fachen

Anstiegs aus dem x-fachen Anstieg der einzelnen Experimente berechnet.

3.2.1.5 Asterosap-induzierte Anderung der cNMP-Konzentration in Asterias

amurensis-Spermien

Ahnlich wie Resact bei A. punctulata-Spermien 15st Asterosap bei Asterias amurensis-
Spermien eine Verdnderung des Schwimmverhaltens aus (E. Hildebrand, personliche
Mitteilung). Der Asterosap-induzierte Signalweg ist unbekannt. Anhand zeitlich aufgeloster
Messungen sollte untersucht werden, ob der Asterosap-Rezeptor — wie der Resact-Rezeptor —
eine membranstindige GC ist. Trifft diese Vermutung zu, sollte Asterosap einen sofortigen

Anstieg der cGMP-Konzentration induzieren.

3.2.1.5.1 Asterosap induziert einen groflen, schnellen cGMP-Anstieg

Die mittlere cGMP-Ruhekonzentration betrigt 0,4 + 0,2 pmol cGMP/10® Spermien (sieche Tab.
3.5; Die angegebenen cGMP-Ruhekonzentrationen wurden bei einer Stimulationszeit von
25 ms bestimmt und konnten daher geringer als die ,.tatsdchliche* cGMP-Ruhekonzentrationen
sein (Details siehe 3.1.1.2). Dementsprechend kénnten die unten angegebenen Werte des x-
fachen Anstiegs der cNMP-Konzentration gréfer sein, als die Werte des ,,tatsdchlichen* x-
fachen Anstiegs).

Wie verdndert sich die cGMP-Konzentration nachdem die Spermien mit Asterosap stimuliert
wurden? Asterosap induziert konzentrationsabhingig einen groflen und schnellen Anstieg der

cGMP-Konzentration (Abb. 3.25a). Bereits eine Asterosap-Konzentration von 1 nM 16st noch
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einen 6-fachen cGMP-Anstieg aus (Tab. 3.5). Durch 1 uM Asterosap wird im Mittel ein 126-
facher Anstieg der cGMP-Konzentration induziert. Da keine cGMP-Messungen bei Asterosap-
Konzentrationen > 1 uM durchgefiihrt wurden, kann nicht beurteilt werden, ob die cGMP-
Antwort bei 1 uM Asterosap schon gesittigt ist. Wéahrend bei Asterosap-Konzentrationen
> 100 nM der cGMP-Anstieg sein Maximum nach 400 ms erreicht, erreicht er bei Asterosap-
Konzentrationen < 10nM das Maximum erst bei =5s. Die halbmaximale cGMP-
Konzentration wird bereits nach ~ 250 ms (1 nM Asterosap) bzw. ~ 130 ms (1 uM Asterosap)
erreicht. Bei Asterosap-Konzentrationen > 50 nM fillt die cGMP-Konzentration nach dem
Maximum innerhalb von ~ 4 s auf einen niedrigeren Wert ab, um dort wahrend der restlichen
Messzeit zu verweilen (Abb. 3.25b). Dieser Wert hdngt von der Asterosap-Konzentration ab
und betrigt zwischen dem 18-fachen (50 nM Asterosap) und dem 30-fachen (1 uM Asterosap)
der cGMP-Ruhekonzentration.

Mit dem PDE-Inhibitor IBMX sollte untersucht werden, ob der Asterosap-induzierte cGMP-
Anstieg auf einer Stimulation der GC, einer Inhibition der PDE oder auf der Aktivitdt beider
Enzyme zuriickzufiihren ist.

Da eine Messung des cGMP-Anstiegs bei verschiedenen Asterosap-Konzentrationen bis zu 2 h
dauert, musste zunichst geklart werden, ob sich die cGMP-Ruhekonzentration in Anwesenheit
von IBMX éndert. Dazu wurden unstimulierte Spermien mit 0,5 bzw. 2 mM IBMX inkubiert
und die cGMP-Konzentration wurde nach 5 min bzw. nach 2 h bestimmt. Durch 0,5 mM IBMX
steigt die Ruhekonzentration von 0,6 = 0,2 pmol cGMP/10*Spermien (5 min) um das ~ 2-fache
auf 1,1 + 0,7 pmol cGMP/10%Spermien (2 h) an (n = 3). Die cGMP-Ruhekonzentration konnte
in Anwesenheit von 2 mM IBMX nur zweimal gemessen werden. Inkubiert man die Spermien
mit 2 mM IBMX, so steigt die cGMP-Ruhekonzentration von 0,06 pmol cGMP/10*Spermien
(5 min) um das 28-fache auf 1,4 pmol cGMP/10%Spermien (2 h) an.

Da die ¢cGMP-Ruhekonzentration im Laufe eines Experiments sowohl ohne (Details siche
3.1.1.3) als auch mit 0,5 mM IBMX nur unwesentlich ansteigt, wurde diese Verdnderung nicht
bei der Auswertung des Asterosap-induzierten cGMP-Anstiegs beriicksichtigt. Der x-fache
Asterosap-induzierte cGMP-Anstieg wurde immer auf die cGMP-Ruhekonzentration zu Beginn
einer Messung bezogen. Die ¢cGMP-Ruhekonzentration verdndert sich durch 2 mM IBMX
stark. Es wurde daher darauf verzichtet, den Asterosap-induzierten x-fachen cGMP-Anstieg zu
berechnen.

Als erstes untersuchte ich den Resact-induzierten cGMP-Anstieg in Anwesenheit von
0,5 mM IBMX. AuBler bei 1 uM Asterosap dauert es durch IBMX lidnger bis die ¢cGMP-

Konzentration ihr Maximum erreicht (,,time-to-peak®; vergleiche Abb. 3.25c, d und a, b). Im
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Vergleich zu Messungen ohne IBMX koénnen mit IBMX nur geringere maximale cGMP-

Konzentrationen erreicht werden (Tab. 3.5). Dieser Effekt ist besonders bei der Kurve mit

1 uM Asterosap ausgepriagt. Des Weiteren nimmt durch IBMX die cGMP-Konzentration nach

dem Maximum langsamer ab, als ohne IBMX (Abb. 3.25d). Da die PDE-Aktivitdt durch

0,5 mM IBMX nicht vollstidndig blockiert wurde, verwendete ich 2 mM IBMX (Abb. 3.25¢, f).

Im Vergleich zu 0,5 mM IBMX wurden durch 2 mM IBMX die ,time-to-peak® noch lénger,

die maximalen cGMP-Konzentrationen wurden geringfiigig niedriger und die Abnahme der

cGMP-Konzentration wurde noch langsamer (Abb. 3.25e, f). Bei Asterosap-Konzentrationen
> 250 nM konnten jedoch selbst 2 mM IBMX die Abnahme der cGMP-Konzentration nicht
komplett verhindern.

Folgende Schlussfolgerungen lassen sich anhand der Messungen mit IBMX ziehen:

1. Asterosap stimuliert die Synthese von cGMP.

2. Der transiente Zeitverlauf des cGMP-Signals beruht auf einer Asterosap-induzierten
Aktivierung der PDE.

3. Mit zunehmender IBMX-Konzentration werden die maximalen cGMP-Konzentrationen
geringer. Dieses Ergebnis konnte darauf beruhen, dass hohe IBMX-Konzentrationen die
GC inhibieren. Eine derartige Wirkung von IBMX wurde bei der GC in den
Photorezeptoren der Netzhaut beobachtet (Gorczyca ef al., 1994).

4. Selbst 2 mM IBMX konnen die PDE-Aktivitét nicht vollstdndig blockieren.
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Abb. 3.25: Zeitverlauf der cGMP-Konzentration in Abhingigkeit von der Asterosap-Konzentration. Die
Asterosap-Konzentrationen sind in den Farben der zugehoérigen Kurven angegeben. Der Wert zum Zeitpunkt t = 0

gibt die cGMP-Konzentration in unstimulierten Spermien an. (a) Asterosap-induzierter cGMP-Anstieg. (b) Daten
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aus (a), aber auf einer kiirzeren Zeitskala gezeigt. (¢, d, e, f) Die Spermiensuspension wurde ~ 5 min vor Beginn
der Messung mit 0.5 mM IBMX (¢, d) bzw. 2 mM IBMX (e, f) inkubiert. (d bzw. f) Daten aus (c bzw. ¢), aber auf

einer kiirzeren Zeitskala gezeigt.

Als nichstes sollte untersucht werden, ob Asterosap auch die cAMP-Konzentration erhoht. Die
cAMP-Ruhekonzentration (5,5 pmol/10° Spermien; n = 2) ist ungefihr 14-mal hoher als die
cGMP-Ruhekonzentration. Stimuliert man die Spermien, so induziert selbst 1 uM Asterosap
keine Anderung der cAMP-Konzentration innerhalb der 10 s langen Messzeit (Abb. 3.26a, b).
Da selbst 1 uM Asterosap keinen cAMP-Anstieg ausldst sollte untersucht werden, ob
durch Inhibition der PDE mit 2 mM IBMX ein Asterosap-induzierter cAMP-Anstieg messbar
ist. Die mittlere cAMP-Ruhekonzentration steigt durch IBMX von
5,5 pmol cAMP/10® Spermien auf 33,5 pmol cAMP/10® Spermien an (n = 2). Ein Asterosap-
induzierter Anstieg der cAMP-Konzentration konnte auch in Anwesenheit von IBMX nicht
beobachtet werden (Abb. 3.26a).
Die Ruhekonzentration von cGMP und cAMP wird durch IBMX in unterschiedlicher Weise
verdndert. Wahrend die cGMP-Ruhekonzentration um mehr als das 7-fache abnimmt, steigt die
cAMP-Ruhekonzentration um das 6-fache an. Diese unterschiedliche Verdnderung ldsst
folgende Schlussfolgerungen zu: Angenommen, dass IBMX die Hydrolyse von cGMP und
cAMP gleich gut inhibiert, so zeigen die Ergebnisse, dass die Aktivitit der GC und der AC
durch verschiedene Mechanismen reguliert werden. IBMX konnte einen Ca’’-Einstrom
stimulieren, wie es frither bei Spermien der Abalone-Schnecke gezeigt wurde (Kopf et al,
1983; Kopf et al, 1984). Die Erhohung der intrazelluliren Ca*-Konzentration konnte die
Aktivitit der AC iiber einen Ca*"/Calmodulin-abhingigen Mechanismus stimulieren (Kopf &
Vacquier, 1984). Ebenfalls konnte — wie oben beschrieben - eine hohe IBMX-Konzentration

die GC inhibieren (Gorczyca et al., 1994).
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Abb. 3.26: Zeitverlauf der cAMP-Konzentration nach Stimulation mit Asterosap in An- und Abwesenheit
von IBMX. Der Wert zum Zeitpunkt t = 0 gibt die cAMP-Konzentration in unstimulierten Spermien an. (a)
Zeitverlauf der cAMP-Konzentration nach Stimulation mit 1uM Asterosap in Abwesenheit (-) und Anwesenheit
(+) von 2 mM IBMX. (b) X-facher Anstieg der cAMP- bzw. cGMP-Konzentration nach Stimulation mit 1 uM

Asterosap. Die cGMP- und cAMP-Konzentrationen wurden an den gleichen Spermienproben bestimmt.

Tab. 3.5: Maximaler Anstieg der cGMP-Konzentration bei verschiedenen Asterosap-Konzentrationen.
“Mittelwert + Standardabweichung (Anzahl der Experimente). ° Verhiltnis der maximalen ¢cGMP-Konzentration
zu der cGMP-Ruhekonzentration. Der Mittelwert des x-fachen Anstiegs wurde aus dem x-fachen Anstieg der

einzelnen Experimente berechnet.

cGMP
[Resact] nM  pmol/10* Spermien® Bereich  x-facher Anstieg” Bereich
0 0,4+0,2 (7)  0,1-0,6 -
1 34113 3) 20-44 64126 3) 3,6-88
10 52£1.3 (5) 40-66 11,021 (4) 82-119
>0 12,1 £59 () 64-182  226+110 (3) 11,3-332
100 15,4£5,7 3) 93-206 29,0+ 12,3 3) 16,5-41,1
250 31,9+ 12,6 3) 18,5-435 59,8 £24,1 3) 32,8-79,2
1000 40,6 30,9 (7) 15,6-101,0 126,8+61,6 (5) 56,6 -201,6
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cGMP + 0,5 mM IBMX

[Resact] nM  pmol/10* Spermien® Bereich  x-facher Anstieg” Bereich
0 0,6 £0,2 3) 04-08 -
1 6,0 3,6 (3) 2,6-97 9,6+3,1 (3) 6,8-12,9
10 6,5+3,8 (3) 3,0-105 10,5+3,1 (3) 7,9-140
50 10,1 £ 6,3 (3) 4,0-16,6 16,1 £5,8 3) 10,5-22,1
100 15,8 £10,5 (3) 63-27,1 2504100 (3) 16,6 36,1
250 23,4+ 13,5 3) 10,5-374 37,7113 (3) 27,6-49,9
1000 31,1 £16,6 (3) 14,4-47;5 50,3 +12,7 3) 37,9-633
cGMP + 2 mM IBMX
[Resact] nM  pmol/10°® Spermien® Einzelwerte
0 0,06 0,1; 0,02
1 3,4 2,6;4,3
10 4,9 3,1; 6,7
50 9,3 6,7, 11,9
100 12,3 9,7; 15,0
250 18,1 13,7;22,4
1000 21,5 14,6; 28,3
3.2.2 Kinetische Messungen der Resact-induzierten Anderung der Ca’'-
Konzentration

Darszon und Mitarbeiter gehen in ihrem Modell (Abb. 1.2) davon aus, dass der cAMP-Anstieg
einen Ca’’-Einstrom ausldst. Stimmt diese Beobachtung, so miisste die cAMP-Konzentration
vor der Ca*"-Konzentration ansteigen. Um dies zu priifen, sollte als nichstes der Ca®"-Einstrom

zeitlich aufgeldst gemessen werden.

3.2.2.1 Resact induziert einen ,,frithen* und einen ,,spaten Ca**-Einstrom

Spermien wurden mit Resact-Konzentrationen von 0,125 pM bis 250 nM Resact stimuliert.
Abb. 3.27 zeigt die Ergebnisse einer solchen Messung. Das Ca®’-Signal ist abhingig von der
Resact-Konzentration. Die Anderungen der Ca*"-Konzentration weisen einen komplexen
Zeitverlauf auf. Nach einer Latenz-Zeit steigt die Ca®’-Konzentration bis zu einem Maximum

an und fillt anschlieBend wieder auf ein Plateau ab, dessen Hohe mit zunehmender Resact-

69



Konzentration ansteigt (Abb. 3.27a, ¢). Die Latenz- und die Anstiegszeit verkiirzen sich mit
zunehmender Resact-Konzentration (Abb. 3.27b, d). Der Riickgang der Signale wird entweder
durch eine ,,Schulter (Abb. 3.27a) oder durch ein bis zwei kleinere ,,Buckel* charakterisiert
(Abb. 3.27e¢). Bei Resact-Konzentrationen > 125 pM, verwandelt sich die Schulter in ein
zweites transientes Ca®’-Signal, welches viel langsamer zu- und abnimmt als das erste Signal
(Abb. 3.27d). Diese zwei kinetischen Komponenten des Ca®’-Einstroms bezeichne ich im
folgenden als ,,friihes* und ,,spites* Ca2+-Signal. Bereits mit 0,125 pM Resact kann man
reproduzierbar das friilhe Ca®"-Signal induzieren (Abb. 3.27b). Die Signalamplitude des
,frihen® Ca2+-Signals ist maximal, wenn man die Spermien mit 12,5 pM bis 25 pM stimuliert
(Abb. 3.27b). Bei Konzentrationen >25 pM nimmt die Signalamplitude des ,,frithen Ca*'-
Signals wieder um ~ 1/5 bis 1/2 der maximalen Signalamplitude ab (Abb. 3.27d). Die Latenz-
Zeit wird mit zunehmender Resact-Konzentration immer kiirzer und nimmt aber ab 2,5 nM
wieder geringfiigig zu (Abb. 3.30c). Ebenso wird die Anstiegsphase mit zunehmender Resact-
Konzentration kiirzer und nimmt erst bei Resact-Konzentrationen > 25 nM wieder zu (Abb.
3.27d). Der Abfall des frithen Ca**-Signals vor dem Anstieg des spiten Ca®*-Signals wird bei
hoheren Resact-Konzentrationen immer schneller, um erst bei 250 nM Resact wieder
langsamer zu werden (Abb. 3.27d). Es scheint so, als ob das friihe Ca**-Signal bei Resact-
Konzentrationen > 25 pM zunehmend unterdriickt wird, um erst ab ~ 250 nM Resact wieder
zuzunehmen. Diese Beobachtung deutet auf einen negativen Riickkopplungsmechanismus hin,
der vermutlich durch den schnellen und groen Anstieg der cGMP-Konzentration ausgeldst
wird. Die Ursache, weshalb das frithe Ca**-Signal bei 250 nM Resact wieder groBer wird, ist

nicht bekannt.
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Abb. 3.27: Zeitverlauf des Ca’*-Einstroms nach Stimulation der Spermien mit verschiedenen Resact-
Konzentrationen. Die Spermien wurden zum Zeitpunkt t = 0 mit Resact stimuliert. Die Resact-Konzentrationen
sind in den Farben der dazugehorigen Kurven angegeben. Alle Kurven zeigen den Ca®*-Einstrom nach Stimulation
mit verschiedenen Resact-Konzentrationen: (a) 0,25 pM bis 25 pM. (b) 0,125 pM bis 25 pM; Andere Spermien-
Probe wie (a) und auf einer kiirzeren Zeitskala gezeigt. (¢) 25 pM bis 250 nM; Selbe Spermien-Probe wie (a). (d)
Daten aus Teil (c) aber auf einer ldngeren Zeitskala gezeigt. (e) 2,5 pM. Andere Spermien-Probe, deren Signale

starker oszillierten.
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3.2.2.2 IBMX verhindert den Riickgang des Ca’*-Einstroms

In den Kapiteln 3.2.1.2 und 3.2.1.4 konnte ich zeigen, dass sich die Resact-induzierten cGMP-
und cAMP-Signale dndern, wenn man die PDE-Aktivitit durch IBMX blockiert. Durch
Inkubation mit IBMX wird sowohl die maximale cGMP- und cAMP-Konzentration erhoht, als
auch die darauffolgende Abnahme der cGMP- bzw. cAMP-Signale verzogert. Um
herauszufinden, ob sich diese Verdnderungen auf den Zeitverlauf des Ca®"-Signals auswirken,
wollte ich auch den Resact-induzierten Ca*"-Einstrom in Anwesenheit von IBMX messen.
Zuvor wollte ich jedoch priifen, ob sich die Ca®*’-Ruhekonzentration mit IBMX #ndert. Daher
untersuchte ich zundchst den Zeitverlauf der Ca**-Ruhekonzentration in An- und Abwesenheit

von IBMX (Abb. 3.28).

20- IBMX
15- (mM)

AFs18 (MV)

0,5

-10

0O 50 100 150 200 250 300
Zeit (s)

Abb. 3.28: Zeitverlauf der Ca*’-Ruhekonzentration nach Mischen der Spermien mit 0,5 mM IBMX. Fluo-4-
beladene Spermien wurden zum Zeitpunkt t = 0 mit 0,5 mM IBMX oder ohne IBMX (Kontrolle) gemischt. Die
Oszillation der Signale (~ 0,1 Hertz) ist ein Artefakt, dass zur Zeit dieser Messungen nicht beseitigt werden

konnte.

Die Ca®"-Ruhekonzentration steigt ohne IBMX nur ganz langsam und geringfiigig an (Abb.
3.28, graue Kurve). Im Gegensatz dazu erreicht die Ca’-Ruhekonzentration mit IBMX
(schwarze Kurve) innerhalb von ~ 20 s ein Maximum, das langsam wieder bis unter den
Anfangswert abfillt. Messungen iiber einen Zeitraum von zehn Minuten zeigen, dass die Ca®*-
Ruhekonzentration nach ~ 5 min konstant bleibt. Der schnelle Anstieg der Ca*"-Konzentration
lasst darauf schlieBen, dass IBMX schnell die PDE blockiert, wodurch die cGMP-
Konzentration geringfiigig ansteigt (siche 3.2.1.2). Fiir das Abklingen des Ca®’-Signals ist

vermutlich ein negativer Riickkopplungsmechanismus verantwortlich, der beispielsweise den
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Ca®"-Ausstrom stimulieren konnte. Aufgrund dieser Ergebnisse entschied ich mich, die
Spermien zunichst 5 min mit IBMX zu inkubieren und danach den Resact-induzierten Ca*'-
Einstrom zu messen.

In Abb. 3.29 wird das Resact-induzierte Ca**-Signal in Anwesenheit von IBMX gezeigt. Die
Spermien wurden mit Resact-Konzentrationen von 0,125 pM bis 250 nM stimuliert. Das friihe
und das spite Ca**-Signal werden durch IBMX unterschiedlich verindert. Der Riickgang des
frithen Ca*"-Signals wird durch IBMX fast vollstindig inhibiert (Abb. 3.29a, b) und die Latenz-
Zeit wird durch IBMX nahezu verdoppelt (Abb. 3.29¢). Des Weiteren wird durch IBMX das
friilhe Ca®"-Signal mit zunehmender Resact-Konzentration wesentlich stirker unterdriickt als
ohne IBMX. Bei Resact-Konzentrationen > 2,5 nM wird das frithe Ca**-Signal sogar komplett
unterdriickt (Abb. 3.29d). Das ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass cGMP nicht nur an der
Ausldsung des frithen Ca”*-Signals beteiligt ist, sondern auch bei der negativen Riickkopplung,
die das frithe Ca®"-Signal abschwicht.

Das spite Ca®'-Signal verliert durch IBMX seinen transienten Charakter (Abb. 3.29a, c).
Nachdem das spite Ca*"-Signal sein Maximum erreicht hat, bleibt es fiir die restliche Messzeit
praktisch konstant. Des Weiteren wird die Signalamplitude des spiten Ca?’-Signals durch
IBMX viel groBer als die Signalamplitude des friihen Ca®*-Signals (Abb. 3.29¢). Die grofien
Signalamplituden des spiten Ca*'-Signals erméoglichten es das frithe Ca®’-Signal von dem
spiten Ca”"-Signal eindeutig zu unterscheiden. Dadurch konnte ich die Empfindlichkeit der
beiden Signale fiir Resact bestimmen, indem ich die Grofie der jeweiligen Signalamplituden in
Abhingigkeit von der Resact-Konzentration auftrug (Abb. 3.29f). Der K, des spiten Ca”'-
Signals war ~ 500-fach groBer als der K/, des frithen Signals (jeweils 1000 pM + 870 (Bereich:
300 bis 2000 pM; n = 3) und 1,8 pM =* 1,3 (Bereich: 0,8 bis 3,2 pM; n = 3 )) (Abb. 3.29f).
IBMX scheint keine Auswirkung auf den K;,-Wert des friihen Ca2+—Signals zu haben, da in
Abwesenheit von IBMX der K;,=1,6 pM £ 0,6 (Bereich: 0,8 bis 2,7 pM; n = 11) ist. Die
verschiedenen Zeitverldufe der frithen und der spdten Signale, sowie ihre unterschiedliche
Empfindlichkeit auf Resact und IBMX lassen verschiedene Hypothesen fiir den Mechanismus
des Ca**-Einstroms zu:

Erstens, Ca”” konnte entweder durch einen Leitwert in das Spermium strémen, der durch zwei
verschiedene Mechanismen reguliert wird, oder Ca®" konnte iiber zwei verschiedene Ca®'-
Leitwerte in die Zelle stromen, wovon der eine z.B. im Kopf und der andere im Flagellum
lokalisiert ist.

Zweitens, Ca®" gelangt iiber zwei verschiedene Kanile in das Spermium.
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Abb. 3.29: Ca’*-Einstrom nach Stimulation der Spermien mit verschiedenen Resact-Konzentrationen in
Anwesenheit von 0,5 mM IBMX. Die Resact-Konzentrationen sind in den Farben der dazugehoérigen Kurven
angegeben. Die Spermien wurden zum Zeitpunkt t = 0 stimuliert. (a) Ca®"-Signale nach Stimulation mit 0,125 pM
bis 25 pM Resact. (b) Daten aus Teil (a) aber auf kiirzerer Zeitskala gezeigt. (c) Ca2+—Signale nach Stimulation mit
2,5 pM bis 250 nM; Andere Spermien-Probe wie (a, b). (d) Daten aus Teil (c) aber auf kiirzerer Zeitskala gezeigt.
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(e) Normalisierte Ca*"-Signale nach Stimulation mit 2,5 pM Resact in An- und Abwesenheit von IBMX. (f)
Normalisierte Dosis-Wirkungskurve des maximalen frithen Ca®*-Einstroms in An- und Abwesenheit von IBMX

und des maximalen spiten Ca**-Einstroms in Anwesenheit von IBMX.

3.2.23 Spermien reagieren auf einzelne Resact-Molekiile

Die Distanz, iiber die eine Eizelle ein Spermium anlocken kann, hdangt von der Empfindlichkeit
ab, mit der das Spermium auf den Lockstoff der Eizelle reagiert. Anhand des Resact-
induzierten Ca”"-Einstroms habe ich die Empfindlichkeit der Spermien auf Resact bestimmt.
Die Oberflachenbelegung eines Spermiums mit Resact-Rezeptoren betrdagt 14.000 Resact-
Rezeptoren pro Spermium (Shimomura & Garbers, 1986). Da bei den Ca’’-Messungen
Spermiendichten von ~ 1,5—5 x 10® Spermien/ml eingesetzt wurden, errechnet sich eine
Konzentration der Resact-Rezeptoren von 2,3 —11,7 nM. Nishigaki und Darszon (2000)
konnten fiir den Speract-Rezeptor zeigen, dass der Kp flir Speract im picomolaren Bereich
liegt. Hat der Resact-Rezeptor einen dhnlich niedrigen Kp fiir Resact, so sollten alle Resact-
Molekiile von den Resact-Rezeptoren gebunden werden, wenn man die Spermien mit < 0,25
nM Resact mischt. Um dies zu iiberpriifen, habe ich Spermien nach der Zugabe von Resact
abzentrifugiert und den Uberstand mit neuen Fluo-4-beladenen Spermien gemischt. Tatsichlich
beobachtet man keinen Resact-induzierten Ca**-Einstrom (Daten nicht gezeigt). Dieses
Ergebnis zeigt, dass alle Resact-Molekiile an die Spermien gebunden haben und deshalb der
Uberstand kein Resact enthielt.

Bei 0,5 pM Resact (3 x 10° Molekiile/ml) kommt bei einer mittleren Spermiendichte von
3 x 10® Spermien/ml durchschnittlich ein einziges Resact-Molekiil auf ein Spermium.
Dementsprechend sollten die Fluoreszenzsignale bei Resact-Konzentrationen <1 pM
Reaktionen auf einzelne Resact-Molekiile darstellen. Wenn es sich bei den Fluoreszenzsignalen
tatsdchlich um ein Ensemble von Einzel-Molekiil-Antworten handelt, dann sollte die Latenz-
Zeit unabhingig von der Resact-Konzentration gleich bleiben und der Zeitverlauf der
normalisierten Signale sollte identisch sein. Diese Hypothese wird durch die Ergebnisse der im
Folgenden beschriebenen Experimente bestétigt:

Die Form der normalisierten Ca2+—Signale ist bei Resact-Konzentrationen von 0,125 bis 0,625
pM identisch (Abb. 3.30a). Erst bei hoheren Konzentrationen (~ 1 pM) beginnt der Zeitverlauf
sich zu 4ndern (Abb. 3.30b). Auch die Latenz-Zeit bleibt bei sehr niedrigen Resact-

Konzentrationen konstant und beginnt sich erst ab > 1 pM Resact zu verkiirzen (Abb. 3.30c).
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Der frithe Ca®"-Einstrom sittigt zwischen 12,5 und 25 pM Resact, d.h. wenn néherungsweise
50 bis 100 Molekiile gebunden sind bzw. 0,35% bis 0,7% der Resact-Rezeptoren besetzt sind.
Aus diesem Grund kann die Sittigung der Rezeptoren mit dem Liganden nicht fiir die Séttigung
des Signals verantwortlich sein.

Die in Abb. 3.30d gezeigte Anderung der normalisierten, maximalen Amplitude (AF/AFay) in
Abhidngigkeit von der Resact-Konzentration wird gut durch eine exponentielle

Sattigungsfunktion beschrieben:
AF | AFpa =1 - ™ (1)

wobei x die mittlere Anzahl der Resact-Molekiile, die pro Spermium gebunden sind, darstellt
und k eine Proportionalitdtskonstante des Spermiums ist. Eine dhnliche Gleichung beschreibt
die Relation zwischen Blitzenergie und der elektrischen Antwort in Stibchen-Sehzellen (Lamb,
et al., 1981). Die Grundlage fiir Gleichung (1) und die molekulare Interpretation von k wird
durch ein einfaches Modell deutlich. Die drei grundlegenden Annahmen fiir dieses Modell
sind:

1. Die Bindung eines Resact-Molekiils 6ffnet nur Ca*"-permeable Kanile innerhalb eines
kurzen rdumlichen Segments des Flagellums, aber nicht auBlerhalb dieses Segments.

2. Die Bindung eines Resact-Molekiils aktiviert das Segment vollstindig. Die Bindung
eines zweiten Molekiils (innerhalb eines kurzen Zeitraums) vergréfert nicht das Ca®'-
Signal.

3. Die Resact-Molekiile binden entlang des Flagellums gemi3 der Poisson-Verteilung.
Das bedeutet, dass die Resact-Molekiile unabhingig davon binden kénnen, ob schon ein
Resact-Molekiil gebunden ist.

Die Anzahl der Segmente eines Flagellums entspricht 1/k und ¢ x k ist die Lénge eines
stimulierten Segments (= Linge des gesamten Flagellums). Die Wahrscheinlichkeit, mit der

1/k Segmente mit einem oder mehreren Molekiilen stimuliert werden, wird durch die Poisson-

Verteilung beschrieben:
P(zl) =1- P(o) oderl-e h (2)

wobei P die Wahrscheinlichkeit ist, dass eine Zelle kein Resact-Molekiil bindet. Dieses
Modell beschreibt die gezeigten Dosis-Wirkungskurven gut (Abb. 3.30d). Aus elf

Experimenten die &hnlich waren wie das in Abb. 3.30d gezeigte, bestimmte ich einen

76



Mittelwert von 10,4 + 4,2 Segmenten pro Flagellum (n = 11). Die Lénge des Flagellums betragt

~ 50 um; deshalb kann jedes Resact-Molekiil ein Segment von ~ 5 um Lénge aktivieren.
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Abb. 3.30: Ca’-Einstrom von Spermien, die mit einzelnen Resact-Molekiilen stimuliert werden. (a)
Normalisierte Ca**-Signale induziert durch Resact-Konzentrationen < 0.625 pM. (b) Daten von (a), aber auf
kiirzerer Zeitskala gezeigt und mit Resact-Konzentrationen < 12,5 pM. (¢) Abhingigkeit der Latenz-Zeit des Ca”'-
Einstroms von der Resact-Konzentration. Die Latenz-Zeit wurde am Schnittpunkt von der Regressionsgraden der
Steigung des Signals mit der Zeit-Achse bestimmt. (d) Abhdngigkeit der Amplitude des normalisierten frithen
Ca”"-Signals von der Anzahl der Resact-Molekiile pro Spermium. Die Anzahl unabhingiger Segmente des

Flagellums 1/k, die mittels Regression mit der Poisson-Verteilung berechnet wurde, ist fiir das hier abgebildete

Experiments 8,4 (Details siche Text).
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3.2.24 Caged-zyklische Nukleotide

In vielen Studien der cAMP- und ¢cGMP-Signalwege werden membrangéngige Derivate von
cGMP oder cAMP (cNMP) verwendet, um intrazellulire Zielproteine zu aktivieren. Die
Nachteile dieser Methode bestehen darin, dass die ¢cNMP-Konzentration in der Zelle nur
langsam ansteigt und die cNMP-regulierten Zielproteine nicht zu einem definierten Zeitpunkt
aktiviert werden. Da zeitlich aufgeloste Messungen mit diesen herkommlichen cNMP-
Derivaten nicht mdoglich sind, wurden sogenannte caged-cNMP-Verbindungen eingesetzt.
Diese caged-Verbindungen sind chemisch modifizierte cNMP-Molekiile, die biologisch inaktiv
sind. Aus den caged-Verbindungen kann man mit Hilfe eines UV-Lichtblitzes cNMP schnell
(£ 1 ms) in Zellen photolytisch freisetzen. Somit kann die ¢cNMP-Konzentration zu einem
definierten Zeitpunkt stufenformig erhoht werden. Die Eigenschaften einer caged-Verbindung
hingen in erster Linie von der Natur der caging-Gruppe ab. Bei den caged-cNMP-
Verbindungen wurden bisher vier verschiedene Klassen von caging-Gruppen verwendet (zur

Ubersicht siehe Kaupp & Seifert, 2002 und Tab. 3.6).

Tab. 3.6: Eigenschaften der verschiedenen caged-cNMP-Verbindungen.

Loslichkeit (WM) Ay (nm) Absorption ([M™' x cm™] ¢  Halbwertszeit (h) T

cGMP
NPE-cGMP 225 255 17.000 0,25 - -
DMNB-cGMP 125 347 5.500 0.004 - 300 ps
MCM-cGMP 15 327 13.300 0,21 <500 einige ns
DEACM-cGMP? 120 403 19.300 0,25 > 1.000 einige ns
CMCM-cGMP® >1.000 325 11.200 0,10 >1.000 einige ns
BCMCM-cGMP® >1.000 347 11.200 0,10 >1.000 einige ns

cAMP

NPE-cAMP - 260 19.000 0,39 - 230 ms
Desyl-cAMP - 320 500 0,34 0,5 einige ns
DMNB-cAMP > 100 345 5.800 0,05 - 3 ms
MCM-cAMP 25 325 13.300 0,10 > 1.000° einige ns
DEACM-cAMP? 135 402 18.600 0,21 >1.000 einige ns
CMCM-cAMP* 900 326 12.500 0,12 >1.000 einige ns
BCMCM-cAMP® 1.000 347 12.400 0,08 >1.000 einige ns

® = Quantenausbeute; T = Dauer der photolytischen Freisetzung; € = Extinktionskoeffizient; * axiales Isomer; °

dquatoriales Isomer; NPE = 1-(2-Nitrophenyl)ethyl; Desyl = Desoxybenzoinyl; DMNB = 4,5-dimethoxy-2-
nitrobenzyl;, MCM = 7-Methoxy-coumarin-4-yl)methyl. Die Tabelle wurde aus Kaupp & Seifert (2002)

iibernommen.
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Um physiologische Reaktionen zeitlich aufgeldst in Zellen messen zu konnen, miissen die

caged-cNMP-Verbindungen folgende Eigenschaften aufweisen:

1.

Die Loslichkeit von caged-cNMP sollte hoch sein. Je hoher die Konzentration von
caged-cNMP in der Zelle ist, um so mehr cNMP kann mit einem Blitz freigesetzt
werden.

Caged-cNMP muss resistent gegen Solvolyse sein (die caging-Gruppe ist an das
cNMP iiber eine Estergruppe gekoppelt, die in wissriger Losung hydrolysiert
werden kann). Anderenfalls wird wiahrend der Experimente und bei der Lagerung
von gelostem caged-cNMP das cNMP freigesetzt.

Sowohl die Absorption als auch die Quantenausbeute einer caged-Verbindung sollte
hoch sein, um eine hohe Photoeffizienz zu erlangen.

Die photolytische Spaltung sollte im Vergleich zu der untersuchten physiologischen
Reaktion schnell sein (< 1 ms).

Um eine Schiadigung der Zellen mit kurzwelligen UV-Blitzen zu vermeiden, sollte
sich das Absorptionsmaximum von caged-cNMP moglichst im lédngerwelligen

Bereich des Spektrums befinden.

Keine der bisher bekannten caged-cNMP-Verbindungen erfiillt alle der aufgezdhlten

Anforderungen. Dr. V. Hagen (FMP, Berlin) synthetisierte eine neuartige caged-cNMP-

Verbindung, die diesen Anforderungen gerecht werden sollte (Hagen et al., 2001; Hagen et al.,

2002). Unter 3.2.2.4.1 werden die Eigenschaften dieser neuen caged-Verbindung beschrieben

und ihre Vorteile gegeniiber den herkommlichen caged-cNMP-Verbindungen dargestellt.

AnschlieBend werden unter 3.2.2.4.2 die Messungen der Ca”*-Signale nach der photolytischen

Freisetzung von cGMP bzw. cAMP beschrieben.

3.2.24.1

BECMCM-caged-cNMP

Bei BECMCM-caged-cNMP wurde das zyklische Nukleotid iiber seine Phosphodiester-Gruppe

mit der neuartigen caging-Gruppe [6,7-Bis(Ethoxycarbonylmethoxy)-Coumarin-4-yljmethyl
(BECMCM) verestert (Abb. 3.31).
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BECMCM-cGMP

CH,CH,00CCH,0
CH,CH,00CCH,0

2 x H,0

Hydrolyse durch
unspezifische Esterasen

BCMCM-cGMP

2 x CH,CH,OH HO

Abb. 3.31: Hydrolyse von BECMCM-caged-cGMP zu BCMCM-caged-cGMP durch unspezifische

Esterasen.

Im Vergleich zu anderen caged-cNMP-Verbindungen weist BECMCM-caged-cNMP folgende
Vorteile auf (vergleiche auch Tab. 3.6):

1. BECMCM-caged-cNMP st wegen seiner Hydrophobizitit und Neutralitit gut

membrangingig. Im Zellinneren werden die Ethoxycarbonyl-Ester der caging-

Gruppe von unspezifischen Esterasen abgespalten, so dass ein bis zwei Carboxyl-

Gruppen frei werden. Ohne die beiden Ethoxycarbonyl-Ester liegt die Verbindung

als [6,7-Bis(Carboxymethoxy)-Coumarin-4-yl|methyl-cNMP vor (BCMCM-caged-

cNMP). Da BCMCM-caged-cNMP geladen und dadurch schlecht membrangéngig

ist, reichert es sich in den Zellen an. Dariiber hinaus ist BCMCM-caged-cNMP
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verglichen mit anderen caged-cNMP-Verbindungen sehr gut 16slich (Details siche
Tab. 3.6). Die Anreicherung und die hohe Loslichkeit von BCMCM-caged-cNMP
ermoglichen es eine hohe intrazellulire Konzentration der caged-Verbindung zu
erreichen. Diese Methode caged-cNMP in der Zelle anzureichern, ist vom Prinzip
her vergleichbar mit der Anreicherung eines Ca*"-Indikators wie z.B. Fluo-4, wenn
man die Zellen mit dem AM-Ester des Indikators inkubiert (3.1.2.1.4).

2. BECMCM-caged-cNMP ist praktisch resistent gegen Solvolyse.

3. BCMCM-caged-cNMP besitzt eine vergleichsweise gute Photoeffizienz (Details
siche Tab. 3.6). Auf Grund der hohen Photoeffizienz und der hohen intrazelluldren
Konzentration von BCMCM-caged-cNMP kann im Vergleich zu bisherigen caged-
cNMP-Verbindungen mehr cNMP mit einem Blitz freigesetzt werden.

4. Die Photolyse von BCMCM-caged-cNMP dauert nur einige Nanosekunden und ist
daher kurz genug, um den Ca”"-Einstrom in Spermien zeitlich aufgeldst zu messen
(Details siehe Tab. 3.6).

5. Das Absorptionsmaximum von BCMCM-caged-cNMP liegt bei 347 nm und liegt
damit im langwelligen UV-Bereich (Details siche Tab. 3.6).

Auf Grund dieser Vorteile wurde fiir die folgenden Experimente BECMCM-caged-cNMP

verwendet.

3.2.2.4.2 Der ¢cGMP-induzierte und der Resact-induzierte Ca**-Einstrom sind sehr

dhnlich

Resact 16st einen Anstieg der cGMP- und der cAMP-Konzentration aus. Die beiden cNMP-
Signale unterscheiden sich sowohl in ihrem Zeitverlauf als auch in ihrer Resact-
Empfindlichkeit . Es stellt sich die Frage, welcher der beiden Botenstoffe den Ca®"-Einstrom
auslost. Das Modell von Cook & Babcock (1993b) schlédgt vor, dass der Anstieg der cGMP-
Konzentration dazu dient, iiber weitere Zwischenschritte einen Anstieg der cAMP-
Konzentration auszulsen. cAMP soll dann direkt oder iiber eine pH-Anderung einen Ca®'-
Kanal 6ffnen, wodurch Ca®" in die Zelle stromt. Stimmt dieses Modell, so miisste die Photolyse
von caged-cAMP schneller einen Ca**-Einstrom ausldsen als die Photolyse von caged-cGMP:
cAMP kann direkt oder iiber eine pH-Annderung die Ca**-Kanile 6ffnen, wihrend cGMP noch
weitere Zwischenschritte aktivieren muss, um einen Anstieg der cAMP-Konzentration

auszulosen. Ist cGMP jedoch ebenfalls in der Lage die Ca*"-Kanile direkt zu 6ffnen, so sollte
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der cGMP-induzierte Ca**-Einstrom genauso schnell wie der cAMP-induzierte Ca**-Einstrom
sein.

Um den ¢cNMP-induzierten Ca>*-Einstrom zu messen, wurden die Spermien mit caged-cNMP
und Fluo-4 beladen. In der Messkiivette der Stopped-Flow-Apparatur wurden die Spermien mit
einem ~ 1 ms langen UV-Lichtblitz unterschiedlicher Intensitit belichtet, wodurch Ca*'-
Signale ausgeldst wurden. Im folgenden werde ich zuerst das cGMP-induzierte Ca**-Signal
beschreiben, um es anschlieBend mit dem cAMP-induzierten Ca*"-Signal zu vergleichen.

Die Form des cGMP-induzierten Ca**-Signals entspricht einem Ca”*-Signal, das durch niedrige
Resact-Konzentrationen ausgelst wird (Abb. 3.32a, g). Das ¢cGMP-induzierte Ca*'-Signal
zeigt sogar die fiir den Riickgang des Resact-Signals charakteristischen ,,Buckel“. Das Ca®'-
Signal, das durch einen Blitz mit 16 % Lichtenergie ausgelost wird, ist nahezu identisch mit
einem Ca%-Signal, das durch 6,25 pM Resact induziert wird, wenn man die Latenz-Zeiten von
dem jeweiligen Ca®"-Signal subtrahiert (Abb. 3.32g). Sowohl die Latenz-Zeit als auch die
Amplitude hingen von der Energie des Lichtblitzes ab (Abb. 3.32a, b, e, ). Die Latenz-Zeit
verkiirzt sich von 550 ms (Bereich: 500 ms, 600 ms; n = 2) bei 1,6 % Lichtenergie auf 154 ms
+ 14 (Bereich: 135 bis 170 ms; n = 4) bei 100 %. Die Amplitude der Ca**-Signale wird mit
zunehmender Lichtenergie groBer. Diese Dosis-Wirkungsbeziehung kann mit der Hill-
Gleichung beschrieben werden (Abb. 3.32f). Der Mittelwert des Hill-Koeffizienten ist ny = 2,3
+ 0,15 (n = 7). Daraus ergibt sich, dass mindestens drei cGMP-Molekiile an der Aktivierung
des Kanals beteiligt sind.

Das cAMP-induzierte Ca’"-Signal unterscheidet sich in mehreren Punkten von dem cGMP-
induzierten Ca’*-Signal: Erstens, die Zeit die vergeht, bis das Signal sein Maximum erreicht hat
(,,time-to-peak®), ist ldnger (vergleiche Abb. 3.32a und c). Zweitens, das cAMP-induzierte
Ca*'-Signal fillt nach dem Maximum nur kurz ab und bleibt anschlieBend auf einem Plateau.
Drittens, die Latenz-Zeit des cAMP-induzierten Ca**-Signals nimmt von 155 ms + 24 (Bereich:
120 bis 170 ms; n = 4) bei 100% Lichtenergie nur auf 358 ms + 78 (Bereich: 280 bis 430 ms; n
= 4) bei 1% zu (Abb. 3.32¢). Viertens, die Dosis-Wirkungsbeziehung ist nicht so steil wie die
von cGMP und variiert betrdchtlich (Abb. 3.32f). In 5 Experimenten waren die cAMP-
induzierten Signale bei niedrigen Lichtenergien groBer als die cGMP-induzierten Signale. In 3
Experimenten waren die cAMP-induzierten Signale bei allen Lichtenergien kleiner als die
cGMP-induzierten Signale (Abb. 3.32f). In 3 Experimenten waren die Werte der Dosis-
Wirkungsbeziehung bei niedrigen Lichtenergien fiir cAMP und ¢cGMP é&hnlich (Daten nicht
gezeigt). Die Griinde fiir diese Variabilitdt sind nicht bekannt.
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Zusammenfassend lassen die Messungen des ¢cGMP- und cAMP-induzierten Ca”’-Einstroms

folgende Schlussfolgerungen zu:

1.

Der Zeitverlauf und die Form der cAMP- und c¢GMP-induzierten Ca®’-Signale
unterscheiden sich von einander. Hierbei féllt besonders das Plateau des cAMP-
induzierten Ca*"-Einstroms auf. Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass cGMP und
cAMP entweder die gleichen Ca®**-Kanile, aber iiber unterschiedliche Mechanismen
aktivieren, oder dass cGMP und cAMP unterschiedliche Ca*'-Kanile aktivieren.

Die folgende Beobachtungen lassen vermuten, dass der frithe Ca**-Einstrom durch
cGMP ausgeldst wird: Erstens, die cGMP-induzierten Ca*"-Signale haben eine grofere
Ahnlichkeit mit dem Resact-induzierten Ca**-Signal als die cAMP-induzierten Signale
(vergleiche Abb. 3.27a und 3.32¢). Zweitens, die Latenz-Zeit der cGMP- und cAMP-
induzierten Ca’"-Signale sind identisch - abgesehen bei niedrigen Lichtintensititen.
Miisste ¢cGMP zuerst einen cAMP-Anstieg auslosen um einen Ca*'-Einstrom zu
aktivieren, dann wire zu erwarten, dass die Latenz-Zeit des ¢cGMP-induzierten Ca*'-
Einstroms linger als die des cAMP-induzierten Ca*-Einstroms ist.Die Latenz-Zeit des
Ca”*-Einstroms koénnte auf den folgenden Ursachen beruhen: Erstens, CAMP bzw.
cGMP miissen weitere Zwischenschritte aktivieren, um einen Ca**-Einstrom
auszuldsen. Zweitens, CAMP bzw. cGMP binden an einen Ca”"-Kanal, bei dem einige

Zeit zwischen der Bindung und der Aktivierung vergeht.
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Abb. 3.32: Ca**-Einstrom in Spermien nach Freisetzung von cGMP oder cAMP. (a) Ca’"-Einstrom induziert
durch UV-Blitze in caged-cGMP-beladenen Spermien. Die relativen Lichtenergien der UV-Blitze reichten von 1%
bis 100% und sind in den Farben der dazugehorigen Kurven angegeben. Die UV-Blitze wurden zum Zeitpunkt t =
0 ausgeldst. (b) Daten aus (a), aber auf einer kiirzeren Zeitskala gezeigt. (¢) caged-cAMP-beladene Spermien. (d)
Daten aus (c), aber auf einer kiirzeren Zeitskala. (e) Latenz-Zeit des cAMP- und c¢GMP-induzierten Ca®'-
Einstroms in Abhéngigkeit von der relativen Lichtenergie. (f) Abhdngigkeit der Amplituden des cAMP- und
¢GMP-induzierten Ca**-Einstroms von der relativen Lichtenergie (Daten aus (a) und (c)). Die Linie der cGMP-
Daten wurde mit der Hill-Gleichung berechnet. Der Hill-Koeffizient war 2,2. (g) Normalisierte Ca**-Einstrome,
die durch einen 100% Blitz in caged-cGMP- bzw. caged-cAMP-beladenen Spermien oder durch 6,25 pM Resact
induziert wurden. Von den Ca”"-Signalen wurde jeweils die Latenz-Zeit subtrahiert, so dass der Ca**-Einstrom bei

t =0 beginnt.

3.2.25 Caged-Resact

In unserer Arbeitsgruppe untersuchen wir mit Hilfe der Video-Mikroskopie, wie Spermien ihr
Schwimmverhalten = nach  Resact-Stimulation  verdndern.  Der  Zeitverlauf  der
Verhaltensdnderung sollte mit dem Zeitverlauf der intrazelluldren Reaktionen (cNMP, Ca2+,
pH) verglichen werden. Dazu war es notwendig, die Spermien unter dem Mikroskop zu einem
definierten Zeitpunkt mit Resact zu stimulieren. Um dieses Problem zu 16sen, synthetisierte Dr.
V. Hagen (FMP, Berlin) caged-Resact. In diesem Abschnitt werden die Eigenschaften von

caged-Resact beschrieben.

Resact
Cys-Val-Thr-Gly-Ala-Pro-Gly-Cy-Val-Gly-Gly-Gly-Arg-LeuNH,

S
‘ N NO,
DMNB
HsCO =
OCH,

Abb. 3.33: Strukturformel von DMNB-caged-Resact. (DMNB: 4,5-Dimethoxy-2-Nitrobenzyl). Die Synthese

wird im Rahmen einer anderen Arbeit beschrieben.
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Modifikationen an dem Cystein in Position 8 verringert die Wirksamkeit von Resact einen
cNMP-Anstieg zu induzieren (Shimomura & Garbers, 1986a; Daten nicht gezeigt). Daraus
kann man schlieBen, dass Cys8 wichtig ist fiir die Erkennung von Resact durch seinen
Rezeptor. An dieses Cystein wurde iiber einen Thioester die caging-Gruppe 4,5-Dimethoxy-2-
Nitrobenzyl (DMNB) kovalent gekoppelt (Abb. 3.33). Die Quantenausbeute von caged-Resact
liegt bei 0,035 (miindliche Mitteilung, V. Hagen). Das Absorptionsmaximum und der
Absorptionskoeffizient wurden bisher nicht bestimmt, sie sollten jedoch vergleichbar mit
anderen caged-DNMB-Verbindungen sein (siche Tab. 3.6). Ich {iberpriifte, ob caged-Resact
tatsdchlich eine geringere Affinitdt fiir den Resact-Rezeptor besitzt und ob mit Hilfe eines UV-
Lichtblitzes schnell Resact freigesetzt werden kann. Dazu verglich ich den Ca**-Einstrom von

Spermien, die mit caged-Resact gemischt wurden mit dem Resact-induzierten Ca**-Einstrom

(Abb. 3.34a).
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Abb. 3.34: Vergleich des Ca’**-Einstroms nach Mischen der Spermien mit Resact- bzw. caged-Resact. (a)
Ca”"-Signale induziert durch 1,25 pM Resact (grau) bzw. 4 nM caged-Resact (schwarz). (b) Ca®"-Signale induziert
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durch 25 pM Resact (grau) bzw. 100 nM caged-Resact (schwarz). (¢) Beispiel einer Dosis-Wirkungs-Kurve der
normalisierten maximalen Amplitude des frithen Ca**-Einstroms, ausgelost durch Resact bzw. caged-Resact; der

Kip-Wert betrdgt 2,0 pM (Resact) bzw. 3,5 nM (caged-Resact).

Mit 4 nM bzw. 100 nM caged-Resact werden Ca®*-Signale ausgelost, die in Form und GroBe
Ca”"-Signalen dhneln, die durch 1,25 pM bzw. 25 pM Resact ausgelost wurden (Abb. 3.34a, b).
Daraus ldsst sich schlieBen, dass die caging-Gruppe die Wirksamkeit von Resact um das
~3000-fache verringert. Auffillig ist, dass caged-Resact-Konzentrationen > 100 nM
(entspricht 30 pM normalem Resact) keinen spiten Ca”**-Einstrom induzieren (Abb. 3.34b). Die
Ursache dafiir ist nicht bekannt.

In Abb. 3.34c werden die Dosis-Wirkungs-Kurven des frithen Ca®"-Einstroms von Resact und
caged-Resact miteinander verglichen. Man erkennt, dass der K;,-Wert von caged-Resact mehr
als drei GroBenordnungen zu hoheren Konzentrationen hin verschoben ist (caged-Resact K, =
4,9 nM = 1,0 (Bereich: 3,5 bis 6,0 nM; n = 5), Resact Ky, = 1,6 pM £ 0,6 (Details siche
3.2.2.2)). Damit wird das Ergebnis von Abb. 3.34a bestdtigt, dass caged-Resact ~ 3000-mal
weniger wirksam ist als unmodifiziertes Resact.

Als nichstes untersuchte ich das Ca**-Signal, das mit caged-Resact (0,5 pM) ausgelost wird

und das Ca**-Signal, dass durch einen Lichtblitz ausgeldst wird (Abb. 3.35).
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Abb. 3.35: Ca**-Signal nach Mischen mit caged-Resact und nach anschlieBender Freisetzung von Resact
durch einen UV-Blitz. (a) Die Spermien wurden zum Zeitpunkt t = 0 mit 0,5 uM caged-Resact gemischt. Der
Pfeil zeigt den Zeitpunkt des UV-Blitzes an. (b) Normalisiertes Ca’*-Signal nach Stimulation mit 25 pM Resact
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(grau) oder nach photolytischer Spaltung von caged-Resact (schwarz; Signal aus (a)). Die Spermien wurden zum

Zeitpunkt t = 0 mit Resact gemischt bzw. geblitzt.

Nachdem das caged-Resact-induzierte Ca**-Signal sein Maximum erreicht hat, geht die Ca®'-
Konzentration wieder nahezu auf den Anfangswert zuriick (Abb. 3.35a). Setzt man mit einem
UV-Blitz Resact frei, wird ein zweites Ca’’-Signal ausgeldst. In Abb. 3.35b wird die
Anstiegsgeschwindigkeit der Ca®'-Signale verglichen, die durch Resact und durch die
Photolyse von caged-Resact induziert wurden. Durch die Photolyse von caged-Resact wird ein
Ca”"-Signal induziert, das einem durch 25 pM Resact-induzierten Signal am #hnlichsten ist.
Daraus kann man schlieBen, dass durch einen UV-Blitz ~ 25 pM Resact aus 0,5 UM caged-
Resact freigesetzt wurden. Auffillig ist, dass der Blitz-induzierte Ca*"-Einstrom schneller als
der Resact-induzierte Ca’’-Einstrom wieder auf die Ca?"-Ruhekonzentration zuriickgeht.
Dieses Ergebnis konnte auf einen Adaptationsprozess durch den vorhergegangenen Ca®'-
Einstrom zuriickzufiihren sein.

Die Ergebnisse zeigen, dass erstmalig ein Eizelllockstoff erfolgreich ,,gecaged* werden konnte;

caged-Resact ist fiir weitere physiologische Messungen sehr wertvoll.

3.2.3 Kinetische Messungen der Resact-induzierten Anderung des pH-Werts

Das Modell des SAP-induzierten Signalwegs (Abb. 1.3) geht davon aus, dass der Anstieg des
pH-Werts eine Vorraussetzung fiir den Ca**-Einstrom ist. Demnach miisste der pH-Anstieg vor
dem Ca*"-Einstrom beginnen. Diese Voraussage soll im folgenden Kapitel mit Hilfe von

zeitlich aufgelosten pH-Messungen untersucht werden.

3.2.3.1 Abhingigkeit des pH-Signals von der Resact-Konzentration

BCECF-beladene Spermien wurden mit verschiedenen Resact-Konzentrationen stimuliert und
die pH-Anderung wurde zeitlich aufgeldst gemessen. Wie schon unter 3.1.2.2.5 beschrieben,
hingt die Form der pH-Signale vom Zeitpunkt der Messung wihrend der Laichzeit ab. In Abb.
3.36a, b, c, d sind pH-Signale gezeigt, die in verschiedenen Phasen der Laichzeit aufgenommen
wurden. Unabhdngig vom Zeitpunkt der Messung, haben die pH-Signale folgende

Gemeinsamkeiten: Der pH-Wert steigt nach einer Latenz-Zeit auf ein Maximum an. Das
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Maximum wird mit zunehmender Resact-Konzentration groBer und sittigt bei > 25 pM Resact.
Wie bei dem Ca2+-Signa1, verkiirzen sich Latenz-Zeit und ,time-to-peak® mit der Resact-
Konzentration.

Die in Abb. 3.36e gezeigten pH-Signale (25 pM Resact) stammen aus Abb. 3.36a, b, ¢, d und
wurden auf das Maximum normiert. Der Vergleich der Signale verdeutlicht, wie sehr die Form
der pH-Signale vom Zeitpunkt der Messung abhdngt: Gegen Mitte der Laichzeit (Juni/Juli) ist
die Latenz-Zeit und die ,,time-to-peak™ kiirzer und die pH-Signale zeigen einen transienteren
Verlauf als am Ende der Laichzeit (August). Die Latenz-Zeit wurde nur an pH-Signalen
bestimmt, die gegen Ende der Laichzeit gemessen wurden (Begriindung siehe 3.1.2.2.5;
Schwarze Kurve). Die Latenz-Zeit betrdgt bei 0,25 pM Resact ~ 1000 ms, wird mit
zunehmender Resact-Konzentration kiirzer und erreicht einen Grenzwert von ~ 60 ms bei

25 nM Resact (Abb. 3.36f).
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Abb. 3.36: Zeitverlauf des pH-Signals nach Stimulation der Spermien mit verschiedenen Resact-
Konzentrationen. (a, b, ¢, d) Die Kurven zeigen den pH-Anstieg nach Stimulation mit verschiedenen Resact-
Konzentrationen. Die Resact-Konzentrationen, mit denen die Spermien zum Zeitpunkt t = 0 stimuliert wurden,

sind neben den dazugehérenden Kurven aufgetragen. Das Datum an dem die Messung durchgefiihrt wurde ist
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jeweils iiber dem Graph angegeben. (e) Daten aus (a, b, ¢, d); normalisierter pH-Anstieg nach Stimulation mit 25
pM Resact. (f) Abhéngigkeit der Latenz-Zeit des pH-Anstiegs und des Ca*"-Einstroms (Erklirung siche néchstes
Kapitel) von der Resact-Konzentration. Die Latenz-Zeit wurde bestimmt am Schnittpunkt von der

Regressionsgraden der Steigung des Signals mit der Zeit-Achse.

3.2.3.2 Das Resact-induzierte pH-Signal 16st nicht den Ca’*-Einstrom aus

In dem Modell von Cook & Babcock (1993b) reguliert der pH-Anstieg den Ca”>"-Einstrom.
Wenn dieses Modell stimmt, miissen folgende Bedingungen erfiillt sein:
1. Der pH-Anstieg muss dem Ca”*"-Signal vorausgehen.
2. Wenn das pH-Signal unterdriickt wird (z.B. mit intrazelluliren pH-Puffern oder
Protonophoren), sollte das Ca**-Signal ebenfalls unterdriickt werden.
In diesem Kapitel beschreibe ich drei unterschiedliche Experimente, die zeigen, dass der Ca*'-
Einstrom nicht durch den pH-Anstieg ausgeldst wird.
Erstens, vergleicht man die Latenz-Zeit des pH-Anstiegs (siche 3.2.3.1) mit der des Ca*'-
Einstroms, so erkennt man, dass nur bei unphysiologisch hohen Resact-Konzentrationen
>25pM die Latenz-Zeit des pH-Signals kiirzer als die des Ca’’-Signals ist (Abb. 3.36f).
Daraus muss man schlieBen, dass zumindest der frihe Ca**-Einstrom nicht durch den pH-
Anstieg ausgeldst wird. Diese Schlussfolgerung wird dadurch unterstiitzt, dass sich die Latenz-
Zeit des pH-Signals im Laufe der Laichzeit dndert (Abb. 3.36e; Details siche 3.1.2.2.5), das
Ca”"-Signal jedoch nicht. Zwar ist zu Beginn der Laichzeit auch bei niedrigen Resact-
Konzentrationen die Latenz-Zeit des pH-Signals kiirzer als die des Ca®'-Signals, wiirde der pH-
Anstieg aber den Ca®-Einstrom auslsen, dann miisste sich auch das Ca**-Signal im Laufe der
Laichzeit veréndern.
Zweitens, in Abb. 3.13 wurde gezeigt, dass 20 mM des pH-Puffers Imidazol den Resact-
induzierten pH-Anstieg unterdriickt. Ich untersuchte, ob 20 mM Imidazol auch den Ca®'-
Einstrom verdndern (Abb. 3.37a). Die Basalfluoreszenz wird nicht durch Imidazol beeinflusst.
Der Resact-induzierte Ca**-Einstrom ist in Anwesenheit von Imidazol sogar etwas groBer als in
Abwesenheit des pH-Puffers. Dies liegt vermutlich daran, dass durch Imidazol der pH-Wert in
den Spermien erhdht wird. Die Ca®’-Signale werden nimlich mit zunehmendem pH-Wert
etwas groBBer (Daten nicht gezeigt).
Drittens, in Abb. 3.14 wurde gezeigt, dass schon eine 2 min lange Inkubation mit 10 uM des
Protonophors FCCP den Resact-induzierten pH-Anstieg unterdriickt. Ich untersuchte das Ca*'-
Signal in Spermien, die unterschiedlich lange mit 10 uM FCCP inkubiert wurden (Abb.
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3.37b). Nach einer 2 min langen Inkubation mit 10 uM FCCP verdoppelt sich die Latenz-Zeit
des Ca’"-Einstroms. Der sonstige Zeitverlauf des Signals #ndert sich jedoch kaum. Mit
zunehmender Inkubationsdauer wird das Signal allerdings kleiner und langsamer, aber selbst
nach einer 10 min langen Inkubation mit FCCP ist immer noch ein deutlicher Ca**-Einstrom zu
erkennen. Vermutlich wird der Ca**-Einstrom nach lingerer Inkubation mit FCCP langsamer
und kleiner, weil der Protonengradient iiber der Mitochondrienmembran zusammenbricht.

Dadurch kann nicht mehr GTP fiir die cGMP-Synthese gebildet werden.

AFs1g (mV)

Abb. 3.37: Ca’*-Signal in An- und Abwesenheit von Imidazol oder FCCP. (a) Fluo-4-beladene Spermien
wurden ~ 5 min mit 20 mM Imidazol inkubiert und zum Zeitpunkt t = 0 mit 6,25 pM (+) oder ohne (-) Resact und
20 mM Imidazol gemischt (schwarze Signale). Als Kontrolle wurden Fluo-4-beladene Spermien ohne Imidazol
zum Zeitpunkt t = 0 mit 6,25 pM Resact gemischt (graue Signale). (b) Fluo-4-beladene Spermien wurden
unterschiedlich lange mit 10 uM FCCP inkubiert und zum Zeitpunkt t = 0 mit 6,25 pM Resact stimuliert. Die

Dauer der Inkubationszeit ist in den Farben der dazugehorigen Kurven angegeben.
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3.24 Pharmakologie der Ca“—Signale

Im folgenden Kapitel werden Ca*"-Messungen beschrieben, die in Gegenwart von

verschiedenen Kanalblockern und Inhibitoren von Proteinkinasen durchgefiihrt wurden.

3.24.1 Wird das Ca**-Signal durch K*-Kanalblocker unterdriickt?

Verschiedene Arbeiten berichten, dass SAPs durch einen K'-Ausstrom eine Hyperpolarisation
auslosen (Lee et al., 1986; Babcock et al., 1992; Cook & Babcock, 1993a, Beltran et al., 1996),
die durch einen cGMP-regulierten K'-Kanal vermittelt wird (Galindo et al., 2000). Galindo und
Mitarbeiter (2000) haben eine grofe Zahl von K'-Kanalblockern getestet, von denen nur
wenige die Hyperpolarisation unterdriickten. Selbst nach einer 5-miniitigen Inkubation mit
30mM des K'-Kanalblockers TEA konnte kein Effekt auf die SAP-induzierte
Hyperpolarisation gezeigt werden. Die Hyperpolarisation konnte nach 5-miniitiger Inkubation
mit 5 mM des Kanalblockers 4-AP (4-Aminopyridin) zu 64 % inhibiert werden.

In keiner der Arbeiten konnte die Hyperpolarisation iiberzeugend nachgewiesen werden. Da die
Hyperpolarisation eine Voraussetzung fiir den Ca*"-Einstrom sein soll, habe ich untersucht, ob
TEA und 4-AP den Ca*"-Einstrom unterdriicken.

Zunichst inkubierte ich die Spermien mit 5 bis 10 mM TEA und stimulierte sie mit 12,5 pM
Resact. Ich konnte keine Verdnderung des Resact-induzierten Ca’’-Einstroms beobachten
(Daten nicht gezeigt). Als ndchstes inkubierte ich die Spermien mit 10 mM 4-AP und
stimulierte sie mit 12,5 pM Resact (Abb. 3.38).
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Abb. 3.38: Resact-induzierter Ca’*-Einstrom nach unterschiedlich langen Inkubationen der Spermien mit
4-AP. Spermien wurden zum Zeitpunkt t = 0 mit 12,5 pM Resact stimuliert, nachdem sie zuvor unterschiedlich
lange mit 10 mM 4-AP inkubiert worden waren. Die Inkubationszeiten sind in den Farben der dazugehorigen

Kurven angegeben.

Nachdem die Spermien 5 min mit 4-AP inkubiert waren, geht das Ca®"-Signal, nachdem es das
Maximum erreicht hat, nicht mehr so schnell auf die Basalfluoreszenz zuriick. Nach 7 min hat
sich die Amplitude des Signals um mehr als das Doppelte verringert. Nach 17 min ist immer
noch ein deutliches Signal zu erkennen, die Amplitude ist allerdings ~ 5-mal kleiner als die
Amplitude der Kontrolle. In anderen Arbeiten wurde gezeigt, dass schon micromolare
Konzentrationen von 4-AP K'-Kanile inhibieren (Campbell et al, 1993; Castle & Slawsky,
1993; Gomez & Nasi, 1994). Daher deuten die Ergebnisse darauf hin, dass 4-AP eher indirekt

den Signalweg beeinflusst, als dass es spezifisch einen Resact-aktivierten K'-Kanal blockiert.

3.24.2 Ist der SPTH-Kanal an der Aktivierung des Ca**-Einstroms beteiligt?

Gauss und Mitarbeiter (1998) identifizierten einen hyperpolarisationsaktivierten, cAMP-
modulierten Ionenkanal. Dieser sogenannte SPIH-Kanal wurde in Flagellen von S. purpuratus-
Spermien lokalisiert. Wird das Kanalprotein in einer menschlichen Zelllinie heterolog
exprimiert, so kann der Einwirtsstrom durch Cs'-Konzentrationen > 3 mM nahezu vollstindig
blockiert werden. Ich untersuchte den Resact-induzierten Ca®"-Einstrom in Anwesenheit von

5mM Cs’, um herauszufinden, ob der SPIH-Kanal an der Regulation des Ca’'-Einstroms
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beteiligt ist (Daten nicht gezeigt). Es konnte kein Effekt von Cs’ beobachtet werden. Dafiir
kommen drei mogliche Erklarungen in Betracht:
1. Der SPIH-Kanal ist nicht an der Regulation des Eizellpetid-induzierten Ca*"-Einstroms
beteiligt.
2. Der SPIH-Kanal wird in Spermien nicht durch 5 mM Cs'-Ionen blockiert.
3. Eher unwahrscheinlich ist, dass der Kanal nur in S. pupuratus-Spermien, nicht aber in

A. punctulata-Spermien vorkommt.

3.243 Welcher Ca’*-Kanal ist an dem Signalweg beteiligt?

Bisher ist es nicht gelungen, die Ca’"-Kanile zu identifizieren, die an dem Resact-induzierten
Signalweg beteiligt sind.

Um zu untersuchen, ob der Resact-induzierte Ca**-Einstrom von spannungsaktivierten L-Typ
Ca”"-Kanilen getragen wird, wurden die Ca’"-Signale in Anwesenheit des Inhibitors D-cis-
Diltiazem gemessen. D-cis-Diltiazem-Konzentrationen von 10 bis 100 uM verénderten den
Ca”"-Einstrom nicht (Daten nicht gezeigt). Das Ergebnis zeigt, dass der Resact-induzierte Ca®'-
Einstrom wahrscheinlich nicht durch L-Typ Ca”**-Kanile getragen wird.

Inkubiert man die Spermien mit 30 uM des T-Typ Ca”*-Kanalblockers Flunarizin, so veridndert
sich der Zeitverlauf des Ca**-Signals (Abb. 3.39). Unabhingig von der Resact-Konzentration
bleibt die Latenz-Zeit gleich, aber die Ca**-Konzentration steigt langsamer an. Ebenso fallt das
frithe Ca**-Signal langsamer ab. Die Beobachtungen zeigen, dass ein T-Typ Ca*"-Kanal an dem

frithen Ca’"-Einstrom beteiligt sein konnte.
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Abb. 3.39: Resact-induzierter Ca**-Einstrom in Anwesenheit von Flunarizin. Spermien wurden mit 30 pM
Flunarizin (schwarze Kurven) bzw. ohne Flunarizin (graue Kurven) inkubiert und zum Zeitpunkt t = 0 mit den

angegebenen Resact-Konzentration stimuliert.
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3.24.4 Regulieren Proteinkinasen den Ca’"-Einstrom?

Resact induziert eine Zunahme der cAMP- bzw. cGMP-Konzentration. Einige Proteinkinasen
(PK-A bzw. PK-G) werden durch cAMP bzw. cGMP aktiviert (zur Ubersicht sieche Tasken et
al., 1997; Lincoln & Cornwell, 1993). Es ist moglich, dass diese Proteinkinasen entsprechende
Ca*"-Kanile phosphorylieren und auf diese Weise an der Regulation des Resact-induzierten
Ca’"-Einstroms beteiligt sind. Ich untersuchte diese Moglichkeit indem ich Spermien mit
Inhibitoren fir PK-A oder PK-G inkubierte und den Resact-induzierten Ca®"-Einstrom
beobachtete (Abb. 3.40).
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Abb. 3.40: Resact-induzierter Ca**-Einstrom in Anwesenheit von Proteinkinase-A- oder Proteinkinase-G-
Inhibitoren. (a) Spermien wurden mit 5 UM des Proteinkinase-A-Inhibitors H-89 (schwarze Kurve) bzw. ohne H-
89 (graue Kurve) inkubiert und zum Zeitpunkt t = 0 mit 25 pM Resact stimuliert. (b) Spermien wurden mit 2 uM
des Proteinkinase-G-Inhibitors KF-5823 (schwarze Kurve) bzw. ohne KF-5823 (graue Kurve) inkubiert und zum
Zeitpunkt t = 0 mit 25 pM Resact stimuliert.

In Anwesenheit des Proteinkinase-A-Inhibitors H-89 (5 uM) verldngert sich die Latenz-Zeit um
~ 100 ms und der ,,Buckel“ des spiten Ca*"-Einstroms wird unterdriickt (Abb. 3.40a). In
Anwesenheit des Proteinkinase-G-Inhibitors KF-5823 (2 uM) verdoppelt sich die
Signalamplitude verglichen mit der Kontrolle (Abb. 3.40b).
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Aus den Beobachtungen kann man schlussfolgern, dass beide Typen von Proteinkinasen an der
Regulation des Ca*"-Einstroms beteiligt sind. Wiahrend Proteinkinase-A den spiten Ca”'-
Einstrom zu aktivieren scheint, ist Proteinkinase-G an der Regulation der Amplitude des frithen
Ca”"-Einstroms beteiligt. Proteinkinase-G scheint jedoch nicht fiir die Aktivierung des Ca®'-

Einstroms notwendig zu sein.
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4 Diskussion

4.1 Wozu sind zeitlich aufgeloste Messungen an intakten Spermien

notwendig?

Werden Spermien des Seeigels Arbacia punctulata mit Resact stimuliert, so dndern sich
die cGMP- bzw. die cAMP-Konzentration, die Ca**-Konzentration und der pH-Wert. Die
Abfolge der physiologischen Reaktionen und ihre ursidchlichen Zusammenhénge waren
bisher nicht genau bekannt. Ein Grund dafiir ist, dass die bisher eingesetzten Methoden
nicht erlaubt haben die Spermien schnell mit dem SAP zu mischen. Die SAP-induzierten
physiologischen Reaktionen verlaufen jedoch schnell, d.h. in wenigen Sekunden oder
sogar Millisekunden. Um dieses Problem zu 16sen, verwendete ich die Quenched- und die
Stopped-Flow-Methode. Diese Methoden werden hiufig eingesetzt, um chemische oder
biochemische Reaktionen in Losung im Millisekunden- bis Sekundenbereich kinetisch zu
verfolgen. Bisher sind nur wenige Arbeiten bekannt, in denen physiologische Reaktionen
in eukaryotischen Zellen mit diesen Methoden untersucht worden sind. So wurde der
Duftstoff-induzierte Anstieg der cAMP- und IP3-Konzentration in Sdugetier-Riechzellen
durch Quenched-Flow-Messungen untersucht (Breer ef al., 1990; Boekhoff et al., 1990).
Nishigaki und Mitarbeiter (2001) veroffentlichten Stopped-Flow-Messungen des Speract-
induzierten Ca®"- und pH-Anstiegs in Strongylocentrotus purpuratus-Spermien. In beiden
Arbeiten wurde jedoch nicht an intakten Zellen gemessen. Statt an Riechzellen wurde nur
an Zilienpraparationen gemessen; bei den Messungen an Spermien war die Motilitdt der
Zellen beeintrdchtigt und bei < 10 % der Spermien wurden die Kopfe abgetrennt.
Authentische Konzentrationsdnderungen intrazelluldrer Botenstoffe sollte man jedoch am
Besten an intakten Zellen messen. Ich konnte zeigen, dass weder bei den ¢cGMP- und
cAMP-Messungen noch bei den Ca®"- und pH-Messungen die Spermien geschidigt
werden.

Mit der Quenched- bzw. Stopped-Flow-Methode wurde es erstmals mdoglich, die SAP-
induzierten physiologischen Reaktionen an intakten Spermien zeitlich aufgelost zu
messen. Anhand der Messungen konnten Riickschliisse auf die ursdchlichen

Zusammenhédnge der einzelnen Reaktionen gezogen werden und die bisherigen Modelle
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des SAP-induzierten Signalwegs in wesentlichen Punkten widerlegt werden. Des

Weiteren lieferten die Messungen Einblicke in bisher unbekannte Details des Signalwegs.

4.2 Optimierung und Probleme der Messmethoden

4.2.1 Beladung der Spermien mit Fluoreszenzindikatoren

Verglichen mit bisherigen Ca*"-Messungen an Spermien wurde in dieser Arbeit nicht nur
ein besserer Ca**-Indikator eingefiihrt, sondern auch die Beladung der Spermien mit dem

Indikator deutlich verbessert.

Wahl des Indikators.

Im Rahmen meiner Diplomarbeit (Solzin, 1999) wurde erstmals Fluo-4 fiir Ca’*-
Messungen an Seeigel-Spermien verwendet. Bei fritheren Messungen setzte man andere
Ca’'-Indikatoren, z.B. Indo-1 oder Fura-2, ein (z.B. Schackmann & Chock, 1986 bzw.
Cook & Babcock, 1993b). Verglichen mit Indo-1 oder Fura-2 hat Fluo-4 den Vorteil,
dass es in seiner Ca*"-gebundenen Form wesentlich stirker als in seiner Ca®*-freien Form
fluoresziert. Auf Grund dieser Eigenschaft erreicht man mit Fluo-4, bei gleicher
intrazelluldrer Indikator-Konzentration wie Indo-1 oder Fura-2, ein besseres Signal-
Rausch-Verhiltnis und eine geringere Hintergrundsfluoreszenz . Ein weiterer Vorteil von
Fluo-4 ist, dass es durch sichtbares Licht angeregt wird, wéhrend Indo-1 und Fura-2
durch UV-Licht angeregt werden. Von Hamster-Spermien ist z.B. bekannt, dass UV-
Licht die akrosomale Exozytose induzieren kann (Shirakawa & Miyazaki, 1999).

Inkubationspuffer.

In bisherigen Messungen wurden die Spermien mit den Ca*"- und pH-Indikatoren in
unphysiologischem ASW beladen (z.B. Nishigaki et al., 2001; ASW7,0L mit pH7,0 und
1 mM Ca®™). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Beladung in ASW7,0L den
Zeitverlauf des Ca**-Signals verindert. Deshalb wurde normales ASW fiir die Beladung

mit den Indikatoren verwendet, um moglichst authentische Signale messen zu konnen.
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Signal-Rausch-Verhdltnis.

Sowohl die Ca*"-Signale als auch die pH-Signale zeigen ein sehr gutes Signal-Rausch-
Verhiltnis (z.B. bei 25 nM Resact > 100). Selbst bei 250 fM Resact konnen noch Ca*'-
bzw. pH-Signale mit einem Signal-Rausch-Verhéltnis von ~ 7 bzw. ~2 gemessen
werden. Dagegen mussten Nishigaki und Mitarbeiter (2001) selbst bei sittigenden
Speract-Konzentrationen 140 Ca”"-Signale mitteln, um ein Signal-Rausch-Verhiltnis von
~ 4 zu bekommen. Ein einzelnes Signal hatte also ein Signal-Rausch-Verhéltniss von ~
0,3. Vermutlich liegt dieser groBe Unterschied daran, dass die Spermien bei den
Messungen von Nishigaki und Mitarbeitern (2001) geschiadigt wurden und die optischen
Eigenschaften des Messstandes nur unzureichend waren. Diese Vermutung wird dadurch
unterstiitzt, dass ich im Rahmen meiner Diplomarbeit mit einer 80-mal geringeren
Speract-Konzentration (2,5 nM) ohne zu mitteln ein Signal-Rausch-Verhéltnis von ~ 18
erreichte (Solzin, 1999).

Fazit: Das verbesserte Beladungsprotokoll erlaubt es, moglichst authentische Ca®*- und
pH-Signale an ungeschidigten Spermien mit einem guten Signal-Rausch-Verhéltnis zu

messen.

4.2.2 Kalibrierung der Ca’*-Konzentration bzw. des pH-Werts

Bei den Stopped-Flow-Messungen wurde aus folgenden Griinden nur die Anderungen der
Ca”*-Konzentration bzw. des pH-Werts, nicht aber die absolute Ca**-Konzentration bzw.
der pH-Wert gemessen:

Die Resact-Rezeptoren sind im Flagellum der Spermien lokalisiert (Sano, 1976). Daher
ist es wahrscheinlich, dass die Resact-induzierten Reaktionen nicht homogen iiber das
ganze Spermium, sondern rdumlich begrenzt stattfinden. Da bei den Stopped-Flow-
Messungen die Fluoreszenz einer Spermienpopulation gemessen wird, reprasentieren die
Messsignale einen Durchschnitt der Fluoreszenzsignale aller Kompartimente wie z.B.
Flagellen, Akrosomen und Mitochondrien. Mit den Stopped-Flow-Messungen wiirde man

also die mittlere Ca*"-Konzentration bzw. den mittleren pH-Wert der Spermien messen.
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Eine Kalibrierung wiirde daher keine Riickschliisse auf die Ca’"-Konzentration bzw. auf

den pH-Wert im Zytosol des Flagellums zulassen und wére deshalb sinnlos.

4.3 Ablauf der Resact-induzierte Reaktionen in Arbacia punctulata-
Spermien
cGMP-Anstieg.

Resact induziert einen schnellen und groen Anstieg der cGMP-Konzentration. Nach
Stimulation mit 250 nM Resact steigt die cGMP-Konzentration innerhalb von 25 ms
schon auf das ~ 5-fache an. Die cGMP-Konzentration steigt schneller an als die cAMP-
Konzentration, die Ca*"-Konzentration und als der pH-Wert. Die Anderung der cGMP-
Konzentration reprisentiert damit den ersten zelluldren Schritt des Signalwegs, der die
Chemotaxis kontrolliert. Dieses Ergebnis ist insofern nicht iiberraschend, da der Rezeptor
fiir Resact als eine membranstindige GC identifiziert wurde (Shimomura ef al., 1986b).
Die ¢cGMP-Ruhekonzentration betrigt im Mittel 1,0 pmol/10® Spermien. Sie steigt nach
Stimulation mit 250 nM Resact im Mittel um das ~ 20-fache an. In fritheren Studien
wurden zwar vergleichbare cGMP-Ruhekonzentrationen von 0.4 - 0,6 pmol/10*Spermien
gemessen, ein Anstieg der cGMP-Konzentration konnte jedoch nur in Anwesenheit von
mindestens 0,05 mM des PDE-Inhibitors IBMX gemessen werden (z.B. Suzuki et al.,
1984; Ward et al., 1985b; Shimomura & Garbers, 1986a). Trotz des PDE-Inhibitors
konnte selbst mit ~ 5 uM Resact nur eine ~ 5-fache Erhohung der cGMP-Konzentration
gemessen werden (Suzuki et al., 1984). Der Unterschied zwischen den Quenched-Flow-
Messungen und den frilheren Messungen liegt an der hdheren Zeitauflosung der
Quenched-Flow-Messungen: Bei den fritheren Messungen wurde das Maximum des
Resact-induzierten cGMP-Anstiegs verpasst, da die cGMP-Konzentration schon wieder
abnahm bevor man sie messen konnte. Ein weiterer Vorteil der Quenched-Flow-Methode
ist, dass es durch die hohe Zeitauflosung erstmals moglich war, den cGMP-Anstieg in
Spermien in Abwesenheit von IBMX zu messen.

Rechnet man die cGMP-Menge auf cGMP-Molekiile/Spermium um, so befinden sich in

einem unstimulieren Spermium 2400 cGMP-Molekiile. Geht man davon aus, dass die
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Komponenten des cGMP-Signalwegs nur im Zytosol lokalisiert sind und das Zytosol <
50 % des Spermienvolumens (7 fl; Harvey et al., 1956) ausmacht, so erhdlt man eine
cGMP-Ruhekonzentration von ungefdhr > 1,2 uM. Nach Stimulation mit 250 nM Resact
wiirde die cGMP-Konzentration auf 86 uM bzw. 180.000 cGMP-Molekiile/Spermium
ansteigen. Im Vergleich dazu betridgt die cGMP-Ruhekonzentration in Photorezeptoren
50 — 60 uM (zur Ubersicht siche Kaupp & Koch, 1992). Die freie, im Zytoplasma
vorliegende cGMP-Konzentration liegt jedoch nur bei 2 — 4 uM. Die restlichen cGMP-
Molekiile sind an hoch-affine Bindungsstellen, wie z.B. PDEs gebunden. Nach moderater
Licht-Stimulation nimmt die gesamte cGMP-Konzentration um nur 10 — 15 % ab. Die
Anderung der freien cGMP-Konzentration ist dagegen wesentlich groBer. Es ist
anzunehmen, dass in Spermien die freie cGMP-Konzentration durch hoch-affine
Bindungstellen wesentlich verringert wird. Mit den RIAs kann man jedoch nicht
zwischen der freien und der gebundenen cGMP-Konzentration unterscheiden, sondern
nur die Gesamt-Konzentration bestimmen. Bei Resact-Konzentrationen <250 pM wird
der Anstieg freien cGMP-Konzentration verglichen zur Gesamt-Konzentration so gering
sein, dass man ihn auf Grund der mangelnden Empfindlichkeit der RIAs nicht mehr

messen kann.

Zwei Ca’"-Signale.

Resact induziert zwei verschiedene Ca2+-Signale — ein ,,frithes* und ein ,,spétes* Ca'-
Signal. Das frithe Ca**-Signal scheint aus folgenden Griinden die entscheidende zellulire
Reaktion zu sein:

1. Das friihe Ca**-Signal wird schon durch ein einziges Resact-Molekiil ausgeldst
und sittigt, wenn etwa 50-100 Molekiile/Spermium gebunden sind. Zwei
Beobachtungen sprechen dafiir, dass der cGMP-Anstieg das frithe Ca”**-Signal
auslost: Erstens, Ca®’-Signale, die durch niedrige Resact-Konzentrationen
ausgeldst werden, sind den mit caged-cGMP-induzierten Ca®’-Signalen #hnlich,
nicht aber den mit caged-cAMP-induzierten. Zweitens, der Resact-induzierte
cAMP-Anstieg ist zumindest mit IBMX langsamer als das friihe Ca**-Signal und
reagiert weniger empfindlich auf Resact als der cGMP-Anstieg.
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2. Das spite Ca®"-Signal wird durch hohere Resact-Konzentrationen als das frithe
Ca®*-Signal ausgeldst. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass das spite Ca*'-
Signal eher durch cAMP als durch cGMP vermittelt wird. Diese Hypothese wird
dadurch unterstiitzt, dass durch die Inhibition der cAMP-regulierten Protein-
Kinase das spite Ca’*-Signal blockiert wird.

3. Das Spermien-Schwimmverhalten verdndert sich schon, wenn man mit einem
UV-Blitz aus caged-Resact ~ 10 pM Resact freisetzt (Hildebrand, miindliche
Mitteilung). Bei 10 pM Resact ist das spite Ca’’-Signal, wenn iiberhaupt, nur
ansatzweise zu erkennen.

4. Die Zeit, die vergeht bis Spermien auf Resact mit einer Verdnderung des
Schwimmverhaltens reagieren, liegt zwischen 350 und 1000 ms (Hildebrand,
miindliche Mitteilung). Sie ist damit etwas lidnger als die Latenz-Zeit des frithen
Ca”*-Signals (200 bis 600 ms), aber kiirzer als die Zeit bis das Maximum des
frithen Ca’"-Einstroms erreicht wird (1000 bis 2000 ms).

5. Die Eizelle produziert einen Konzentrationsgradienten von Resact: Direkt an der
Eizelle ist die Konzentration sehr hoch; sie nimmt mit zunehmender Entfernung
von der Eizelle ab. AuBer in unmittelbarer Néhe der Eizelle, wird das Spermium
nur niedrigen Resact-Konzentrationen ausgesetzt (Cook et al., 1994). Diese
geringen Resact-Konzentrationen kénnen nur das frithe Ca*"-Signal auslosen.
Daher werden niedrige Resact-Konzentrationen in erster Linie fiir die Kontrolle
des chemotaktischen Verhaltens verantwortlich sein.

6. Garbers (1981) zeigte, dass sich die Komponenten des cAMP-Signalwegs eher im
Kopf des Spermiums lokalisiert sind, wihrend sich die Komponenten fiir den
cGMP-Signalweg im Flagellum befinden. Daraus konnte man schlieBen, dass
cGMP iiber das frithe Ca’-Signal das chemotaktische Verhalten reguliert,
wihrend cAMP iiber den spiten Ca®’-Einstrom die akrosomale Exozytose

vorbereiten konnte.
Welcher Typ von lonenkanal vermittelt den Ca’ -Einstrom?

Sowoh! mit Hilfe von caged-cGMP als auch von caged-cAMP kann ein Ca’"-Einstrom

aktiviert werden. Die Vermutung liegt daher nahe, dass der Ca**-Einstrom von zyklisch-

104



Nukleotid-gesteuerten Kandlen (CNG-Kanélen) getragen wird. CNG-Kanéle leiten sehr
gut Ca*"-Tonen (Picones & Korenbrot, 1995; Frings et al., 1995; Dzeja et al., 1999) und
werden sowohl durch cAMP als auch durch cGMP aktiviert (zur Ubersicht, siche Kaupp
& Seifert, 2002). Die Latenz-Zeit, die vergeht bis es zu einem Ca®"-Einstrom in Spermien
kommt, ist jedoch zu lange, als dass der Ca*'-Einstrom von CNG-Kanilen getragen
werden konnte. Strome, durch CNG-Kanile, weisen eine kiirzere oder keine Latenz-Zeit
auf, wenn die CNG-Kanéle mit Hilfe von caged-zyklischen Nukleotiden schnell aktiviert
werden (Dzeja et al., 1999). Die lange Latenz-Zeit weist darauf hin, dass entweder cAMP
bzw. ¢cGMP direkt einen Ca’*-Kanal 6ffnen, der eine lange Aktivierungszeit hat, oder
dass weitere Zwischenschritte bendtigt werden, um den Ca®’-Kanal in 4. punctulata-
Spermien zu aktivieren.

Es wird auch spekuliert, dass der Ca®"-Einstrom von spannungs-regulierten Ca**-Kanilen
getragen wird (Schackmann & Chock, 1986; Cook & Babcock, 1993). D-cis-Diltiazem,
ein Inhibitor von spannungs-regulierten L-Typ Ca*'-Kinalen, zeigte jedoch keinen
Effekt. Dagegen verinderte der T-Typ Ca’’-Kanal-Inhibitor Flunarizin den Zeitverlauf
des Ca’"-Einstroms. Flunarizin unterdriickt den Ca**-Einstrom jedoch nicht, sondern
verlangsamt nur den Anstieg und die Abnahme des frithen Ca*"-Einstroms. Diese
Beobachtung ldsst vermuten, dass ein T-Typ Ca’’-Kanal daran beteiligt ist, die
Geschwindigkeit des Ca®*-Einstroms zu regulieren.

Vor kurzem wurden zwei mutmalBliche Kationen-Kanile (,,CatSper; CatSper2*) kloniert,
die im Flagellum von Mause-Spermien exprimiert werden (Ren et al., 2001; Quill et al.,
2001). CatSper und CatSper2 stellen die Prototypen einer bisher unbekannnten
Ionenkanal-Familie dar. In Spermien von knock-out-Méusen, denen der CatSper-Kanal
fehlt, kann kein zyklisch-Nukleotid-induzierter Ca**-Einstrom mehr ausgeldst werden
(Ren et al., 2001). Dariiber hinaus ist die Motilitit der Spermien gestort. Es wére
interessant zu wissen, ob homologe Kanile an dem Ca”*-Signalweg in Seeigel-Spermien

beteiligt sind.
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Regulation des Ca’*-Einstroms.

Babcock und Mitarbeiter (1992) behaupten, dass Speract eine Hyperpolarisation ausldst.
Diese Hyperpolarisation sollte durch einen cGMP-regulierten K'-Kanal getragen werden
und eine Voraussetzung fiir den Ca**-Einstrom sein (Galindo ef al., 2000). Der K-Kanal
sollte durch 4-AP blockiert werden. Wiirde dieser K'-Kanal den Ca**-Einstrom
regulieren, so sollte 4-AP auch den Ca**-Einstrom blockieren. Bei Messungen des Ca®'-
Einstroms konnte ich jedoch keinen eindeutigen Effekt von 4-AP erkennen. Diesen
Widerspruch kénnte man folgendermallen erkliren: Galindo und Mitarbeiter inkubierten
die Spermien 5 bis 10 min lang mit 4-AP. Auf Grund dieser langen Inkubationsdauer ist
es wahrscheinlich, dass der von ihnen beobachtete Effekt auf einer unspezifischen
Wirkung von 4-AP beruht. 4-AP kénnte z.B. K'-Kanile inhibieren, die nicht an dem
Resact-induzierten Signalweg beteiligt sind. Die Inhibition von unbeteiligten K -Kanilen
konnte dazu fiihren, dass der physiologische Zustand der Spermien beeinflusst wird und

damit indirekt auch der Resact-induzierte Signalweg.

Einzelmolekiil-Antwort.

In dieser Arbeit wurde anhand von Spermien erstmals auf zelluldrer Ebene gezeigt, dass
Zellen auf einzelne Molekiile reagieren konnen. Spermien stellen damit extrem
empfindliche Chemosenoren dar. Ob der Ca**-Einstrom, der durch ein einzelnes Resact-
Molekiil ausgeldst wird, jedoch eine Verhaltensdnderung des Spermiums bewirkt ist nicht
bekannt.

Das frithe Ca®"-Signal sittigt, wenn ungefihr 100 Molekiile gebunden sind. Interessant
sind die Parallelen zwischen dem Chemotaxis-aktivierten Signalweg und dem Licht-
aktivierten Signalweg in Stdbchen-Sehzellen. Stibchen sind — wie Spermien -
ausgesprochen empfindlich; sie konnen einzelne Photonen wahrnehmen und die
Lichtantwort sittigt, wenn 100 Photonen absorbiert werden (zur Ubersicht, siche Pugh &
Lamb, 2000).
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Ausbreitung des Ca’"-Signals.

Eine weitere Parallele zwischen dem Auflensegment einer Stidbchen-Sehzelle und dem
Spermien-Flagellum ist, dass beide lange, diinne Zylinder sind, die 35 uM bzw. 50 —
60 uM lang sind. Diese Zylinder sind darauf spezialisiert, Licht bzw. ein Lockstoft-
Molekiil in ein zelluldres Signal zu wandeln. In AuBlensegmenten ist die Anregung durch
einzelne Photonen ein lokal begrenztes Ereignis d.h., die Licht-induzierten Anderungen
der cGMP-Konzentration und der Ca®’-Konzentration breitet sich nur iiber einen
bestimmten Abschnitt entlang des AuBensegments aus. Die Ca*"-Signale schwinden
innerhalb einer Langen-Konstanten von ungefiahr 4 uM (Lamb et al., 1981; Gray-Keller
et al., 1999). Das Modell von Lamb und Mitarbeitern beschreibt sehr gut das Verhiltnis
zwischen der Resact-Konzentration und der Ca®*-Antwort in Spermien. Treffen die
Annahmen des Modells zu, dann wiirde bei niedrigen Resact-Konzentrationen jedes
Resact-Molekiil nur einen Ca**-Einstrom auslosen, der sich nur iiber 5 uM entlang des
Flagellums ausbreitet. Der Ca*"-Einstrom wiirde somit ein dhnliches Verhalten wie in

Stabchen aufweisen.

Adaptation.

Stabchen konnen tliber 3-4 Groflenordnungen der Lichtintensitédt arbeiten, indem sie ihre
Empfindlichkeit durch einen Prozess, den man als Adaptation bezeichnet, reduzieren.
Spermien nehmen sogar iiber mehr als 6 GroBenordnungen der Resact-Konzentration
wahr. Folglich miissen auch Spermien adaptieren. Wére dies nicht der Fall, so wiirde
schon eine geringe Resact-Konzentration dazu fiihren, dass das Spermium maximal
reagiert und dadurch eine Anderung der Resact-Konzentration nicht mehr wahrnehmen
konnte.

In der folgenden Abbildung werden die Eigenschaften eines Photorezeptors und eines

Spermiums noch einmal vergleichend dargestellt:
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Stabchen

35 um

Rudimentdres
Cilium

. cCGMP

. nimmt einzelne Photonen wahr

. satftigt bei weniger als 100 Photonen

. Stimulation von Kompartimenten

. Ldngenkonstante ~ 4 um

. Adaptation Uber 3-4 GroBeneinheiten

OO WN —

pH-Anstieg.

den pH-Anstieg ausgelost wird:

Spermium

Cilium

50 um

1. cGMP

2. nimmt einzelne Molekule wahr

3. saftigt bei weniger als 100 Molekulen
4. Stimulation von Kompartimenten

5. Ldngenkonstante — 5 um

6. ?

Der pH-Anstieg beginnt bei Resact-Konzentrationen < 25 pM spiter als der Ca'-
Einstrom. Folglich kann der pH-Anstieg nicht den Ca**-Einstrom auslosen. Dieses
Ergebnis steht im Widerspruch zu bisherigen Messungen, bei denen behauptet wurde, der
pH-Anstieg 16se den Ca**-Einstrom aus (Hansbrough & Garbers 1981b; Schackmann &
Chock, 1986; Nishigaki et al., 2001). Der Widerspruch beruht darauf, dass bei den
,konventionellen* Messungen nicht zeitlich aufgelost gemessen wurde und dass nur hohe
SAP-Konzentrationen im nanomolaren Bereich eingesetzt wurden.

Anhand weiterer Experimente konnte ich bestitigten, dass der Ca**-Einstrom nicht durch

Wihrend sich die Kinetik des pH-Signals im Laufe der Laichzeit dndert, bleibt die

+ e .
des Ca’’-Einstroms unverindert.
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2. Der pH-Puffer Imidazol unterdriickt zwar das pH-Signal in den Spermien, nicht
jedoch den Ca**-Einstrom.

3. Der Protonophor FCCP verhindert das pH-Signal, nicht aber den Ca*"-Einstrom.

Neues Modell des Resact-induzierten Signalweges

Die Ergebnisse dieser Arbeit stimmen in verschiedenen Punkten nicht mit dem in Abb.
1.3 gezeigten Modell iiberein: Erstens, die Ca*"-Messungen geben keinen Hinweis auf
eine anfingliche Abnahme der Ca*-Konzentration. Zweitens, cGMP und cAMP kénnen
unabhiingig voneinander einen Ca’’-Einstrom auslésen. Der Resact-induzierte cGMP-
Anstieg scheint jedoch, eher als der cAMP-Anstieg, die Ursache fiir den frithen Ca®*-
Einstrom und damit fiir die Verhaltensdnderung zu sein. Drittens, cAMP steigt wiahrend
oder nach dem friihen Ca*"-Einstrom an. Die Spermien sind wihrend dem cAMP-Anstieg
also eher depolarisiert als hyperpolarisiert. Eine Aktivierung der AC durch eine
Hyperpolarisation ist daher unwahrscheinlich. Viertens, der pH-Anstieg ist nicht an der
Aktivierung des Ca*-Einstroms beteiligt.

Im folgenden ist das Modell gezeigt, das aus den Ergebnissen dieser Arbeit

hervorgegangen ist:

_ = 1camria) -» (Cspaterica’a)

-~

7
(CERRETER) — (ESHR) —~ < - - - ((erercs14

-~ | pH4

Die GC wird durch die Bindung von Resact aktiviert, wodurch es zu einem schnellen,
transienten Anstieg der intrazellulire cGMP-Konzentration kommt. Die erh6hte cGMP-
Konzentration aktiviert entweder direkt oder liber weitere Zwischenschritte den frithen

Ca*'-Einstrom. Der frithe Ca®*-Einstrom ist transient, weil die Ca*"-Kanile schlieBen und
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Ca”" iiber einen Ca”*/Na'-Austauscher aus der Zelle transportiert wird. Der frithe Ca”*-
Einstrom ist fiir die chemotaktische Verhaltensinderung verantwortlich. Die erhohte
cGMP-Konzentration aktiviert {iber einen unbekannten Mechanismus eine
Adenylylzyklase, wodurch ein langsamer cAMP-Anstieg induziert wird. Der cAMP-
Anstieg aktiviert vermutlich entweder direkt oder iiber weitere Zwischenschritte den
spiten Ca*'-Einstrom. Die Funktion des spiten Ca’'-Einstroms ist unbekannt. Die
erhohte ¢cGMP-Konzentration aktiviert auf unbekannte Art einen pH-Anstieg mittels

eines Na'/H ' -Austauschers. Die Funktion des pH-Anstiegs ist unbekannt.

4.4 Asterosap-induzierte Anderung der cGMP-Konzentration in Asterias-

amurensis-Spermien

Asterosap induziert einen sehr schnellen und gro3en Anstieg der cGMP-Konzentration in
A. amurensis-Spermien. Schon nach 25 ms steigt die cGMP-Konzentration um das ~ 6-
fache an. Die Schnelligkeit des cGMP-Anstiegs ldsst vermuten, dass der cGMP-Anstieg
allen anderen intrazelluldren Vorgingen vorausgeht und daher den ersten Schritt des
Asterosap-induzierten Signalwegs représentiert.

Die cAMP- und cGMP-Ruhekonzentrationen sind vergleichbar mit denen in A.
punctulata-Spermien. Der Peptid-induzierte cAMP-Anstieg unterscheidet sich dagegen
deutlich. Wahrend bei A. punctulata-Spermien ein cAMP-Anstieg bei Resact-
Konzentrationen > 2,5 nM zu beobachten ist, konnte bei 4. amurensis-Spermien selbst
mit 1 UM Asterosap kein cAMP-Anstieg gemessen werden. Bei Seeigel-Spermien wurde
bisher davon ausgegangen, dass der cAMP-Anstieg den Ca®"-Anstieg auslost (Cook &
Babcock, 1986; Cook et al., 1994). Die Messungen an den A. amurensis-Spermien liefern
keinen Hinweis darauf, dass ein cAMP-vermittelter Ca**-Einstrom ein frithes Ereignis
des Asterosap-induzierten Signalwegs ist. Diese Beobachtung stimmt mit meinen
Messungen an A. punctulata-Spermien iiberein die zeigen, dass cAMP den frithen Ca®-
Einstrom nicht auslost. Trotz alle dem kdnnte Asterosap einen sehr langsamen cAMP-

Anstieg induzieren, der erst auBerhalb meiner Messdauer stattfindet.
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Welche Funktion konnte der cGMP-Anstieg in den Seestern-Spermien haben? Der
einzige andere Peptid-induzierte cGMP-Signalweg wurde in Spermien von A. punctulata
nachgewiesen (Suzuki et al., 1984; Ward et al, 1985b; Shimomura & Garbers, 1986a).
Da Resact chemotaktisch auf A. punctulata-Spermien wirkt, liegt es nahe zu vermuten,
dass Asterosap ebenfalls chemotaktisch auf A. amurensis-Spermien wirkt. Diese
Hypothese wird durch zwei weitere Beobachtungen unterstiitzt:

1. Die Sequenz von Asterosap ist sehr dhnlich mit dem N-Terminus des
chemotaktisch wirksamen Proteins (,,Startrak®) des Seesterns Pycnopodia
helianthoides (Miller & Vogt, 1996). Startrack ist 13 kDa gro3. Es wurde aus
unreifen Eizellen isoliert und stellt wahrscheinlich ein unprozessiertes Prapeptid
dar. Der N-Terminus von Startrak ist ~ 130-mal stdrker chemotaktisch aktiv als
das komplette Protein. In der Tat zeigen Untersuchungen der Asterosap-
kodierenden cDNA, dass auch Asterosap zundchst in Form von grof3en
Prapeptiden vorliegt, die aus verschiedenen Isoformen von Asterosap bestehen
(Matsumoto, 1999).

2. Der Asterosap-Rezeptor ist ausschlieBlich im Flagellum lokalisiert (Matsumoto
M., unverdffentlichte Daten). Diese Beobachtung legt nahe, dass der Rezeptor die
Spermienmotilitdt kontrolliert. Tatsichlich wurde gezeigt, dass nanomolare
Asterosap-Konzentrationen die Schwimmgeschwindigkeit der Spermien in ASW
mit niedrigem pH erhohen (Nishigaki et al., 1996). Wie die Peptide von Seeigeln,
induziert Asterosap einen Ca’-Einstrom, woriiber vermutlich das
Schwimmverhalten kontrolliert wird (Matsumoto M., zur Verdffentlichung
eingereicht).

Die Ahnlichkeit der Peptid-induzierten Signalwege in 4. amurensis- und A. punctulata-
Spermien unterstiitzen die Idee, dass cGMP-vermittelte Signalwege in Spermien

evolutiondr alte Prozesse sind.
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4.5 Zusammenfassung

Das Eizell-Peptid Resact wirkt chemotaktisch auf Spermien des Seeigels Arbacia
punctulata. Resact bindet an eine membranstindige Rezeptor-Guanylylzyklase auf dem
Flagellum und aktiviert so eine Signalkaskade. Dies fiihrt dazu, dass die cGMP-/cAMP-
Konzentrationen, die Ca*'-Konzentration, sowie der pH-Wert ansteigen. Die zeitliche
Abfolge und damit die kausalen Zusammenhdnge der einzelnen physiologischen
Reaktionen waren bisher unbekannt. Aus diesem Grund wurden im Rahmen meiner
Arbeit zwei Methoden eingefiihrt, mit denen es moglich ist, die einzelnen Reaktionen
zeitlich aufgelost - d.h. im Millisekunden-MafBstab - zu messen. Der Verlauf der cGMP-
und cAMP-Konzentration wurde mit der Quenched-Flow-Methode bestimmt. Dazu
wurde diese Methode mit cGMP- bzw. cAMP-Radioimmunoassays kombiniert. Der
Verlauf der Ca®*-Konzentration und des pH-Werts wurde mit der Stopped-Flow-Methode
gemessen. Diese Methode wurde mit einem fluorimetrischen Messsystem kombiniert, um
mit Hilfe intrazellulirer Ca*'- bzw. pH-sensitiver Fluoreszenzfarbstoffe die Ca®'-
Konzentration bzw. den pH-Wert messen zu kdnnen. Beide Methoden ermoglichten es
erstmals die zeitliche Abfolge der einzelnen Reaktionen zu bestimmen.

Die Messungen zeigen, dass Resact einen extrem schnellen und groBen Anstieg der
cGMP-Konzentration hervorruft. Die cGMP-Konzentration beginnt innerhalb der ersten
25 ms anzusteigen und erreicht ihren halb-maximalen Wert schon nach < 200 ms.
Wiéhrend schon picomolare Resact-Konzentrationen einen Anstieg der cGMP-
Konzentration auslosen, steigt die cAMP-Konzentration erst bei nanomolaren Resact-
Konzentrationen an. Des Weiteren ist der cAMP-Anstieg, verglichen mit dem cGMP-
Anstieg, wesentlich kleiner und langsamer.

Ungefihr 250 ms nach der Resact-Stimulation beginnt ein Ca®"-Einstrom. Der Ca®'-
Einstrom setzt sich aus einem ,,friihen* und einem ,,spaten Ca2+-Signal zusammen. Das
friilhe Ca’’-Signal kann schon durch einzelne Resact-Molekiile ausgeldst werden,
wihrend das spite Ca®’-Signal erst durch hohere Resact-Konzentrationen ausgeldst wird.
Der cGMP-Anstieg aktiviert entweder direkt oder tiber weiter Zwischenschritte das frithe
Ca”*-Signal. Der cAMP-Anstieg ist zumindest in Anwesenheit des PDE-Inhibitors IBMX

langsamer als das friihe Ca**-Signal und kann daher hochstens das spite Ca*'-Signal
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auslosen. Im Gegensatz zum spiten Ca’'-Signal, findet das friihe Ca®"-Signal zeitgleich
mit der Resact-induzierten Anderung des Schwimmverhaltens statt. Das frithe Ca®'-
Signal stellt daher die entscheidende Reaktion in der Resact-induzierten Signalkaskade
dar.

Das pH-Signal reagiert, wie das Ca®"-Signal, auf Resact-Konzentrationen iiber mehr als 6
GroBenordnungen. Die Latenz-Zeit des pH-Signals ist nur bei hohen Resact-
Konzentrationen kiirzer als die des Ca®’-Signals. Bei niedrigen Resact-Konzentrationen
beginnt das pH-Signal nach dem Ca”*-Einstrom. Dieses Ergebnis zeigt, dass der pH-
Anstieg nicht den Ca*"-Einstrom aktiviert.

Des Weiteren wurde mit Quenched-Flow-Messungen gezeigt, dass Asterosap in Asterias
amurensis-Spermien einen extrem schnellen und groBen Anstieg der cGMP-
Konzentration ausldst, wahrend es zu keinem cAMP-Anstieg kommt. Diese Messungen
unterstiitzen andere Messungen, die zeigten, dass der Rezeptor flir Asterosap - wie der
Resact-Rezeptor - eine GC ist und dass cAMP fiir eine schnelle Anderung des

Schwimmverhaltens unwesentlich zu sein scheint.
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5 Ausblick

Die Messungen des cNMP-Anstiegs, des Ca’"-Einstroms und des pH-Anstiegs
widerlegen wesentliche Punkte des bisherigen Signalkaskaden-Modells. Durch zeitlich
aufgeloste Messungen des Membranpotentials konnte man weitere Einblicke in den
Ablauf der Signalkaskade bekommen. Dazu konnte die Stopped-Flow-Methode
kombiniert mit Membranpotential-sensitiven Fluoreszenzindikatoren eingesetzt werden.

Spermien konnen auf Resact-Konzentrationen iiber mehr als 6 GroBenordnungen
reagieren. Folglich muss es einen Adaptationsmechanismus geben, da sonst die Spermien
schon bei geringen Resact-Konzentrationen keine Konzentrationsunterschiede mehr
wahrnehmen konnten. Es wire interessant herauszufinden, wie die Adaptation
funktioniert. Dazu konnte man Spermien mit einer bestimmten Resact-Konzentration
inkubieren (,,conditioning pulse®). AnschlieBend stimuliert man diese Spermien erneut
mit Resact (,test-pulse) und misst das Ca’’-Signal. Auf diese Weise konnte man
untersuchen, wie das Ca2+-Signal des ,,test-pulse* von der Hohe des ,,conditioning-pulse*
abhingt. Des Weiteren konnte man bei diesen Messungen sowohl die Zeit zwischen den
beiden Stimuli verandern. Auf diese Weise konnte man untersuchen, wie sich das Ca’'-
Signal in ansteigenden und abfallenden Konzentrationsgradienten von Resact verhalten

wirde.
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