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1 - Einleitung

1. Einleitung

Aquaporine zahlen zur Superfamilie der MIP-homologen Proteine (,majbinsic
proteins®). Als membranstandige, porenbildende Proteine erleicheeasserflisse tUber
biologische Membranen. Aquaporine transportieren Wasser nicht gegeosaetischen
Gradienten, sondern ermdglichen die Bewegung von Wassermolekilen zwizalee
Kompartimenten, einem osmotischen Gradienten folgend. lhre Existanie wchon vor 70
Jahren vermutet, als extrem unterschiedliche Wasserflisseéiisehiedene Membrantypen
gemessen wurden. So war der transepitheliale Wasserfluss iilbeAraphibienhaut nach
Anlegen eines osmotischen Gradienten circa drei- bis funfmal hélsefir reine Diffusion
Uber die Lipid-Doppelmembran berechnet (Heveswl, 1935). Am Beispiel menschlicher
Erythrozyten konnte eine Wasserpermeabilitdt der Zellmembraeiggeverden, die die aller
bis dahin getesteten Membrantypen um mindestens das 30-facheegbé@pstganelli und
Solomon, 1957). Im Gegensatz dazu weist die Plasmamembran von Forellekeine
Wasserpermeabilitat auf (Coopet al, 2002) und auch bei Oozyten des sudafrikanischen
Krallenfrosches Xenopus laevisfallt auf, dass die Plasmamembran nur sehr geringe

Wasserfllisse zulasst.

Vertreter der Aquaporin-Familie wurden mittlerweile in falen untersuchten Organismen
aus dem Bereich der Prokaryoten, Pilze, Pflanzen und Tiere entdiecknittlerweile
vollstandig sequenzierten Genom vdrabidopsis thalianazum Beispiel wurden 35
Aquaporingene gefunden, beim Menschen hingegen sind es bis jetzt .nuretdf dieser
Gene wurden hinsichtlich der Funktion ihrer kodierten Proteine weiter untersucht.

Zur grundlegenden funktionellen Charakterisierung von Aquaporinen wird hzwrigchst

das heterologeXenopusDozytenexpressionssystem herangezogen. Hierzu wird die fir ein
Aquaporin codierende cDNA in einen speziell konzipierten Oozytenesipnssektor
zwischen die flankierenden, nicht codierenden Sequenzen eines bestiKentgrusGens
eingefugt. Dies dient als Matrize fir die Synthese einer ARiNe dann in Oozyten von
Xenopus laevisnjiziert wird. Die cRNA wird durch das Vorhandensein denKiarenden
Sequenzen effektiv in das entsprechende Protein Ubersetzt, das dadealfalllin die
Plasmamembran der Oozyte eingebaut wird. Solche Oozyten rwaed# Anlegen eines
osmotischen Gradienten Wasser aufnehmen oder abgeben. Dies fiingrzinglerung des

Zellvolumens, das gemessen und zur Berechnung der Wasserpermeathditat
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Oozytenmembran herangezogen wird. Auf diesem Weg konnten zum Aqueporine
identifiziert werden, die in diesem Expressionssystem hohenteanbrane Wasserfliisse
ermoglichen, zum anderen wurden Aquaporine gefunden, die die Wasselpktdheier

Oozytenmembran nur in sehr geringem Mal3e erhéhten.

Nicht alle Vertreter der auch MIP genannten Proteine sind fiefSlech fir Wasser
permeabel. Es wurde in einigen Fallen auch eine erhdhte Meduvchlassigkeit fur kleine
l6sliche Substanzen entdeckt. So konnte zum Beispiel fir die menschich&porine
AQP3 (Ishibashiet al, 1994) und AQP7 (Ishibaskt al, 1997), sowie fur drei pflanzliche
Aquaporine (NtAQP1, Bielat al, 1999; SSAQP1, Moshelicet al, 2002; NOD 26, Riverst
al., 1997) eine Permeabilitat fur Glycerin bzw. Harnstoff nachgeniegrden. Die Klarung

der physiologischen Relevanz dieser Permeabilitat in Pflanzen stetiingifenoch aus.

Am Beispiel einiger Sauger-Aquaporine wird eine Permeatilitilonen untersucht. Es gibt
Studien in denen fir AQP6 eine pH- bzw. quecksilberinduzierte lonenpaltdedYasuiet

al., 1999; Hazamat al, 2002) nachgewiesen werden konnte. Ob lonenpermeation durch die
Einzelporen oder eine hypothetische Zentralpore des Aquaporin-Tetramielgt, konnte
jedoch nicht endgultig geklart werden. Dariber hinaus wurde fir AQRS zisatzliche
Permeabilitat fir Nitrat dokumentiert (Ikedaal, 2002).

Im Fall des menschlichen Aquaporin 1 (HSAQP1) konnte ebenfalls emanpermeabilitat
gezeigt werden, die allerdings bereits widerlegt wurde. Esevamhédchst behauptet, dass
HsAQP1 eine durch zyklische Nukleotide aktivierbare lonenperiit&abbesalle. Die
Aktivierung durch cAMP (Yoolet al, 1996) konnte jedoch experimentell von anderen
Arbeitsgruppen nicht wiederholt werden. Eigene hier nicht weiteélame Untersuchungen
fuhrten ebenfalls zu negativem Ergebnis. Im Unterschied dazu konetélivierung durch
cGMP (Anthonyet al, 2000) nur nach Einbau des gereinigten Proteins in planare Lipid-
Doppelmembranen bestéatigt werden. Allerdings wurden bei derdaffielung der
Experimente von Saparovetal (2001) Leitfahigkeitswerte und  Offnungs-
wahrscheinlichkeiten gemessen, die weit unter den von Antledngl verotffentlichten
Werten lagen. Patch-Clamp-Untersuchungen an menschlichen HEW-Zehgl.: human
embryonic kidney celisergaben keine signifikante Aktivierung der lonenkanal-Aktiwitait
HsSAQP1 nach cGMP- oder cAMP- Zugabe (Tsuneial, 2003).
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HsSAQPL1 ist in Erythrozyten und im Endothel der Lungenalveolen hoghnaert, also an
Orten, an denem vivo ein hoher Kohlendioxidaustausch stattfindet. Bei der funktionellen
Charakterisierung inXenopusOozyten-System konnte eine gesteigerte Permeabilitat der
Oozytenmembran fir CQemessen werden (Nakhailal, 1998). Sowohl Wasser- als auch
CO,-Permeabilitdt von HsAQP1 konnten durch Quecksilberreagenzien wieBBC{d-
Chloromercuribenzolsulphonat) inhibiert werden (Cooper und Boron, 1998). Die
Inhibitorstudien wurden auch an Oozyten durchgefiihrt, die ein mutiegAQIPiL-Protein
eingebaut hatten, das zwar dieselbe Wasser- und-PEfneabilitat zeigt wie das
unveranderte Protein, aber nicht mehr quecksilbersensitiv ist. Inmdiesié konnte weder die
Permeation von Wasser, noch die von,@0er die Plasmamembran durch PCMBS inhibiert
werden (Cooper und Boron, 1998). Diese Studien zeigten weiterhin, ddsrigieation von
CO, durch HsAQP1 auf demselben Weg stattfindet wie die des Wassers.

Die Analyse der C@Permeabilitdt von HSAQPih vivo lieferte kontroverse Ergebnisse. An
genetisch manipulierten Mausen, bei denen das entsprechende AQPdu§eschaltet
wurde, konnte kein veranderter @Bustausch Uber das Alveolarendothel gegenuber
Kontrollmausen mit normaler AQP1-Expression beobachtet werden @taaig2000). Yang

et al ventilierten M&auselungemn vivo zundchst mit 5% CQOin Luft und schalteten
anschlieBend auf CAreie Luft um. Den C@Gehalt des Blutes bestimmten sie an Proben,
die sie aus einer Korperarterie entnahmen. Es konnten keine sghifikterschiedlichen
CO,-Gehalte der Blutproben ermittelt werden. In einem anderen AfBatmet al, 2002)
wurden frisch isolierte Mauselungen mit einer pH-Indikatorlosung befind von der
arteriellen Seite mit einem G@ngereicherten Puffer perfundiert. Auch hier konnte keine
signifikant unterschiedliche C&Permeabilitat des Alveolarendothels bei Mausen ohne
AQP1-Expression, bzw. bei Kontrollmdusen gemessen werdennie gemessene GO
Permeabilitdit von HSAQP1 schien demnachvivo keine Bedeutung zu haben und wurde

daher als biochemische Kuriositat bezeichnet.

Weil die angesprochenen Versuche zur y@@rmeabilitat an Mauselungen aufgrund
technischer Einwande gegen das experimentelle Vorgehen in geatglt wurden (Cooper
et al, 2002), ist die Diskussion Uber die physiologische Bedeutung deP@@eation durch
AQP1 damit jedoch noch nicht beendet. Fatgal (2002) benutzten zur Perfusion der
Pulmonar-Arterien nicht Blut, sondern eine £&uilibrierte Salzlésung und die GO
Konzentration in den KapillargefaRen kann somit sehr schnell aufligaau der Alveolen

absinken. In diesem Fall ist die Diffusion von £@Qber die Plasmamembranen des
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Alveolarendothels durch die Geschwindigkeit der Perfusion begremtnicht durch den

Diffusionswiderstand der Membran.

Yang et al. (2000) beobachteten nach Umschalten von 5% €t@haltende auf C&reie
Luft eine Anderung des Blut-G&Gehaltes mit einer Halbwertszeit von 2 min. Die Kritik an
den Untersuchungen geht dahin, dass der gezeigte zeitliche Venlahdrung des C®
Gehaltes nur anzeigt, wie GQlurch Ventilation mit CQfreier Luft aus der Lunge
ausgewaschen wird. Aussagen Uber,E@sse Uber die Membran des Alveolarendothels
sind unter diesen Bedingungen nicht mdglich, da der komplette Adktales Luft in der

Lunge zu lange dauert und zu keiner Zeit ein definierterGé€halt in der Lunge vorliegt.

Darlber hinaus meinten Coopetr al (2002), dass Organismen bestrebt seinen, das Fehlen
eines Gens auf irgend eine Weise zu kompensieren. Daher seieBrgdienisse aus

Untersuchungen amnock-outMausen mit Vorsicht zu betrachten.

Der CQ Gaswechsel spielt nicht nur bei Saugern eine grof3e Rolle, woiBG€r die
Plasmamembran von Erythrozyten und Kapillarendothelien der Alveolen degfendmuss,
sondern auch bei Pflanzen. €@t hier auch und in erster Linie das Substrat fur die
photosynthetische Kohlenstoff-Fixierung. Der in der Saugerlunge vamliegkohlendioxid-
Gradient betragt durchschnittlich 36 mbar. Im Weizenblatt atigedkonnte nur ein CO
Gradient von 90 pbar zwischen dem substomataren Hohlraum und dem QGCOger
Fixierung nachgewiesen werden (Evans und von Caemmerer, 1996). DesnGradschen
Atmosphéare und Pflanze ist somit ungefahr 400-mal niedriger alsaischen Atmosphare
und tierischer Lunge. Hinzu kommt, dass das von der Pflanze bendtigieeiQierende
SchlusselenzynRubisco eine vergleichsweise niedrige Affinitdt zu seinem Substrat hat
Trotzdem sind die C©QAustauschraten in Saugetierlungen und Pflanzen ahnlich (Evans und
von Caemmerer, 1996). In der Pflanze muss demnach ein geringdusidd$widerstand fur
CO, vorliegen, um ahnliche Austauschraten zu erhalten wie insdi@n System. Eine
Veradnderung dieses Widerstandes und somit eine Verdnderungesaisratransports von
CO;, sollte sich direkt auf nachgeschaltete Prozesse auswirkenvéfigbarkeit von CO
begrenzt bzw. steuert Vorgange wie zum Beispiel die Photosynthesalasl Offnen und
Schliel3en des Spaltéffnungsapparates. Die Aufklarung des zellul@edr@nsports ist
somit von grof3er Bedeutung fur das Verstandnis grundlegender Prozesse in der Pflanz
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Da Aquaporine aus unterschiedlichen Organismen hoch konservierte Sequeogemol
aufweisen ist es denkbar, dass auch Pflanzen Uber ein oder mefuapoAne verfugen, die

eine dem menschlichen AQP1 ahnlichedR@rmeabilitat besitzen. Deren Funktion, die eine
Erleichterung des Cg&Membrantransportes zur Folge hatte, kdénnte den Widerspruch
zwischen dem niedrigen G&radienten und den hohen gemessenen Austauschraten erklaren

und eine effektive Photosynthese erleichtern.

In der Tat ist das bereits ausfuhrlich untersuchte pflanzliche AguathQP1 (icotiana
tabacumaquaporin 1; Bielaet al, 1999; Otto und Kaldenhoff, 2000; Siefrigt al, 2001;

Siefritz et al, 2002) dem menschlichen AQP1 auf Ebene der Aminosauresequenz, besonders
im Bereich der Pore, sehr ahnlich. Im Rahmen der hier beschrrel#gbeit konnte ich
zeigen, dass das pflanzliche Aquaporin NtAQP1 im heterolog§enopus Oozyten-
Expressionssystem eine dem HsAQP1 ahnliche-RB&meabilitat aufweist, die tatsachlich

Auswirkungen auf die Physiologie der Pflanze hat.

Ziel der vorliegenden Arbeit war festzustellen, welche Pebiigaseigenschaften NtAQP1
insbesondere im Vergleich zu verwandten Aquaporinen besitzt. Es gektart werden
inwiefern das Protein eine erhdhte Permeabilitat von MembranerCiibé&tlingt und welche

physiologischen Konsequenzen sich daraus fiur die Pflanze ergeben.
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2. Material und Methoden

2.1. Verwendete Chemikalien und Enzyme

Soweit nicht anders angegeben wurden alle Chemikalien in p.a.dDwailit Sigma, Aldrich,

Fluka (alle Deisenhofen) und ICN (Eschwege) bezogen.

Restriktionsendonucleasen wurden von MBI Fermentas (St. Leon-Rot), Biolteer DNA-

Polymerase wurde von Diagonal (Munster) bezogen.

2.2. Verfahren mit Desoxyribonukleinsauren
2.2.1. Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Fur die Isolierung von Plasmid-DNA aus. coli standen zwei Versuchsvorschriften zur
Verfigung. Eine schnelle Methode, bei der die Reinheit der isliddNA fir die meisten
Anwendungen wie Restriktion, Ligation, PCR etc. geniugte und ein Saulsmesf flr
hochreine DNA-Préparationen fur Anwendungen wie Sequenzierung iandsitro
Transkription. Beide Methoden beruhten auf einer alkalischen Lyde. @eti Zellen und der
selektiven Sedimentierung der bakteriellen, genomischen DNA, die azZetlexembran
anhaftet. Die Plasmid-DNA verblieb dabei im Uberstand. Ausgaaigsial waren 3 ml einer
Uber-Nacht-Bakterienkultur in LB-Nahrmedium fiir die Mini-, bzw. bis 30 ml fur die

Midi-Préaparation.

Die Bestimmung von Konzentration und Reinheit der DNA erfolgte phot@uoletbei 260
nm (GeneQuant Il, Pharmacia Biotech) unter Verwendung einernggeigVerdinnung der
zu messenden DNA-Probe (i.d.R. 1:40 od. 1:80). Die Berechnung erfoldtefaigender

Formel:

,ug} _ E,¢ 500Verdiinnungfaktor (Gleichung 2-1]

Kon —
ZD”’{ U 1000

Die DNA-L6sung wurde bei 4 °C gelagert, bzw. bei -20 °C dauerhéfieavahrt oder sofort

fur weitere Arbeitsschritte eingesetzt.
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2.2.1.1. Plasmid-Mini-Praparation

Hierzu wurden 1,5 ml einer Ubernachtkultur in ein 1,5 ml ReaktionsgefaRikitieund fiir
30 sec in einer Tischzentrifuge (Hermle Z160M) sedimentiedr Dberstand wurde
vollstandig entfernt und das Pellet in 300 ul Puffer P1 resuspendierLyBe der Bakterien
erfolgte bei Raumtemperatur durch Zugabe von 300 ul Puffer P2. Naeh reaximalen
Inkubation von 5 min wurden die bakteriellen Zelltrimmer und die genomiBkiAedurch
Zugabe von 300 pl P3 und 10-mindtige Inkubation auf Eis gefallt. In elrfemindtigen
Zentrifugationsschritt in einer Tischzentrifuge wurde das Puhatigbei 14.000 Upm
sedimentiert. Der Uberstand wurde in ein neues GefaRR uberfihr§0miul Isopropanol
versetzt und gut durchmischt. Anschlielend wurde der Ansatz fur 15 mimaxémaler
Geschwindigkeit zentrifugiert, der verbleibende Uberstand verwaufeh das erhaltene
DNA-Pellet mit 500 ul 70 % Ethanol gewaschen. Schliel3lich wurdeD#l& in einem

geeigneten VolumeAquabidest. oder TE-Puffer aufgenommen.

Puffer P1 (Resuspensionspuffer; Lagerung bei 4 C):
100 pg/ml RNase A (Zugabe nach Autoklavieren)
50 mM Tris-HCI, pH 8,0

10 mM EDTA

Puffer P2 (Lysispuffer; Lagerung bei RT):
200 mM NaOH
1% SDS

Puffer P3 (Neutralisationspuffer; Lagerung bei 4C) :
3,0 M Kalium-Acetat, pH 5,5

TE-Puffer:
10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM EDTA

2.2.1.2. Plasmid-Midi-Praparation

Fur diese Methode wurde zusétzlich ein Saulensystem der Fitl@ED verwendet. Je
nach Grol3e der Kultur wurden QIAGEN-tip20 fur maximal 5 ml Kultunvb®IAGEN

tip100 fur bis zu 50 ml Kultur verwendet. Die Lyse der Bakterien umstcldie3ende
Gewinnung des plasmidhaltigen Uberstandes wurde wie unter 2.2.1.1. dilnchgBie

verwendeten Mengen an Puffer wurden nach den Angaben des Hersielleie jeweils
eingesetzte KulturgroRe angepasst. Die verwendeten Saulen wurdenszumiéel ml Puffer
QBT aquilibriert und anschlieBend mit dem plasmidhaltigen Lysis<ided beladen. Die an
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die Saulenmatrix gebundene Plasmid-DNA wurde anschlieRend zwmimal 10 ml Puffer
QC gewaschen und danach mit 5 ml Puffer QF eluiert. Die RiaBMA wurde durch
Isopropanol-Fallung (siehe 2.2.4.2.) konzentriert und in einem geeignetemé&foAqua

bidest. oder TE-Puffer aufgenommen.

Puffer OBT (Aqulilbrierungspuffer; Lagerung bei RT):
750 mM NacCl

50 mM MOPS, pH 7,0

15 % Isopropanol

0,15 % Triton X-100

Puffer QC (Waschpuffer; Lagerung bei RT):
1 M NacCl

50 mM MOPS, pH 7,0

15 % Isopropanol

Puffer QF (Elutionspuffer; Lagerung bei RT):
1,25 M NacCl

50 mM Tris-Cl, pH 8,5

15 % Isopropanol

2.2.2. Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukle  asen

Zur Charakterisierung von DNA, bzw. zu ihrem gezielten Abbau diegenifisch spaltende
Restriktionsenzyme. Die Reaktionsbedingungen entsprachen den diesthertigli

Vorschriften der Herstellerfirmen (MBI Fermentas, Gibco BRL).

FUr einen vollstandigen Abbau der Plasmid-DNA wurde mindestens enmeiE(U) des
entsprechenden Enzyms pro pig DNA eingesetzt und der Reaktionsamsidgtems 1 h bei
optimaler Reaktionstemperatur des Enzyms (meist 37°C) in eiranbleick inkubiert. Bei
kritischen Reaktionen, bzw. bei kleinen Reaktionsvolumina war es notwesidig
Kondensation durch inhomogene Temperaturverteilung im ReaktionsgesaBseahliel3en.
Hierzu wurde der Ansatz in einem geschlossenen Brutschrank inkuberso konstante
Bedingungen gewaéhrleistet. Das Reaktionsvolumen wurde entsprechergingesetzten
Menge an DNA und Enzym variiert, betrug aber mindestens 20 ul fi@rpifungs-
Restriktionen. In der Regel wurde ein 50 pl-Reaktionsansatz gewéahkine ausreichende
Verdiinnung des Enzym-Lagerungspuffers zu erreichen. Nach BeegddgimReaktion
wurde bei den meisten Restriktionsenzymen eine Inaktivierung durch trdubdes
Reaktionsansatzes fir 10 min bei 60°C erreicht. Das denaturieggmEkonnte durch

Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion (siehe 2.3.1.) aus dem Reaktiatsans
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2 - Material und Methoden

entfernt werden. AnschlieRend wurde die DNA durch Isopropanol- oder
Ethanol/Natriumacetat-Fallung (siehe 2.2.4.) konzentriert.

Zur qualitativen Beurteilung der Restriktion wurde zu einem geeiggrdiinnten Aliquot des
Restriktionsansatzes 1/6 Vol. Stopp-Puffer zugegeben und dies in ekganmosegel
elektrophoretisch aufgetrennt. Hierfur war eine Hitzeinaktivierung derwendeten
Restriktionsendonuklease(n), bzw. eine Phenol/Chloroformextraktion méahlef&ender
Fallung nicht zwingend notwendig.

6x Stopp-Puffer:

50 % Glycerin

7,5mM EDTA

0,4 % Xylenxyanol
0,4% Bromphenolblau

2.2.3. Elektrophoretische Auftrennung von DNA-Fragm enten

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten verschiedener Gréf3en erfolgth dilkektrophorese
im Agarosegel. Die Konzentration der Agarose (ICN) richseth dabei prinzipiell nach der
zu erwartenden Fragmentgrol3e, lag jedoch zumeist bei 1%. Als Bigifde 1xTAE-Puffer.
Zur Markierung der aufzutrennenden DNA-Fragmente wurde der inHitee gelosten
Agarose 0,05 pg/ml Ethidiumbromid (Carl Roth GmbH + Co.) zuged@iztzuvor mit 1/6
Vol. Stopp-Puffer versehene DNA-L6sung wurde auf das Gel aufgatrbige eine optimale
Auftrennung zu erreichen, wurde eine Spannung zwischen 80 und 100 Vohligeig
GroRRenstandard dienten DNA-Fragmente definierter Lange (z.B. RN#-Leiter, Gibco
BRL). Die Sichtung und Dokumentation der DNA-Banden erfolgte unter-Lidht
(ImageMaster VDS, Pharmacia Biotech).

50xTAE-Puffer (pro Liter):

242 g Tris, pH 8,0

57,1 ml Essigséaure (99 %)
100 ml 0,5 M EDTA

2.2.4. Elution von DNA aus einem Agarosegel
Eine mit Ethidiumbromid angefarbte DNA-Bande wurde nach Auftregnmn Agarosegel

unter UV-Licht (Transilluminator, 302 nm) gesichtet und zusammenderitumgebenen

Agarose ausgeschnitten. Der Agaroseblock wurde in ein 1,5 ml Reakfi@R<gerfihrt und

11
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gewogen. Die weitere Aufarbeitung erfolgte nach dem QIAg8iggtem (QIAGEN, Hilden)
unter Verwendung der mitgelieferten Pufferlésungen anhand deseHlerprotokolls. Der
isolierte Agaroseblock wurde durch eine 10minttige Inkubation bei 50°C in éileerblock
in einem 3fachen Gel-Volumen Puffer QX1 geldst. Der entstandeNén/Bgarose-Losung
wurde ein Gel-Volumen Isopropanol zugesetzt und der Ansatz wurde eu®IlAquick-
Saulchen aufgebracht. In Gegenwart der hohen SalzkonzentratiBofiles QX1 wurde die
DNA an das Saulenmaterial gebunden. Es folgten mehrere Wasch- und
Zentrifugationsschritte, beginnend mit 500 pl Puffer QX1, dann 5@ufiér PE, wobei die
Salzkonzentration in den Pufferlésungen kontinuierlich verringert wurdechiéBend
wurde die Saule durch Zentrifugation getrocknet und die DNA durch Zugabegerigseten
Volumens TE-Puffer oder Wasser von dem Saulenmaterial eluiert. Die Aedogutte dabei
durch eine Inkubation fir 2 min bei RT erhoht werden. Durch eine al3ehde
Zentrifugation der Saule in einem sterilen 1,5 ml Reaktionsgefal in der Tngthze wurde
die DNA-haltige Losung geerntet. Zur Kontrolle wurde eine Aliqe@obeut im TAE-

Agarosegel aufgetrennt.

2.2.5. Konzentrierung von DNA durch Fallung
2.2.5.1. Ethanol/Natriumacetat-Fallung

Zum Konzentrieren der DNA wurden in einem 1,5 ml-Reaktionsgefal3 1 \WoA-Dbsung

mit 2,5 Vol. eiskaltem 98% Ethanol und 1/10 Vol. Natrium-Acetat-Losidhg NaAc, pH

4,5) supplementiert und 30 min. bei —20°C inkubiert. Nach einer Zentrifugairm20 min.

bei 14.000xg und 4°C wurde das Sediment mit 500 ul eiskaltem 70 % Ethanol gewaschen, um
die DNA von Salzen zu reinigen. Nach Trocknung bei RT wurdeDih&-Pellet in einem
geeigneten VolumeAquabidest. oder TE-Puffer (pH 7,5; siehe 2.2.1.1.) aufgenommen. Die
Bestimmung von Konzentration und Reinheit der DNA-LAsung erfolgte wier uh@.1.

beschrieben.

2.2.5.2. Isopropanol-Fallung

Die zu konzentrierende DNA-LOsung wurde in einem 1,5 ml Reaktiorisgefé 0,7
Volumen Isopropanol versetzt und die DNA durch 15-minitige Zentrifgdiei RT und
maximaler Geschwindigkeit in einer Tischzentrifuge (Hermle Z1p@&ddimentiert. Das
Pellet wurde mit 500 ul 70 % Ethanol (kalt) gewaschen. Nach TrocknurigjTbeurde das

12
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DNA-Pellet in einem geeigneten Volumekqua bidest. oder TE-Puffer (pH 7,5; siehe

2.2.1.1.) aufgenommen. Die Bestimmung von Konzentration und Reinheit der DNAgLGsun

erfolgte wie unter 2.2.1. beschrieben.

2.3. Verfahren mit Ribonukleinsauren

2.3.1. Synthese von cRNA ( in vitro -Transkription)

TP

LAC OPERON

Apa LI (2789)

3'UTR
Sp6 P

Pst 1(331)

Sph 1(337)
Nhe 1(341)

LAC OPERON

Apa LI (2292)

AP,
4pa LI (1046)

Abbildung 2-1: Physikalische Karte des Vektors pGemHE. Vermerkt ist das Gen fur die Ampicillin-Resistenz (APr) und das
Lactose-Operon (LAC OPERON). Die Polylinker-Region mit den zur Verfigung stehenden Restriktionsschnittstellen befindet
sich stromaufwarts vom Startpunkt fur die in vitro Transkription mit T7 RNA-Polymerase (T7 P) und wird von den
untranslatierten Bereichen (5-UTR und 3-UTR) des Xenopus B-Globin-Gens flankiert.

Fur die heterologe Expression in Oozyten wamnopus laevisvurden die zu untersuchenden

cDNA-Klone zunéachst in den speziell konstruierten Vektor pGemHE (Lehah, 1992), der
in Abbildung 2-1 dargestellt ist, in definierter Orientierung ednkdrt. Dafir konnten 7
verschiedene Restriktionsstellen im Vektor genutzt werden, welmhalen untranslatierten
Bereichen (5-UTR und 3-UTR; siehe Abbildung 2.3.1-1) désnopusp-Globin-Gens
flankiert sind. Dieses soll eine Diskriminierung der fremdennesedurch den
Translationsapparat der Oozyten verhindern und so die Translatiomseffeshohen. Um in
der Reaktion cRNA-Molekiile mit einer definierten maximalendeiau erhalten (,,run-off
Synthese”), wurden zun&chst 5 pung hochreine  Plasmid-DNA  durch
Restriktionsendonuklease Nhel (MBI Fermentas) linearisiert.rfdtes konnten Pstl bzw.

Sphl verwendet werden. Eine mdgliche Kontamination mit RNasen wduodeh eine
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anschlieBende Inkubation des Ansatzes in Gegenwart von Proteinase Kg(800Sigma)
und SDS (0,5%) bei 50 °C fur 1 h entfernt. Die DNA wurde daraufhin duxtiakgEion mit
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) aufgereinigt. Spuren von Phenol wdtaeh
erneute Extraktion mit Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) entfernt. DA wurde durch
Isopropanol-Fallung (siehe 2.2.4.2.) sedimentiert, von Salzen befreit @ntkim geeigneten
Volumen RNase-freien Wassers geldst. Die Konzentration wurde péwisch bestimmt
und ein Aliquot der DNA-L6sung im Agarosegel aufgetrennt. Flrrdsgtro-Transkription
wurde das MEGAscript™ T7 System (Ambion) entsprechend den Hemtgaben
verwendet. Pro Transkriptionsreaktion wurde 1 pg der zuvor aufgedemeRlasmid-DNA
eingesetzt. Um eine hohere Translationseffizienz im Oozytemsyateerreichen, bzw. um
den Abbau der RNA durch oozyteneigene RNasen zu vermindern wurde dietisjertie
RNA am 5'-Ende mit einer Cap-Struktur (7-Methyl-Guanosin-Rest¥elen. Cap-Analog
(m7G(5)ppp(5)G; Ambion) und GTP wurden, wie im Protokoll der Helstiima
(Ambion) vorgeschlagen, in einem Verhaltnis von 4:1 eingesetzt. CaktiBesansatz wurde

entsprechend den Herstellerangaben hergestellt.

Der Reaktionsansatz wurde fur 2 h in einem Brutschrank bei 37 °C inkubie erhaltene
cRNA wurde durch Lithium-Chlorid-Fallung konzentriert und gereinigt.rtievurde der
Reaktionsansatz mit RNase-freiem Wasser auf 50 pl aufgefidimit 25 plLithiumchloride
Precipitation Solution(7,5 M LiCI2, 50 mM EDTA; Ambion) vermischt. Der Ansatz wurde
fur mindestens 30 min bei —20°C inkubiert und anschliel3end bei maximaldn@Gedigkeit
bei 4°C zentrifugiert. Das erhaltenen Pellet wurde einmal kaltem 70 % Ethanol
gewaschen und nach erneuter Zentrifugation mit anschlieendéntingcbei RT in einem
geeigneten Volumen RNase-freiem Wasser geldst. Ausbeute und ReieheRNA wurde
photometrisch bestimmt (siehe 2.2.1.). Die Konzentration errechradtenach folgender

Formel:

KoanNA|: ] } _ Eye 040DVerdiinnungfaktor (Gleichung 2-2)

1000

Ein Aliquot der cRNA-LOsung wurde auf eine gewtnschte Konzentréitioder Regel 1,0
oder 0,5 pg/ul) verdinnt. Zur Kontrolle wurde 1 pg der cRNA in einematdgerenden
MEN-Agarosegel (siehe 2.3.2.) aufgetrennt. Die RNA-L6sung konnte bei -@@d€rhaft

gelagert werden.
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2.3.2. Elektrophoretische GroRRenfraktionierung von RNA-Molekilen

Die elektrophoretische Auftrennung von RNA ermoéglicht die qualitaBeairteilung der
RNA hinsichtlich einer mdglichen Degradation. Nach der am Photonmmstimmten
Konzentration wurde je Probe 1pg cRNA ad 5ul miOHDEPC verdiannt und mit einem
identischen Volumen RNA-Ladungspuffer versetzt. Die so behandeltennPrabden bei
65°C fur 10 Minuten denaturiert, 2 Minuten auf Eis inkubiert und sofort aufGel
aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte im denaturierenden 1%-MEN-Aggeb mit IXMEN-
Puffer. Die RNA-Proben wurden bei einer konstanten Spannung von Tggt@nnt. Als
GrolRenstandard dienten RNA-Fragmente definierter Lange (RNA&vi&5 - 9,0 kb; New
England Biolabs). Das Trennungsmuster wurde unter UV-Licht durch|ldereSzenz des
gebundenen Ethidiumbromids sichtbar gemacht und auf Polaroid-Film dokuinentie

(ImageMaster VDS, Pharmacia Biotech).

RNA-Ladungspuffer:

0,72 ml Formamid

0,16 ml 10xMEN

0,26 ml 37 % Formaldehyd

0,18 ml Aqua bidest.

0,10 ml 80 % Glycerin

0,08 ml 2 % Bromphenolblau
3 ul 1 % Ethidiumbromid

RNase-freies Wasser:

0,05% DEPC (Diethyl-pyrocarbonat) in Aqua
bidest.

Uber Nacht riihren

1h autoklavieren

2.3.3. Northern Hybridisierung

MEN-Agarosegel:

0,5 g Agarose (ICN)

5 ml 10xMEN

42,5 ml Aqua bidest.

in der Mikrowelle l6sen
2,7 ml 37 % Formaldehyd

10xMEN-Puffer:

0,2 M MOPS (3-(N-Morpholino)-
propansulfonséure)

0,01 M EDTA (Ethylendiamin-
tetraessigsaure)

0,05 M Natriumacetat

Elektrophoretisch gréf3enfraktionierte Gesamt-RNA wurde mittedgpilkarblot auf eine
Nylonmembran (HybondN, Amersham Biosciences Europe GmbH, FreiburBr.)
Ubertragen. Die RNA wurden mittels UV-Licht auf der Membranefixi(120 mJoule,
UVStratalinker 2400, Stratagene) und anschlieBend mindestens eine Sinnde
Hybridisierungspuffer vorhybridisiert. Ein Waschschritt von 30 Memu bei 50°C in
2xSSC/0,5%SDS unmittelbar nach der Fixierung erhdhte die Speddéitanachfolgenden
Hybridisierung (Prof. Kaldenhoff, personliche Mitteilung). Derbrglisierungspuffer wurde
gewechselt und die denaturierte Sonde zugegeben (500.000 counts/ml). Diedetewe

Sonde wurde mit einem kommerziell erhaltlichen System hergeg®ethdy-to-go labelling-
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beads Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg i. Br.) und mittelen@atographie
aufgereinigt (MobiSpin G-50, MoBiTec GmbH, Gottingen). Das verwendadioaktiv
markierte Nukleotida-**P-dCTP wurde von der Firma ICN Radiochemicals (Eschwege)
bezogen. Nach Hybridisierung Uber Nacht bei 42°C folgten mehrerehdtmsitte in
mindestens 100 ml 2xSSC (RT), bzw. 2xSSC / 1%SDS (60°C). Beistiwa wurde in
regelméRigen Abstanden kontrolliert, ob noch Radioaktivitat auf der Memlorhanden
war. AnschlieBend wurde die Membran kurz mit 2xSSC gespllt, in hRalefolie

eingeschlagen und tUber Nacht bei -82°C auf einen Rontgenfilm (Kodak XomatARegtfgel

Hybridisierungslésung: 50xDenhardt:

50% Formamid 59 BSA

5xDenhardt 5g Ficoll 400

5xSSC 5g Polyvinylpyrolidone
1% SDS ad 500 ml Aqua bidest.

100 pg/ml denaturierte Lachssperma-DNA
10xSSC-Puffer:
1,5 M NacCl
0,15 M Natriumcitrat (pH 7,0)

2.4. Verfahren mit Oozyten von Xenopus laevis

2.4.1. Bendtigte Losungen
Es wurden zunachst 10fach konzentrierte Stocklésungen von ND96 und NB9BeCa

angesetzt und diese bei Bedarf ®qua bidest. auf 1fache Arbeitskonzentration verdinnt.
ND96 wurde mit 100 U/ml Penicillin und 100 U/ml Streptomycin (Stagkl®.000 U/mi;
Sigma) supplementiert (ND&swep. Um Isotonie zum Oozyten-Cytoplasma zu erhalten,
mul3te die 1fach konzentrierte Arbeits-Losung mit Sorbitol (Carh RhbH + Co.) auf ca.
220 mosmol eingestellt werden. Die Osmolalitat wurde mit einem@druck-Osmometer
(Wescor) Uberprift. Die 10fach konzentrierten Stockldsungen wurdguotért und bei

-20°C gelagert.

1xND96: 1xND96-Ca2+-frei:

96 mM NaCl 96 mM NacCl

2 mM KCI 2 mM KCI

1 mM CacCl, x 2 H,0O 1 mM MgCl, x 6 H,O

1 mM MgCl, x 6 H,O 5 mM Hepes, pH 7,4 (NaOH)

5 mM Hepes, pH 7,4 (NaOH)

16



2 - Material und Methoden

2.4.2. Entnahme der Oozyten aus Xenopus laevis

Weibliche sudafrikanische Krallenfrosche der Gattegopus(Nasco, Fort Atkison Texas,
USA) wurden paarweise in Aquarien bei 20-22°C Wassertemperatutegelzalr Entnahme
der Oozyten wurde der Frosch unter Eiskiihlung in Tricaine-Losungnjgebenzoesaure-
ethylester, Sigma; 0,75 g/l) fur ca. 0,5 h narkotisiert. Daraufhimevder Frosch dorsal auf
ein Operationsbett aus Eis und mit Triacaine-Losung getrénkten rhtigeéegt und die
ventrale Seite, ausgenommen das Operationsfeld, ebenfalls mit sblattearn bedeckt, um

ein Austrocknen der Haut zu verhindern und den Frosch dauerhaft unter Narkose zu halten.

Die Bauchhaut wurde durch einen ca. 7 mm langen Schnitt mit eshereSerdffnet, so dass
Muskelhaut und Muskelgewebe zugéanglich waren. Hier wurde ein ca. fangar Schnitt
vorgenommen. Mit einer feinen Pinzette konnte nun ein Ovarlappen gaguifd vorsichtig
herausgezogen werden. Die Ovarlappen wurden mit einer Selbgeschnitten und in
1xND96-L6sung uberfihrt. Muskelgewebe und Muskelhaut wurden mit einem@&tinéht,
die Bauchhaut wurde mit 3 bis 5 Stichen verschlossen. AbschlieRedd der Frosch zum

Aufwachen ca. 1 h auf einem Stapel Papiertiicher in Wasser in einem Eimegrgehalt

2.4.3. Enzymatische Entfernung des Follikelepithels

Die Ovarlappen wurden in einem 50 ml Zentrifugenglas in 1XND96 (@@@m, pH 7,4)
gesammelten und mit 1xND96-Edrei gewaschen. Nach Uberfiihrung in eine
Glaspetrischale wurden die Ovarteile unter dem Binokular mit dbinerpinzetten (Nr.5,
INOX, Dumont & Fils) soweit zerteilt, dass nur noch Cluster vomae5 bis 10 Oozyten
zusammenhingen. Die Oozyten wurden vorsichtig in das Zentrifugerglickgegeben und
zweimal mit jeweils 45 ml Ca2+-freier ND96-L6sung gewaschda. \Waschlosung wurde
jeweils vollstdndig dekantiert. Um das die Oozyten umgebendekd&lepithel moglichst
quantitativ zu entfernen schloss sich eine Kollagenase-Behandluitiearnu wurde in eine
50mm-Petrischale Kollagenase eingewogen (Endkonzentration: 480 whdhin 1ml ND96-
Cd*-frei gelost. Die gewaschenen Oozytenkluster wurden in einenvdR@sen von 4ml
ND96-C&*-frei zugegeben, die Schale mit Parafiim verschlossen und 1a&f keinem
Rundschdittler mit ca. 120 Upm bei RT inkubiert.

Als der Hauptanteil des Follikelepithels entfernt war, wurden @ezyten in das
Zentrifugenglas zuriickgegeben und kurz mit*@geier ND96-Lésung geschwenkt und der

Uberstand abgegossen, um zunachst den groRten Anteil an Kollagenasbgehautes
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Follikulargewebe zu entfernen. Nun schlossen sich 5 WaschschrittXit96-C4*-frei an.
Nach dem flinften Abgieen wurden die Oozyten einmal mit 1xMa86,gewaschen und

in eine hitzesterilisierte 100mm Glaspetrischale in 1xNR@@eptiberfihrt.

2.4.4. Injektion von cRNA

Die Injektion der cRNA wurde 18 — 24 h nach der Praparation der Oozytehgetiihrt.
Dazu wurden zunéchst Glaskapillaren (3 1/2“ Drummond #3-00203-g/X, Drummond
Scientific Company) mit einem Laser-Ziehgerat (Suttetriimsents Co., Model p-2000) zu
Mikropipetten ausgezogen. Die feine Spitze wurde unter dem Mikroskgebrochen und
nach kurzem Kontakt mit einem gliihenden Heizdraht (Mikroschmiede) Ideitzh schnelles
Abziehen mit einer kanilenartige Offnung versehen. Der Durchmessaeo dergestellten
Injektionskapillare betrug ca. 1-2 um. Die auf 0,5 pg/ul eindestERNA-LOsung wurde in
solch eine Injektionskapillare aufgesogen und mittels eines koettefli Druckstol3es
(General Valve, Picospritzerll, USA) etwa 30-50 ng der cRNAignOozyten injiziert. Die
Expression der jeweiligen Membranproteine konnte nach einer Inkubatid® &iin einem

Zeitraum von 3 bis 5 Tagen im Schwellungstest nachgewiesen werden.

2.4.5. Durchfihrung des Oozyten-Schwellungstests

Ein  Stereomikroskop (SM22-140-F, Firma Hund, Wetzlar) mit integrierte
Beleuchtungseinheit und montierter Digitalkamera (Pixera PVC1@ix&ra Corporation,
USA) wurde zur Erfassung der Volumenzunahme von Oozyten verwenddde@igchtung
erfolgte hierbei von unten und wurde so justiert, dal3 die Oozyten als, reciisarze
Scheiben auf hellem Hintergrund erschienen. Dies ermdglichteutienatische Auswertung
durch das Bildanalyseprogramm Scion-Image fur Windows95/98/NT, ReRestad (Scion
Corporation, USA; http://www.scioncorp.com). Mittels einer TranSfipette wurde 1
Oozyte in das hypoosmotische Medium (0,3xND96, 70 mosmol) tberfihrt undaeibil&t
aufgenommen. Die Verwendung der Steuerungssoftware ,Pixera M&mamunication
Suite” gestattete die automatische Aufnahme weiterer Hitdet in einem definierten
Intervall und Zeitrahmen. Die so erfassten Einzelbilder wurdensrBddanalyseprogramm
importiert und nach Definition von Schwellenwert und Kalibrierungsfaktrurden die

Querschnittsflachen durch ein unter Scion-Image lauffahiges und aRfagammiersprache
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Turbo-Pascal (Borland) basierendes Makro (siehe Anhang) automatiwsittelt. Die weitere
Berechnung erfolgte mit der Software Microsoft Excel (Miofoorporation, USA). Die
Umrechnung der ermittelten Flacheninhalte in ein entsprechendes®wlerfolgte, unter der

Annahme, die vermessenen Oozyten seien exakt spharisch, durch die Formel:

4 (A)z .
=_e| | eyr (Gleichung 2-3)

Zur Berechnung des Wasserpermeabilitatskoeffizrent® als Mal3 fur die
Transportgeschwindigkeit von Wassermolekilen tberMembran wurde die Formel nach

Zhang und Verkman (1991) angewendet:

A

0
P = dt (Gleichung 2-4)
S DV O(Osm, —Osm,)

S =4r’m=4A, (Gleichung 2-5)
Vo = Oozytenvolumen zum Zeitpunkt t=0 in [cm?3]
VIV,  =relatives Oozytenvolumen
t = Zeit in sec.
So = Oozytenoberflacheninhalt zum Zeitpunkt t=0 in [cm?]
Ao = Oozytenquerschnittsflacheninhalt zum Zeitpunkt t=0 in [cm?]
Vi = molares Volumen von Wasser (= 18 cm3/mol)

Um einen direkten Vergleich der Einzeloozyten zmdglichen, wurden die ermittelten
tatsachlichen Volumina umgerechnet. Das Oozytemreiuzum Zeitpunkt t=0 wurde auf 1
relative Volumeneinheit festgelegt ¥, = 1) und die Volumina zu den folgenden
Zeitwerten t in Relation gesetzt (Vo = Viel(t)). Die erhaltenen relativen Volumeneinheiten

wurden als Funktion der Zeit graphisch dargestatfit,eine Schwellungskinetik zu erhalten.
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2.4.6. Intrazellulare pH-Messung

2.4.6.1. Das Messprinzip

Bei der intrazellularen pH-Messung bedient man silkeier Mikroelektroden, die

nacheinander in die Zelle eingestochen werden. ddie Elektrode (Spannungselektrode)
misst das Membranpotential der Zelle in Relatiom Rptential der Badelektrode. Die zweite
intrazellulare Elektrode wird mit einer selektivoRmen-permeablen Spitze versehen und
registriert so das Protonenpotential relativ zurteRital der Badelektrode. Der intrazellulare

pH-Wert errechnet sich als Differenz von Protondeptial und Membranpotential.

2.4.6.2. Der MelRaufbau

Der mechanooptische Teil der Messapparatur bestasd einer Badkammer mit einem
Volumen von ca. 100 ul, einem Perfusionssystentehesd aus 60 ml Einwegspritzen mit
Schraubgewinde und einer 5-fach Hahnbank (NeolLabeiddiberg), zwei

Mikromanipulatoren (Leitz, Wetzlar) und einem Stergkroskop (SM22-140-F, Firma

Hund, Wetzlar) inklusive einer Kaltlichtquelle (Sdh Zeiss, Jena). Zum Schutz vor
Erschitterungen wurde der Aufbau auf einem Wadetsses Marmor montiert. Zusatzlich
sorgte ein rundum geschlossener Faradaykéfig figr Abschirmung gegeniber elektrischen
Storungen der Umgebung. Als Abschirmung zum Expemtator wurde ein Vorhang aus
Aluminiumgewebe (Alu-Fliegengitter, Maschenweit® igm, OBI) angebracht. In den Kéfig
wurde eine MDF-Platte (Mitteldichtefaserplatte) ggpasst und mit einem 1 mm starken
Alublech verkleidet um fir eine ausreichende Absuohng nach unten zu sorgen. Hierauf
wurde der Versuchsaufbau befestigt. Die leitendestéhdteile des Aufbaus wurden an

einem zentralen Punkt im Kéfig geerdet.

Die verwendete Badkammer stellte sicher, dassidgebrachte Oozyte gleichmal3ig mit den
jeweiligen Messlosungen umspult wurde. Die zur @oih verwendeten Einwegspritzen
wurden auf eine Hahnbank aufgeschraubt und auReikdig befestigt. Mit Hilfe eines

maoglichst kurzen Teflonschlauchs wurden die Messigen in die Badkammer geleitet. Die

Perfusionsrate betrug wahrend der Messung ca.r@giml/

Als Messverstarker diente ein hochohmiges Zwei-ké&hektrometer der Firma WPI (FD-

233 D, World Precision Instruments, Berlin). An d&C-Ausgénge dieses Gerats wurde
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zum einen ein analoger Flachbettschreiber angess#io was das direkte Verfolgen und
Protokollieren der Messung ermdglichte. Zum andeverde tber eine 16-Bit A/D-Wandler-
Karte (DAS-1201, Keithley Instruments Inc., Germgji ein Messrechner (Pentium I, IBM)
zur Datenaufzeichnung angeschlossen. Der verweMieteverstarker verfligte tUber je einen
Ausgang pro Kanal und einen zuséatzlichen Monitosgang auf dem direkt die Differenz der
beiden Kanéle ausgegeben werden konnte. Um gléiithZgchreiber und Messrechner

anschlie3en zu kénnen wurden alle drei Ausgang®hn@-T-Kupplungen aufgespaltet.

Als Mess- und Referenzelektrode wurden Silber/&dblerid-Elektroden verwendet, die
durch elektrolytische Chlorierung eines SilberdeshWorld Precision Instruments, Berlin) in
3 M KCI hergestellt wurden. Die Elektroden wurdesweils in eine 3 M KCI-Lésung

eingetaucht. Eine Potentialanderung an der Refelekizode durch Messlésungen mit
verschiedenen Chloridkonzentrationen wurde minitniadem auf die Referenzelektrode ein
ebenfalls mit 3 M KCI gefiillter Schlauch gesteckirde. Der Schlauch wurde mit einem
Agarstopfen verschlossen (2% Agar in 3 M KCI), uie @iffusion von K+ und CI- in die im

Vergleich niedermolaren Messlésungen zu verhindern.

Die Einstichpipetten, die auf die so hergestelfgktroden aufgebracht wurden, wurden mit
Hilfe eines Laser-Ziehgerates (Sutter Instrumentso., C Model P-2000) aus
Borosilikatglaskapillaren (KWIK-FIL™, World Precmsn Instruments Inc., USA) gezogen.

Diese wurden mit 3 M KCI-Losung gefullt und hatenen Widerstand von 1-6 ™

2.4.6.3. Herstellung der pH-Mikroelektroden

Die Einstichpipetten fur die pH-Mikroelektroden wlen wie folgt hergestellt: Glas-
Kapillaren (Borosilikat, KWIK-FIL™, World Precisiofnstruments Inc., USA) wurden mit
Hilfe eines horizontalen Laserziehgerates (Suttestriments Co., Model P-2000) zu
Mikropipetten mit ca. 2 um Offnungsweite ausgezogedm erfolgreich den

protonenpermeablen Membran-Cocktail (Protonen-lbnopl Cocktail B, Sigma) in die

Spitze einfihren zu kénnen war es nétig, der Inrmerdung der Mikropipetten hydrophobe
Eigenschaften zu verleihen. Hierzu wurden die ausgenen Kapillaren in einem
Aluminium-Stander fixiert und in einem maoglichsekien Inkubator zwei Stunden bei 200°C

im Abzug gebacken. 100 pl Dichlordimethylsilan (8&) wurden in den Inkubator gegeben
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und die Kapillaren weitere 20 Minuten gebacken. Uberschissiges Silan zu entfernen
wurde der noch heil3e Inkubator unter dem Abzugfgetdtind abgeschaltet.

Nach Auskihlen konnte der Membrancocktail in dietZgpder Mikropipetten eingefihrt
werden. Hierzu wurden die Kapillaren zunachst urdehilfenahme fein ausgezogener
Pipettenspitzen (Eppendorf Mikroloader, Eppendd®, Adamburg) mit Pufferlosung gefullt
(0,04 M KH,PQy, 0,023M NaOH, 0,15 M NacCl, pH 7,0). Durch Anleganes Uberdruckes
mit einer Einwegspritze wurden die in der Spitzebliebenen Luftblasen entfernt. Daraufhin
wurden die komplett geflllten Mikropipetten in en&ropfen Membrancocktail eingefuhrt.
Durch Anlegen eines Unterdruckes wurde eine canillamge Cocktail-Saule in die Spitze

aufgesogen.

Die Sensitivitat der so produzierten pH-Elektrodemrde durch Messen einer Reihe Puffer
(100 mM KCI, 10 mM Hepes) mit verschiedenen pH-\Wertiberpruft. Die mittlere
Sensitivitat der verwendeten pH-Mikroelektroden &g 58,0 + 0,6 mV/pH-Einheit (n=20).

2.4.6.4. Funktionsuberprufung der pH-Mikroelektnode

Zeit [min]

7,6
7,5
7,4 —
7,3
pH 7.2
7,1
7,0 —

6,9 —

6,8 —

Abbildung 2-2: Funktionstest einer pH-Elektrode. Drei Testpuffer mit verschiedenen pH-Werten (7.5, 7.2, 6.8) wurden durch die
Messkammer gespult und der pH-Verlauf kontinuierlich aufgezeichnet.
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Abbildung 2-2 zeigt beispielhaft den Funktionstester der verwendeten pH-Elektroden.
Hierzu wurden drei Testpuffer mit verschiedenen\Weren (7.5, 7.2, 6.8) in Folge durch die
Messkammer gespilt und der pH-Verlauf aufgezeichbiet pH-Werte wurden so gewahlt,
dass sie den Bereich der pH-Anderung abdecktenjnigdozytensystem erwartet wurde.
Funktionsprufungen wurden unmittelbar vor und naghzelnen Oozyten-Messungen

durchgefuhrt.

Es zeigt sich, dass die Elektroden sehr schnelem# Anderung des pH-Wertes reagieren.
Dies weist auch darauf hin, dass der Flussigkestaagch in der Kammer sehr schnell von
statten geht. Zum anderen l&sst sich aus dem Rmotential in mV bei bekannten pH-
Werten die Sensitivitat der verwendeten pH-Mikr&glede berechnen. Der Literaturwert fur
die Sensitivitat brauchbarer pH-Elektroden liegt & 60 mV pro pH-Einheit (Deitmer und
Schild, 2000; Ammanret al. 1981). Die im Folgenden verwendeten pH-Elektrodatten
eine Sensitivitat von 58,0 = 0,58 mV pro pH-Einheit

2.4.6.5. Durchfiihrung der G&Aufnahmeexperimente

Die CO,-Aufnahmeexperimente wurden wie bei Nakhoef al (1998) beschrieben
durchgefuhrt. Eine Oozyte wurde in die Badkammageiracht und mit 1xND96 (pH 7,5)
umspult. Nacheinander wurden die Spannungselekinadedie pH-Elektrode in die Oozyte
eingestochen und der pH-Wert kontinuierlich verfolgach Aufzeichnen eines konstanten
cytosolischen pH-Wertes wurde die Badlbésung gewadthsnd die Oozyte mit CO
angereicherter ND96-Losung umspult. Zur Herstellwgy CQ-angereicherten ND96-
Lésung wurden 10 mM NacCl durch 10 mM NaHgE&setzt und durch Begasen mit 5%,CO
in Sauerstoff ein pH-Wert von 7,5 eingestellt.

2.5. Verfahren mit pflanzlichen Organismen
2.5.1. Verwendetes Pflanzenmaterial
2.5.1.1. Tetracyclin-induzierbare Uberexpression MAQP1

Das fur NtAQP1 codierende cDNA-Fragment wurde in Yector pBinHyg-Tx (Gatet al,

1992) kloniert. Zur effektiven Expression des imnsgen Gens enthalt dieser Vektor einen
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modifizierten 35S CaMV-Promoter, eine Bindestellar feinen Tetracyclin-sensitiven
Repressor (TetR) und ein hptll-Gen. Kompetente Bgkterien des Stammes LBA4404
wurden durch Hitzeschock transformiert. Blattschailvon Nicotiana tabacum Linie HO

20.20, wurden nach dem Protokoll von Gallois undiive (1995) transformiert. Vor der
Durchfiihrung der physiologischen Experimente wurB#anzen der T2-Generation mittels

Northern-Hybridisierung auf Tetracyclin-induziefteanskription des NtAQP1-Gens getestet.

Der pBinHyg-Tx-Vektor und die N. tabacum Pflanzesr dinie HO 20.20, die bereits das
Gen fur den Tetracyclinrepressor enthielten, wwae Prof. C. Gatz zur Verfigung gestellt.
Die Herstellung der NtAQP1 Uberexprimierenden Lmnurde von Franka Siefritz im
Rahmen ihrer Doktorarbeit (2002) durchgefihrt.

2.5.1.2. Reduzierte Expression von NtAQP1

Eine reduzierte Expression von NtAQP1 wurde miféHider Antisense-Technik erreicht. Die
NtAQP1-Antisense-Linien wurden von Franka Siefiitz Rahmen ihrer Doktorarbeit (2002)

hergestellt und charakterisiert.

2.5.2. Pflanzen-Anzucht

Die Pflanzen wurden unter normalen Gewachshaustpedgen angezichtet (20-25°C, 60-
70% relative Luftfeuchtigkeit, 16 h Licht, 8h DurikezZur Induktion der Uberexpression von
NtAQP1 wurden ungefahr 8 Wochen alte Pflanzen elinégdich mit wassriger Tetracyclin-

Losung (10 mg/l) gegossen. Die Experimente wurdanohnviertagiger Behandlung mit
Tetracyclin durchgefuihrt. Als Kontrollen wurden TB&pflanzen der Linie HO 20.20

verwendet, die ebenfalls mit Tetracyclin behandeltden.

2.5.3. Messung der *CO,-Aufnahme in Blattscheiben

Mittels Uhrmacherpinzetten (Nr.5, INOX, Dumont &djiwurde die abaxiale Epidermis von
frisch geernteten Tabak-Blattern abgezogen. 6 ®ladiben mit einem Durchmesser von 6
mm wurden mit einem Korkbohrer ausgestochen undrisof ein 10 ml Reagenzglas in 0,9
ml Puffer (50 mM Hepes pH 7.6, 1ImM MgCI350 mM Sorbitol, 1ImM DTT, 1% BSA)
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Uberfuhrt. Die Blattscheiben wurden vakuuminfilitiend die Rohrchen in einen kihlbaren
Schittelinkubator aus Plexiglas gestellt (22°C) Biattscheiben wurden unter dauerndem
Schitteln vorbelichtet (Halogenstrahler, 500 W).ciN&d Minuten wurden verschiedene
Konzentrationert*C-KHCO; (Spezifische Aktivitat 1pCi/pmol) zugegeben. N&sHichtung

fur weitere 3 Minuten wurden die Reaktionen durelg@be von 0,5 ml Eisessig abgestoppt
und die Blattscheiben mit einem Glasstab und Seldsamogenisiert. 0,5 ml des Uberstandes
wurden in ein Reaktionsgefal® Uberfihrt und getretkidas Préazipitat wurde erneut mit 0,5
ml Eisessig vermischt, nochmals getrocknet und %@l Wasser (Nanopure) aufgenommen.
Nach Zugabe von 4 ml Szintillationsflissigkeit (Bsifier-Safe™, Packard Bioscience B.V.,
Groningen, The Netherlands) wurde die in Photossgphrodukte eingebaute Radioaktivitat
durch Szintillations-Messung bestimmt (TRI-CARB uid Scintillation Analyzer 1900 CA,
Packard Instruments, lllinois, USA). Die gezeigtdergebnisse ergeben sich aus

6 Wiederholungen fir jede dargestellte ZK®dnzentration.

2.5.4. Bestimmung der stomatéaren Leitfahigkeit und Nettophotosynthese
mittels Gaswechselanalyse

Zur Bestimmung der Nettophotosyntheserate und enegéren Leitfahigkeit wurden zwei
HCM-1000 Photosynthese-Systeme in Kombination nfd,-Dosierheinheiten verwendet
(Walz, Effeltrich). In diesem System wurden die B&slampf- und C&Konzentrationen am
Ein- und Ausgang der Messkiivette mit Infrarot-Gaslsatoren (BINOS-100/4PS, Walz,
Effeltrich) bestimmt. Die verwendeten Messkivet{#810-M, Walz) waren klimatisiert und
hatten einen Messo6ffnungsquerschnitt von 2,5 cni@. durchschnittliche Blatttemperatur
betrug 25 + 0,9°C. Der Gasstrom durch die Kivettinde auf 600 ml/min eingestellt. Mit
Hilfe des Beleuchtungsaufsatzes 1050-M wurde eorstante Beleuchtungsstérke von 250
pmol/m2s PPFDphotosynthetic photon flux dengisrreicht. Die Software DA-1000 (Walz)
diente der Datenaufzeichnung. Die Analyse der Daterde mit Microsoft Excel (Microsoft

Corporation, USA) durchgefuhrt.
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2.6. Gefrierbruch-Transmissions-Elektronenmikroskop e

2.6.1. Fixierung der Oozyten
Die Gefrierbruch-Untersuchungen wurden nach einethigide von Zampighet al (1995)

durchgefuhrt. Nach Messung der Wasserpermeabiitatien einzelne Oozyten zwischen
zwei Objekttragern mit 0,3 mm starken Abstandsteisgtingeklemmt und fiir 20 Minuten bei
Raumtemperatur vorfixiert. Durch diese Behandlungden die Oozyten soweit abgeflacht,
dass bei der spateren Gefrierbruch-Behandlung greBesmamembran-Bruchflachen
entstanden. Nach Beendigung der Vorfixierung wurden Objekttrager entfernt und die
Oozytenscheiben fur eine weitere Stunde in Fixigslisung (3,5% Glutaraldehyd in 0,2 M
Na-Cacodylat pH 7,4) inkubiert.

2.6.2. Herstellung der Gefrierbriiche
Die fixierten Oozyten wurden mit 25 % Glycerin if2M Na-Cacodylat infiltriert und in vier

bis sechs Sticke zerteilt. Die Sticke wurden autdBaProbenhalter aufgebracht (Bal-Tec,
Balzer, Liechtenstein) und durch schnelles Eintencliin ein mit Stickstoff gekihltes

Flissigpropan-Bad eingefroren. Die gefrorenen Godyagmente wurden in eine Balzer
400K Freeze-Fracture-Etch Apparatur (Bal-Tec, Balkechtenstein) eingebracht und durch
Offnen des Probenhalters bei -135°C unter Hochvakgebrochen. AnschlieRend wurden
die Bruchflachen eine Minute bei -120°C geatzt. Brechflachen wurden mit Platin unter
einem Winkel von 80° und Kohlenstoff unter einemn®él von 90° beschichtet. Die auf
diese Weise hergestellten Replika wurden durchdatan in 12% Na-Hypochlorit-Lésung

Uber Nacht gereinigt und mit kleinen Schlaufen Rietindraht auf Goldnetze Ubertragen.

Nach Trocknung wurden die Praparate im Elektron&roskop inspiziert.
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3. Ergebnisse

3.1. Analyse der CO ,-Permeabilitat von NtAQP1
3.1.1. Strukturelle Grundlagen

Der Permeationsmechanismus von Wasser durch daschiehe Aquaporin AQP1 wurde im
Jahr 2000 von Muratet al aufgeklart. 2001 veroffentlichten de Groot undi@nuller eine

Echtzeitsimulation des Wasserflusses und stellierM®dell auf, in dem sie die wichtigen,
fur die Selektivitdt essentiellen, Aminosauren ier dPorenregion identifizierten. Der

Porenkanal von HsSAQP1 enthalt, wie in Abbildung 8atgestellt ist, zwei Filterbereiche.

Die so genannte ar/R-Region bildet die engste &tadlr Pore (siehe Abb. 3-1). Dieser
Bereich wird durch den positiv geladenen Aminos#est Arginirt® und die aromatischen
Seitenketten von Phenylalafin und Histidif®® gebildet. Hier werden die
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Wassekiilele am stéarksten geschwacht und
somit der Durchtritt einzelner Wassermolekiile dudeh Pore des Aquaporins ermoglicht.
Durch elektrostatische AbstoRung des positiv geladeAminosaure-Restes Argifia wird

die Permeation von Protonen und anderen positladgaen lonen ausgeschlossen (de Groot
und Grubmdller, 2001).

AQP1

Abbildung 3-1: Schematische Darstellung der funktionellen Bereiche von HsSAQP1 (de Groot & Grubmiuller, 2001).
Hervorgehoben sind die beiden Filterbereiche (ar/R & NPA). Die Positionen der fir die Funktion wichtigen Aminoséaurereste sind
angegeben. Die roten Pfeile zeigen die Orientierung des Dipols der Wassermolekiile. Dieser wird wahrend der Permeation
durch das Aguaporin um 180°gedreht.

Der zweite Filterbereich in der Pore wird durch Heiden hochkonservierten NPA-Motive
(Asparagin-Prolin-Alanin) gebildet. Hier sind diesparaginseitenketten 75 und 192 an der

Passage einzelner Wassermolekile durch die Poedigte(Murataet al, 2000). de Groot

27



3 - Ergebnisse

und Grubmiiller konnten zeigen, dass der AminoséstePhenylalanfit durch seine
hydrophobe Seitenkette die Interaktion zwischen défassermolekilen und den
Asparaginresten der NPA-Motive verstarkt (de Gnootl Grubmdaller, 2001) und auf diese

Weise den Durchtritt der Wassermolekiile erleichtert

Abbildung 3-2 zeigt den Vergleich der Aminosauresegen von NtAQP1 und HsAQP1.
Deutliche Unterschiede zwischen beiden Molekulestetr im Bereich der Termini auf.
NtAQP1 besitzt, wie fur einige pflanzliche Aquapwitypisch, einen langen N-terminalen
Bereich (44 Aminosaurereste), wahrend HsAQP1 Ubeene aus 37 Aminosauren
bestehenden C-Terminus verfugt. Die Identitat dérigén Bereiche betragt 41 %
(Ahnlichkeit: 59 %).

* 20 * 40 60
NtAQP1 : ENKEEDVKLGANKFRETQPLGTAAQTDKDYKEPPPAP EISSCIFY RAEIAEF V0]
MA

HsAQP1: (WS SFKKKLEWR
MA E F5RA 6AEF6
* * 100 U 120
NtAQP1 : EFLE\/ML R--S SLCSSVG|QMAVMG|\[IFAI!VYcrAd§ H 118
HSAQP1 : GEA[F YPVQINQTAVQDN\YsLNeL sATAQS VG PA
AT LF65131 §6G K V AFG | i B L  ISG H6NPAV
* 140 * 160 * 180
NtAQP1 :  PFEIFIARKESE RNV RINC CANNKEFNVGPYORGE efe: 178
HsAQP1 : pLEILESCSRFRINIMATEAeleeTAvATATMS- liTsSLTAvS e VN ee : 138
TGLL 6S6 RA6 YI6 QC6GAl 66 G 6 GN6 G GG

* 200 * 220 240

NtAQP1 : EAEIEF\/MYTEFS?E% AESYMPH_P[EF vtil!m[lmmg E:zss
HsAQP1 : [Kel Sl LAY A -- lcciXTIAldL s\ Al Ao vifeC A1 194

LGEIGT LV V TD4R RD 6 APLIG V LHE | TG GINPA

* 260 * 280 * 300
NtAQP1: [EL YNTDQ BDHWIFWVGPFISALAIMAYRO)]I| [zEmm— PFHKES--- : 287
HsAQP1 : THN--- SNHWIFWVGPFIeALAYL [N D APRSSDLTD KVWEGQVE : 251

RS G 5 IHWIFWVGPFIG ALA6 16

N[\ o] =3 ——— L -
HsAQP1 : EYDLDADDINSRVEMKEK : 269

Abbildung 3-2: Vergleich der Aminosauresequenzen von HsAQP1 und NtAQP1. Die fir die Funktion wichtigen
Aminosaurereste sind farbig hervorgehoben:
BB - funktionelle Aminosaurereste nach de Groot und Grubmiiller (2001)
XXX - weitere funktionelle Aminoséurereste nach de Groot und Grubmuller (2001)
XXX - funktionelle Aminosaurereste nach Murata et al. (2000)
- nicht Ubereinstimmende Aminoséaurereste nach de Groot und Grubmdiller (2001)
- Transmembrandoméanen
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Der Vergleich der Proteinsequenzen zeigt, das$ididie Funktion des menschlichen AQP1
wichtigen Aminoséaurereste im Bereich der Pore (deoG& Grubmuiller, 2001; Muratet al,
2000) auch bei NtAQP1 an den entsprechenden Pwamitiororhanden sind. Die Pfeile
kennzeichnen Aminosaurereste, die nicht mit deneneatsprechenden Positionen des
HsSAQP1 Ubereinstimmen. Diese befinden sich jedoeehalb der Pore.

3.1.2. Heterologes Expressionssystem:  Xenopus Oozyten

Die CQO-Permeabilitdit von NtAQP1 wurde im heterologen QemyExpressionssystem
untersucht. In NtAQP1 exprimierenden Oozyten wurdnng Carboanhydrasddyvine
erythroid carbonic anhydaseSigma) in wassriger Losung injiziert, um die Hgdung von
CO, zu Kohlenséaure zu beschleunigen. In die Zelle endgimenes COwird somit schnell
in Kohlensaure tberfihrt, welche wiederum durcloprdgtolytischen Zerfall in Protonen und
Hydrogencarbonationen ein Absinken des pH-Wertasrke Damit ist nicht die Konversion
zur Saure geschwindigkeitsbestimmend sondern dralvien-Diffusionsgeschwindigkeit des

CQ.. Das Absinken des cytosolischen pH-Wertes wurdeMikiro-pH-Elektroden verfolgt.

3.1.2.1. Messung der G@ufnahme

Der mittlere cytosolische pH-Wert der verwendetezy@en betrug 7,32 + 0,06 (n = 20). Im
Verlauf der CQ-Aufnahme sank der pH-Wert im Mittel auf 6,97 + 4,0h = 20). Die
Expression von NtAQP1 hatte keinen Einfluss auselieckwerte.

Der Einstrom von C@bewirkte, wie Abb. 3-3 zeigt, erwartungsgemal &bsinken des
cytosolischen pH-Wertes in mit CA injizierten KaoitrOozyten, ebenso wie in Oozyten, die
zusatzlich NtAQP1 exprimierten. Die gepunktete &irgeigt den zeitlichen Verlauf des
intrazellularen pH-Wertes einer Kontroll-Oozyte. nAghst kann in der Oozyte, die mit
ND96-Losung (pH 7,5) umsplilt wird, ein konstantét-Wert von 7,35 gemessen werden.
Zum Zeitpunkt 3 Minuten wird die Badlosung gewedhsend die Oozyte mit CQ
aquilibrierter Pufferlésung umspilt. Nach einerdratzeit von ca. 10 Sekunden beginnt das
Absinken des zellularen pH-Wertes und zum ZeitpuhktMinuten ist der Endwert von 6,9

erreicht. Auch in der NtAQP1 exprimierenden OoZy&grscht zu Beginn ein pH-Wert um
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7,35 (durchgezogene Linie). Es fallt jedoch aufssddie Anséauerung im linearen Bereich
schneller fortschreitet, als es im Kontrollexpenrnder Fall ist.

CO,
7,4 —

— NtAQP1
= |\ e Kontrolle
o
7,0 —

0 5 10
Zeit (min)

Abbildung 3-3: Reprasentativer Verlauf des cytosolischen pH-Werts einer NtAQP1-exprimierenden Oozyte (durchgezogene
Linie) und einer Kontrolloozyte (gepunktete Linie) wahrend CO,-Aufnahme.

150

100 T

50

Relative Ansauerungsraten [%]

0O Kontrolle m NtAQP1

Abbildung 3-4: Mittlere Ans&uerungsraten im linearen Bereich der pH-Anderung von NtAQP1 exprimierenden und
Kontrolloozyten wéhrend CO,-Aufnahme in relativen Einheiten. Die dargestellten Ergebnisse ergeben sich aus Messungen an
je 10 Oozyten.

Die Ansauerungsrate fir Kontroll-Oozyten wurden dah Wert 100% festgelegt und die
Messungen an NtAQP1 exprimierenden Oozyten daRelation gesetzt. Wie Abbildung 3-4

zeigt verursacht die Expression von NtAQP1 einggBtang der friihen Ansduerungsrate um
45 % (n=10).
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3.1.2.2. Theoretische Berechnungen zup-80fnahme in Oozyten

Die Menge aufgenommenen Kohlendioxids kann unteri@esichtigung folgender

Vereinfachungen naherungsweise berechnet werden:

1) Durch Anwesenheit der Carboanhydrase in der Ooayt die Umsetzung von GO
zur dissoziierten Form der Kohlenséure beschleubigs Gleichgewicht wird auf die
Seite des Hydrogencarbonats verschoben und imréineBereich der pH-Anderung
gehen alle C@Molekiile, die das Cytoplasma der Oozyte erreictieise Reaktion
ein. Folglich entspricht die Anzahl der in der Owzfreigesetzten H, bzw. HO'-
lonen der Anzahl an G&Molekilen, die die Oozytenmembran Uberschrittdmena

2) Nach einem von Zeutheet al publizierten Modell (2002) betragt der Anteil des
freien wassrigen Volumens {\Meiner Oozyte, in dem die Carboanhydrase-katalgsie
Reaktion stattfinden kann und in dem der pH-Werhggsen wird circa 37% des

gesamten Oozytenvolumens)(V

Folgende GroRRen missen bekannt sein:

* CO,-Konzentration in der Badlosung: c[€&G Q * Pcop = 0,39 mM
-Q: Loslichkeitskoeffizient von CQunter Standardbedingungen;
Q = 0,026 mM/hPa
- Peoz CO.-Partialdruck; Ry, = 15 hPa
» mittlerer Oozytendurchmesser: d=1,20 mm
= totales Oozytenvolumen: +¥ 0,90 pl
= freies Oozytenvolumen: ¥ 0,33 ul

 mittlerer cytosolischer pH-Wert der Oozyten in £@iem Badmedium: pH= 7,32
« pH-abhéngige Protonenkonzentration: ‘g[& 10"

= pH; 7,32 entspricht einer Protonenkonzentration von 4,791i6l/|
pH-Abfall einer Kontroll-Oozyte im linearen Bereich der pH-Andgri8)93*10° pH-Einheiten/sec

= cytosolische Protonenkonzentration zum Zeitpu(nkt,’r79*108 mol/|

= cytosolische Protonenkonzentration zum Zeitpunkt t = 1 sec: 4,83tb0

— Erhohung der Protonenkonzentration innertfslb 1 s: 3,75*13° mol/l
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Bezogen auf ein freies Oozytenvolumenvdn 0,33 pl ergibt sich in der durchschnittlichen
Kontroll-Oozyte im linearen Bereich der pH-Anderugig Protonengewinn und entsprechend

eine CQ-Aufnahme vort,24*10* mol/sec

pH-Abfall einer NtAQP1 exprimierenden Oozyte im linearen Ber&idt*10° pH-Einheiten/sec
= cytosolische Protonenkonzentration zum Zeitpu(nkt,’r79*108 mol/|

— cytosolische Protonenkonzentration zum Zeitpunkt t = 1 sec: 4,840

= Erhohung der Protonenkonzentration innertill 1 sec: 5,70*1¢° mol/l
Bezogen auf ein freies Oozytenvolumenvdn 0,33 pl ergibt sich in der durchschnittlichen
NtAQP1-exprimierenden Oozyte im linearen Bereich gid-Anderung ein Protonengewinn
und entsprechend eine gBufnahme von1,88*10"° mol/sec

Die Expression von NtAQP1l ermdglichte somit in de@ozyte im gegebenen Fall eine
zusatzliche C@Aufnahme von 6,4*1®° mol/s. Diese Berechnung an zwei
durchschnittlichen Oozyten stellt jedoch nur eingbg Naherung dar, da das Cytoplasma der
Oozyten eine bestimmte Pufferkapazit) besitzt. Diese setzt sich aus der intrinsischen
Pufferkapazitat [f) und der C@QHCO;-abhangigen PufferkapazitdBdp,) zusammen;
kann experimentell durch Titration bestimmt werderdhrendfco, eine im Verlauf des
Experiments veranderliche Grol3e darstellt. Wenn, G@nherhalb und aul3erhalb der
Zellmembran in ahnlicher Konzentration vorliegt ifico. direkt proportional der
Bikarbonatkonzentration und kann vereinfacht alenle2,3-facher Wert bestimmt werden.
Dies ist allerdings erst der Fall, wenn sich deei@igewichtszustand am Ende der pH-
Absenkung eingestellt hat. Somit ist eine Einsalndgzder Pufferkapazitdt zu Beginn der

CO,-Aufnahme sehr schwierig.

3.1.3. Vereinfachtes homologes Expressionssystem: B lattscheiben

Ergebnisse von Messungen in heterologen Systememeko nicht ohne weiteres auf
homologe Systeme Ubertragen werden. Der Nachweer @eteiligung von NtAQP1 am
Membrantransport von GOIm pflanzlichen SystemNicotiana tabacum gestaltete sich
zunachst schwierig, da Effekte des nattrlichen NRAProtein in Betracht gezogen werden
missen. Anders als im Oozytensystem, wo die Exjoresstrinsischer Aquaporine gering ist,

liegt in der Tabakpflanze bereits eine Expressiom WtAQP1 vor. Um eine sinnvolle
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Versuchsstrategie zu entwickeln, musste der Exjoressvel von NtAQP1 also modifiziert
werden. Dies war in zwei voneinander vollig versdanen Ansétzen mit transgenen
Pflanzen realisiert worden: NtAQP1-AntisensepflanZ&iefritz et al, 2002) mit einer
nachweislich deutlich reduzierten Expression vodAQR1 bzw. mit Pflanzen, die einen
NtAQP1-codierenden Bereich unter der Kontrolle gifietracyclin-induzierbaren Promoters
enthielten (Gatat al, 1992). Es standen also Pflanzen zur Verfuguiggind Vergleich zur
entsprechenden Kontrolle eine dauerhaft reduzié@ression oder eine induzierbare
Uberexpression von NtAQP1 zeigten. NtAQP1-Antispflaezen wurden mit dem
untransformierten WildtypNicotiana tabacunverglichen (Kontrolle 1). Als Kontrolle fir die
NtAQP1-uberexprimierenden Pflanzen dienten Pflanden Linie H6 20.20, die bereits
transformiert waren und das Gen fiur den Tetrackatiressor enthielten (Kontrolle 2) und in

gleicher Weise mit Tetracyclin behandelt wurden.

Die Expression von NtAQP1 wurde, wie in Abbilduné 3largestellt, durch Northern-Blot-
Analyse Uberprift. Die Spezifitat der jeweiligenfdkte wurde durch Analysen dritter

(Siefritz, 2002, Dissertation) untersucht.

Abbildung 3-5: Uberpriifung der NtAQP1-Expression in Antisense- und Uberexprimierenden Pflanzen mittels Northern-
Hybridisierung. Aufgetragen wurde Gesamt-RNA von: Wildtyppflanzen (Kontrolle 1), NtAQP1-Antisensepflanzen, Pflanzen der
Linie H6 20.20 nach Tetracyclinbehandlung (Kontrolle 2), Pflanzen mit tetracyclininduzierter Expression von NtAQP1. Zur
Kontrolle gleichmé&Riger RNA-Beladung wurde mit einer 28S rRNA-Sonde hybridisiert

Die zellulare Aufnahme von COwurde an Blattscheiben der entsprechenden Pflanzen
untersucht. Gemessen wurde der Einbau ¥6amarkiertem C@in Photosyntheseprodukte
belichteter Blattscheiben, denen die abaxiale Epideentfernt wurde. Durch Abziehen der
abaxialen Epidermis konnte die Aufnahme von,@®Mesophyllzellen untersucht werden,

ohne dabei den stomataren Widerstand bertcksichtigentissen.
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Abbildung 3-6A: Einbau von **CO, in Photosyntheseprodukte in Blattscheiben von NtAQP1-Antisense- und Kontrollpflanzen
unter steigenden CO,-Konzentrationen.

N w
I ]

14002 Einbau [umol/mzs]
-

o

0 200 400 600 800 1000
CO; Konzentration [ppm]

- - & - -Uberexpression —a&—— Kontrolle

Abbildung 3-6B: Einbau von *CO, in Photosyntheseprodukte in Blattscheiben von NtAQP1-iiberexprimierenden und
Kontrollpflanzen unter steigenden CO.-Konzentrationen.

Die reduzierte Expression von NtAQP1 fuhrte zu esignifikant geringeren CAufnahme
(Abb. 3-6A), wahrend eine induzierte Uberexpressiore starkere Aufnahme von ¢@n
Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen bewi{&bb. 3-6B). Es scheint somit ein
Zusammenhang zwischen der Expressionsstarke vonQRIA und der Fahigkeit zur

Aufnahme von C®zu bestehen.
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3.1.4. Homologes Expressionssystem: Gaswechselanaly  se an intakten
Pflanzen

3.1.4.1. Auswirkung veranderter Expression von NPACuuf die
Stomatabewegung vadticotiana tabacum

Nach der Erkenntnis, dass NtAQP1 im heterologemyiessam vereinfachten homologen
System offensichtlich zur Aufnahme von gReitragt, sollte im Folgenden die Frage geklart
werden, ob und in welchem Mal3e £Rermeabilitats-Eigenschaften von NtAQP1 fir die
Physiologie der gesamten Pflanze relevant sind. #iahtige Vorgénge in der Pflanze, die
von der Verfligbarkeit von CQOabhangen, sind die Bewegung des Spaltéffnungsaigsar
und die photosynthetische Fixierung von Ctum Aufbau pflanzlicher Biomasse. Beide
Vorgange wurden mit der Technik der Gaswechselaralyan oben vorgestellten

Pflanzentypen bei verénderlichem £@8ngebot untersucht.

Zuvor im Dunkeln gehaltene Pflanzen mit reduziertexpression von NtAQP1 und
entsprechende Kontrollpflanzen wurden bei ambie@& Konzentration von 380 ppm
belichtet (250 umol/m2s PPFD). Das lichtinduzigit#nen der Stomata wurde anhand der
stomataren Leitfahigkeit mit Bezug auf die Blattfié@ gemessen. Es zeigte sich, dass sich in
beiden Fallen die Stomata mit derselben Geschwkedigffneten. Weiterhin fiel in beiden
Fallen das fir lichtinduzierte Stomatadffnung ckeedstische UberschieBen der
Offnungsweite auf. Im Folgenden zeigten die Kompftdnzen eine normale Stabilisierung
der stomataren Offnungsweite, wahrend bei den Bflamit reduzierter NtAQP1-Expression

dauerhafte Oszillationen auftraten (Abbildung 3-7).
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Abbildung 3-7: Stomatare Leitfahigkeit von NtAQP1-Antisense- und Kontrollpflanzen. Zum Zeitpunkt O Minuten wurde das Licht
eingeschaltet.
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Abbildung 3-8: Stomatére Leitfahigkeit von NtAQP1-tberexprimierenden und Kontrollpflanzen. Zum Zeitpunkt O Minuten wurde
das Licht eingeschaltet.

Wurde die Expression von NtAQP1 erhéht fiel einarvgerung der Uberschussreaktion im
Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen auf (lbing 3-8). Die Oszillation der
stomataren Offnungsweite, die bei den Pflanzen reduzierter Expression von NtAQP1
beobachtet wurde, blieb aus.

Des Weiteren fiel eine verdnderte absolute stomataOffnungsweite im
Gleichgewichtszustand auf, die von der Starke d&Q¥1-Expression abhing. 90 Minuten
nach Einschalten des Lichtes war die stomatard¢dhagkeit der Antisense-Pflanzen um 31 %
gegenuber den Kontrollen reduziert (siehe auch f&aBel). Im Vergleich dazu konnte bei
erhohter Expression von NtAQP1 zum Zeitpunkt 90 Wm eine um 16 % erhthte stomatéare
Leitfahigkeit als bei den entsprechenden Kontrollgamessen werden (siehe auch
Tabelle 3-1).

In einer 2002 durchgefihrten Studie an NtAQP 1-Asmse-Pflanzen konnte gezeigt werden,
dass Pflanzen mit einer verringerten Expression MORQP1 eine reduzierte hydraulische
Leitfahigkeit des Wurzelsystems aufwiesen und wenigsistent gegeniber Wasserstress
waren (Siefritzet al, 2002). Eine Auswirkung der reduzierten hydraen Leitfahigkeit der
Wurzel auf die Bewegung des Spaltoffnungsappatetaste nicht ausgeschlossen werden,
da moglicher Weise in der Wurzel Wasserstress-&gertstehen, die zu einer verringerten
Stomatadffnung fihren wirden. Um eine Beteiligungses Effektes an der beobachteten

veranderten Stomatabewegung auszuschlielen wurdien Experimente, wie in
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Abbildung 3-9 dargestellt ist, an abgeschnittenddit&n von NtAQP1-Antisense-Pflanzen
und den entsprechenden Kontrollen wiederholt.

120

lOOfL

80 -

60 -

40

20 -

Stomatare Leitfahigkeit (mmol n? s?)

0 60 120 180 240 300 360

Zeit (min)

Kontrolle Antisense

Abbildung 3-9: Stomatare Leitfahigkeit abgeschnittener Blatter von NtAQP1-Antisense- und Kontrollpflanzen. Zum Zeitpunkt 10
Minuten (blauer Pfeil) wurde das Licht eingeschaltet. Zum Zeitpunkt 280 Minuten (griiner Pfeil) wurden 100 pM Abscisinséure
gegeben.

Wie auch bei den Untersuchungen an intakten Pftgnzeigt sich hier ein gleichmafiig
schnelles Offnen der Stomata. Auch das fur die tiiduzierte Stomatadffnung
charakteristische UberschieRen der Offnungswaiteatnf. Im Folgenden zeigen die Blatter
der Kontrollpflanzen eine normale Stabilisierung siemataren Offnungsweite, wahrend bei
den Blattern mit reduzierter NtAQP1-Expression Qezonen auftreten. Zum Zeitpunkt 280
Minuten wurden 100 uM Abscisinsaure gegeben. Absdésire sorgt fur ein SchlieRen des
Spaltdffnungsapparates abseits des,-BOckkopplungsweges. Es zeigt sich, dass sich in

beiden Fallen die Stomata sofort und einheitlidilisBen.

3.1.4.2. Auswirkung veranderter Expression von NPAQwf die Photosynthese

von Nicotiana tabacum

Bei der Untersuchung der Photosyntheseleistung dicit folgendes Bild (siehe auch

Tabelle 3-1): Die Nettophotosynthese war in derarifén mit verringerter Expression von
NtAQP1 gegenlber den entsprechenden Kontrollerzredu57%), wahrend bei induzierter

Uberexpression von NtAQP1 eine erhthte Nettophotbsge (136%) gemessen wurde. Die
aus den gemessenen Werten errechnete interzell@@&eKonzentration (¢, also die

Konzentration in der substomataren Kavitat, war alfen Fallen &hnlich. Wurde die
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umgebende C&Konzentration von 380 ppm auf 820 ppm erhdht,iehten die NtAQP1-
Antisense-Pflanzen eine den Kontrollen vergleicabaPhotosyntheseleistung. Die
Untersuchungen an den NtAQP1-lberexprimierendean®éin zeigten jedoch, dass hier auch
unter artifiziell erhbhten C&Konzentrationen die Nettophotosynthese im Vergleia den
Kontrollen erhdht war (181%).

380 ppm CO, 820 ppm CO,
Ci Netto- Stomatare Ci Netto- Stomatare
Photosynthese | Leitfahigkeit nach Photosynthese | Leitfahigkeit nach
90 min Licht 90 min Licht

[ppm] [Umol/m?s] [mmol/m?s] [ppm] [umol/m?s] [mmol/m?s]
Kontrollel | /5,18 | 335+08 441426 579+91 | 243+14 17.2+13
Antisense | ;3,47 | 193404 33.6+2.4 536+97 | 2.42+06 147+1.4
Kontrolle 2 | o), 18 | 517+07 69.4+2.4 508+52 | 4.67+1.0 26.0+1.2
Uber-

. 248+13 | 7.04+0.7 823+48 450+92 | 8.48+12 35.4+32

expression

Tabelle 3-1: Auswirkung erhdhten CO»-Angebots auf interzellulare CO,-Konzentration (Cj), Nettophotosyntheserate und
stomatére Leitféahigkeit von Antisense-Pflanzen, Uberexprimierern und den entsprechenden Kontrollpflanzen.

3.2. Weitere Analysen zur Funktion pflanzlicher AQu  aporine
3.2.1. Quantifizierung von AQP-Proteinen in Oozytenm  embranen

Plasmamembran intrinsische Aquaporine (PIP-Aquapdrbilden die groldte Gruppe der
pflanzlichen Aquaporine. PIPs lassen sich in zweipPen aufteilen, die nicht nur strukturell,
sondern auch hinsichtlich ihrer Funktion untersdhofd sind. PIP1-Aquaporine zeigen im
Oozytenexpressionssystem in der Regel eine gerigsserpermeabilitat und unter
Umstanden eine zusatzliche Permeabilitat fir Glgceder Harnstoff. Im Gegensatz dazu
kann far PIP2-Aquaporine in der Regel eine hohe s&figermeabilitat gezeigt werden. Unter
den bisher charakterisierten PIP-Aquaporinen gibher wenige Vertreter, die aus diesem

Rahmen herausfallen.

Grinde furin oo gemessene Wasserpermeabilitatsunterschiede zwigelird- und PIP2-
Aquaporinen konnten bis heute nicht gefunden werdémer der Annahme, dass in die
Oozyten jeweils identische Mengen cRNA injiziertrden, ist die Wasserpermeabilitat der
Zellmembran entweder auf eine spezielle Eigenschddélr eingebauten Proteine
zurlckzufuhren oder auf die Anzahl der in die Meambeingebauten Molekdle.
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Zur Quantifizierung der in die Membran eingebaut&quaporinkomplexe wurde eine
Gefrierbruchtechnik in Kombination mit elektronehmnaiskopischen Arbeiten verwendet.
Von Aguaporin-exprimierenden Oozyten und Kontrotdz9ten wurden Gefrierbruchflachen
hergestellt. Nach Anfertigung von Platin-Kohleng#@bdriicken wurden diese im
Elektronenmikroskop nach Plasmamembran-Bereichachducht. Die hier dargestellten
Studien wurden an SsAQP1-, bzw. SsAQP2-exprimienen@ozyten durchgefiihrt. Die
beiden Aquaporine auSamanea samawurden in einer Publikation von Mosheli@h al
(2002) als PIP1, bzw. PIP2 Aquaporine klassifiziert

Abbildung 3-10 zeigt einen Plasmamembran-Abdruckeriwasserinjizierten Kontroll-
Oozyte (Wasserpermeabilitatskoeffizient=°17,3 um/s; siehe auch Kapitel 2.4.4.). Rechts
unten im Bild ist ein Stick der Vitelinmembran etkennen, dién vivo die gesamte Oozyte
umgibt und direkt auf der Plasmamembran aufliegétr Plasmamembran-Bereich enthalt
einige grofRe Partikel mit einem Durchmesser von 5&.nm. Der Durchmesser eines
Aquaporin-Tetramers betragt ungefahr 10 nm. Pdrtdieser Grolle sind ebenfalls zu

erkennen. Es konnte eine Partikeldichte von 158 Partikel/umz2; n = 5) ermittelt werden.

Abbildung 3-10: Repréasentativer Ausschnitt aus einem Plasmamembranbereich eines Gefrierbruchs einer Kontrolloozyte.
(0) 200 nm

Im Vergleich hierzu finden sich auf dem Plasmamembkbdruck (Abb. 3-11) einer

SsAQP1 exprimierenden Oozyte (P34,8 um/s) ebenfalls Partikel mit einem Durchsees
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von ca. 50 nm mit ahnlicher Verteilung. Partikelt minem Durchmesser um 10 nm finden
sich jedoch in einer viel h6heren Anzahl (1791 @ Partikel/pm?; n = 5).

Abbildung 3-11: Reprasentativer Ausschnitt aus einem Plasmamembranbereich eines Gefrierbruchs einer SsAQP1
exprimierenden Oozyte. (O ) 200 nm

Abbildung 3-12 zeigt den Abdruck einer SSAQP2%R229,2 um/s) exprimierenden Oozyte.

Es finden sich wiederum Partikel mit einer Grof3en \&® pm und 10 pm (2576 + 306
Partikel/pm?; n = 5).

-
S h W
L. S
A DN -,
ST W

Abbildung 3-12: Reprasentativer Ausschnitt aus einem Plasmamembranbereich eines Gefrierbruchs einer SsAQP2
exprimierenden Oozyte. (O ) 200 nm
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Abbildung 3-13: Mittlere Partikeldichte in Bruchflachen von Plasmamembranen SsAQP1-, bzw. SsAQP2-exprimierender
Oozyten, sowie wasserinjizierter Kontrolloozyten.

Es konnte also gezeigt werden, dass cRNA injiziexdeyten eine wesentlich hdhere Anzahl
von Partikeln in der Plasmamembran enthalten, alstidlloozyten. Die Expression von
SsAQP1 erhohte im dargestellten Fall die Partikél@i in der Oozytenmembran um den
Faktor 11,3, wahrend sich bei Expression von SsA@R2 Erhdhung um den Faktor von
16,2 ergab. Eine Erhohung der durchschnittlichensd#gpermeabilitat in Oozyten mit
SsAQP2 im Vergleich zu solchen mit SSAQP1 um déddfa kann also nicht ausschlief3lich

durch die Anzahl an Aquaporin-Proteinen in der Meankerklart werden.

3.2.2. Auswirkungen von Ammonium-, bzw. Nitrat-Verso  rgung auf die
Expression pflanzlicher Aquaporine in Phaseolus vulgaris

Phaseolus vulgari$flanzen wurden unter so genannggiht root Bedingungen angezogen.
Dazu wurde von gleichaltrigen Pflanzen, die aufsBigmedium (2 mM CaS{pangezogen
wurden, die Hauptwurzel gekappt und das verbleibeNdrzelsystem in zwei Halften geteilt.
Die beiden Hélften wurden in so genannspiit root GefaRen mit Nahrlosung behandelt, die
entweder Nitrat (10 mM) oder Ammonium (10 mM) alsckstoff-Komponente enthielt. In
der Kieler Arbeitsgruppe von Prof. Sattelmacher riken gezeigt werden, dass die
Wasseraufnahme tber die Ammonium-behandelte Wdttrsignifikant geringer war, als

Uber die Nitrat-behandelte Wurzelhalfte (Gatal, Manuskript in Bearbeitung).
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Abbildung 3-14: Northern-Blot-Analyse der Expression von PIP1-Aquaporinen in Wurzeln von Phaseolus vulgaris nach Nitrat-
(N) bzw. Ammoniumbehandlung (A). Oben: Autoradiographie; Unten: Ausschnitt aus Ethidiumbromid gefarbtem RNA-Gel zur
Kontrolle der aufgetragenen RNA-Menge.

Um zu untersuchen, ob sich die gezeigte reduzMfésseraufnahme auf eine reduzierte
Aquaporinexpression im Ammonium-behandelten Wueadich zurtckfihren lieRe, wurden
Northern-Hybridisierungen durchgefiihrt. Die Aquapegxpression wurde bis zum flinften
Tag nach Beginn der Behandlung verfolgt. Abbild@at¢ zeigt, dass bereits einen Tag nach
Beginn der Behandlung eine héhere Aquaporinexpressiter Nitratversorgung zu erkennen

ist.
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4. Diskussion

4.1. Zur Analyse der CO ,-Permeabilitatseigenschaften von NtAQP1

Die Madglichkeit der Permeation von GOdurch Aquaporine wird am Beispiel des
menschlichen AQP1 bereits seit langem diskutiertr Murde erstmals der Beweis gefihrt,
dass CQ@ neben der einfachen Diffusion durch den Lipidb#laguch auf einem Aquaporin-
vermittelten Weg biologische Membranen passieregm K&lakhoulet al, 1998). Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit konnte flr das bereits dlegend charakterisierte pflanzliche
Aquaporin NtAQP1 (Bielaet al, 1999; Siefritzet al, 2001; Siefritzet al, 2002) eine
zusatzliche Permeabilitat fur GQyezeigt und eine physiologische Bedeutungplanta

nachgewiesen werden.

4.1.1. Strukturelle Grundlagen
Der Vergleich der Aminosauresequenzen von HsSAQRILNIAQP1 hat gezeigt, dass beide

Aquaporine Sequenzibereinstimmungen besitzen unsgls daufRerdem die fur den
Funktionsmechanismus des menschlichen AQP1 wichtigeninosduren im NtAQP1-
Molekul an homologen Positionen vorhanden sind. Bbegge, ob deshalb die Porenregionen
von HsSAQP1 und NtAQP1 im funktionell in der Membramserierten Molekul gleich
aufgebaut sind, kann durch bloRen Sequenzvergleicht abschlieRend geklart werden.
Sequenzhomologien fuhren allerdings zur Vermutundass NtAQP1 a&hnliche
Permeabilitdtseigenschaften aufweist und als Mengme fur CQ dienen konnte. Sie
erklaren aber nicht wie der Mechanismus der-€&rmeation durch das Aquaporin, der fur
HsAQP1 auch noch nicht untersucht wurde, aussehimté&. Eine Antwort konnen
Strukturuntersuchungen an 2-D-Kristallen von gegtém NtAQP1-Protein liefern. Fur
HsAQP1 wurden solche Kristallstrukturanalysen lisr@iirchgefthrt. Es ist zu erwarten, dass
ein Filterbereich von NtAQP1 zumindest geringflugigders aufgebaut ist als bei HSAQP1,
zumal NtAQP1 noch eine zusatzliche PermeabilitAtiiycerin aufweist (Bielat al, 1999).

Eine Glycerinpermeabilitat konnte fur HSAQP1 nigbizeigt werden.
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4.1.2. CO,-Aufnahme im heterologen Expressionssystem

Im heterologen System konnte gezeigt werden, daskxgpression von NtAQP1 in Oozyten
die zellulare Aufnahme von GGQerleichtert. Eine wichtige Voraussetzung ist digktion
von Carboanhydrase, da die Oozyte natiurlicherwegsige Carboanhydraseaktivitat besitzt
(Nakhoulet al, 1996). Die Carboanhydrase katalysiert die Umsefavon Kohlendioxid zu
Hydrogencarbonat- und*H bzw. HO"-lonen, wodurch die gemessene intrazellulare pH-
Anderung proportional zur Aufnahmerate von Q€. NtAQP1 besitzt nach den Ergebnissen
aus Kapitel 3.2. im heterologeiXenopusOozyten Expressionssystem neben seiner
Permeabilitat fur Wasser und Glycerin (Biefaal, 1999) eine zusatzliche Permeabilitat fur
CO..

Die in NtAQP1 exprimierenden Oozyten gemessene tinhg der C@Aufnahmerate um
45% gegenuber den entsprechenden Kontroll-Oozgterergleichbar mit der in der Literatur
dargestellten C®@Aufnahme durch das menschliche Aquaporin AQP1 (idaket al, 1998).
Diese im heterologen System gezeigte Funktionssajeit von NtAQP1 kann jedoch nicht
direkt auf die Pflanze Ubertragen werden und messalb auf ihre Gultigkeit im homologen

System Uberprift werden.

4.1.3. CO,-Aufnahme im homologen Expressionssystem
4.1.3.1. CG-Aufnahme in Blattscheiben vavicotiana tabacum

In den verwendeten Tabak-Linien konnte bei steigan#CO,-Konzentrationen eine
unterschiedliche Aufnahme und Fixierung radioaktarkierten Kohlendioxids in
Abhangigkeit von der NtAQP1-Expression gemesserd&rer Dabei fielen Unterschiede in
der CQ-Aufnahme der Kontrollen auf (siehe Abbildung 3-Bjese Unterschiede ergeben
sich aus unterschiedlichen Photosyntheseleisturdgmn verwendeten Tabak-Linien: zur
Herstellung der Antisense-Linien wurde die Varie@amsun (K.W. Mundry, Stuttgart,
Deutschland) verwendet und bei der Herstellung\t&QP1-Uberexprimierer kam die Linie
H020.20 (Gatzet al, 1992) zum Einsatz, die bereits die fur den Tsthn-Repressor

codierende Sequenz unter der Kontrolle eines kotisen Promoters (CaMV 35S) enthielt.

Die dargestelltert*CO,-Aufnahmeexperimente legen den Schluss nahe, das®mM auch

im vereinfachten homologen System als ,@@re fungiert. Dass die beobachteten
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Unterschiede in der zellularen Akkumulation an Radtivitat auf eine Aufnahme von
Hydrogencarbonat zurtickgehen, kann anhand der gefighrten Aufnahme-Experimente mit
Blattscheiben allerdings nicht mit Sicherheit assidossen werden. Zur Klarung kann ein
Kontrollversuch beitragen, bei dem zum Inkubatioedmam der Blattscheiben
Carboanhydrase zugegeben wird. In wassriger Lostelly sich ein Gleichgewicht zwischen
Kohlendioxid und der dissoziierten Form der Kohkanme H+HCO;™ ein. Durch Zugabe von
Carboanhydrase zum AufRRenmedium wird das Gleichdewiauf die Seite des
Hydrogencarbonats verschoben und somit physikalgalbstes C@ weitgehend aus der
Losung entfernt. Unter diesen Bedingungen wird olBericksichtigung einer GO
Permeabilitdt die zellulare Aufnahme von radioaktmarkiertem Hydrogencarbonat

gemessen.

4.1.3.2. NtAQP1 und die Schliel3zell-Bewegung

Die Annahme, dass die G®ermeabilitats-Eigenschaft und nicht die Wassemnpabilitat
von NtAQP1 eine Rolle bei der Stomatabewegung epielirde, bestatigte sich. Wie gezeigt
werden konnte, geschieht das lichtinduzierte Offlem Stomata bei den Pflanzen mit
reduzierter Expression sowie bei den entsprecherdmtrollpflanzen mit der gleichen
Geschwindigkeit. Demzufolge wirkt sich die reduteExpression von NtAQP1 nicht auf die

bei Schlief3zellbewegung stattfindenden transmeneréviasserfliisse aus.

Die Offnungskinetiken der Stomata beider Pflanzeali zeigten das charakteristische
UberschieRen der Offnungsweite. In der Literaturrdeudies von Raschke (1975) als
verzogerte negative Regulation erklart. Das pasifignal Licht bewirkt normalerweise das
Offnen des Spaltéffnungsapparates, wahrend erhdb@sAngebot als negatives Signal
Stomataschluss auslost. Die Stomata sind in dee laag das Licht-Signal schneller zu
reagieren, als auf das @Signal und so stellt die anfangliche extreme Offpder Stomata

nach Lichtgabe ein normales Verhalten dar.

Die nachfolgende Oszillation der stomataren Offmuwejte deutet auf ein Missverhéltnis in
der Verrechnung des positiven und des negativena&ighin. Ganz offensichtlich ist bei
Tabakpflanzen mit reduzierter Expression von NtAQ@QRIMechanismus fir die Regulation
der Stomatabewegung zumindest ein Teil der negatR@ckkopplungsschleife dauerhaft
gestort. Wie die entsprechenden UntersuchungerflamzBn mit induzierter Uberexpression
von NtAQP1 zeigen, konnte das lichtinduzierte UbkieRen der Offnungsbewegung der
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Stomata deutlich geglattet werden. Die Expression WtAQP1 scheint demnach eine
wichtige Komponente in der Erkennung des,3nals zu sein.

Die Schliel3zellen selbst oder Zellen in direkterdétmung scheinen ein G®onzentrations-
Signal wahrnehmen zu kénnen, auf das sie mit @ntsprechenden Anderung der stomataren
Offnungsweite reagieren. Einen Ansatz, den Mechamis des Stomataschlusses bei
steigendem C@Angebot zu erklaren, liefert die Malat-HypothesmvHedrich und Marten
(1993). In C4-Pflanzen steigt der Malatgehalt dezsbphyllzellen durch die Aktivitat der
PEP-Carboxylase direkt proportional mit der Verféddeit von CQ. Aus Mesophylizellen
wird Malat freigesetzt und wirkt auf sensitive Anen-Effluxkanale der Schlie3zellen (z.B.:
gcacl; guard cell anion channel 1), was zur Fraisef von lonen fihrt. Durch den daraus
resultierenden Ausstrom von Wasser sinkt der Turgorden Schliel3zellen und die
Spaltdffnung schlie3t sich. Malat tritt auch in €8anzen durch die Aktivitat der PEP-
Carboxylase in Schlie3zellen auf. Das NtAQP1-Proteivurde durch in situ-
Immunlokalisation besonders deutlich in Mesophyiize die die substomatire Cavitat
bilden und dariiber hinaus in Schlie3zellen, naclegean (Otto und Kaldenhoff, 2000).

Siefritz et al (2002) konnten nachweisen, dass die hydraulisehghigkeit der Wurzeln
von Tabakpflanzen mit reduzierter Expression voAQR1 deutlich geringer ist, als bei
entsprechenden Kontrollpflanzen. Als Folge daraeigte sich, dass die Pflanzen weniger
resistent gegen Trockenstress sind. Die Untersggmnndie im Rahmen der vorliegenden
Arbeit durchgefihrt wurden, konnten belegen, dask die veranderte Leitfahigkeit des
Wurzelsystems, die durch die reduzierte ExpressamnNtAQP1 hervorgerufen wurde, nicht
Uber eine mogliche Wasserunterversorgung auf dien&abewegung auswirkt. Den ersten
Hinweis lieferte die lichtinduzierte Stomatadffnubgi intakten Antisense- und Wildtyp-
Pflanzen, da beide Typen von Pflanzen dieselbe &suffnungskinetik zeigen. Allerdings
treten bei Pflanzen mit reduzierter Expression MbAQP1 im Folgenden Oszillationen der
stomataren Offnungsweite auf, die die Kontrollpflan nicht zeigen. Zur Kontrolle wurden
Versuche an abgeschnittenen Blattern von Antisemseé-Kontrollpflanzen durchgefiihrt. Da
auch hier die angesprochenen Oszillationen auftreited die Ursachen hierfur nicht auf die

reduzierte hydraulische Leitfahigkeit des Wurzeisyss zurickzufuhren.

Das Offnen und SchlieBen des Spaltéffnungsapparatésrdert letztendlich immer
Wasserfliisse Uber die Plasmamembranen der Schlefizele schneller sich die
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Stomatabewegung vollzieht, umso schneller misser aliese Wasserflisse sein. Wie
bereits angesprochen, findet sichNicotiana tabacuneine hohe Expression von NtAQP1
unter anderem in Mesophyll- und in Schlie3zelletd@nd Kaldenhoff, 2000). Es ist zu
erwarten, dass durch den Antisense-Effekt auch dieelExpression von NtAQP1 reduziert
ist. Somit konnten Oszillationen der stomatarennQifysweite prinzipiell auch auf eine
verringerte Wasserpermeabilitat der PlasmamembrdeeStomata zuriickgehen. Allerdings
haben die durchgefilhrten Experimente gezeigt, ddss Offnungskinetiken des
Spaltdffnungsapparates nach Lichtinduktion in Aerise- und Kontrollpflanzen, bzw.
abgeschnittenen Blattern nicht signifikant unteisdich sind. Es konnte auch gezeigt
werden, dass bei Zugabe von Abscisinsaure die $#omaabgeschnittenen Blattern sofort
und gleichmaRig schlieRen. Die zellulare Wasserpahititdt scheint demnach in den

Schliel3zellen der Antisense-Pflanzen nicht beeshtigt zu sein.

4.1.3.3. NtAQP1 und die Photosynthese

Betrachtet man die gemessenen NettophotosyntheseVge fallt auf, dass sie, verglichen
mit Werten, die fur andere Pflanzenarten gemessehpubliziert wurden, relativ niedrig
ausgefallen sind. Um die Grenzen des ,Transportst €Q Uber die Plasmamembran der
Mesophyllzellen untersuchen zu kdnnen musste dpsriexentelle Vorgehen so konzipiert
werden, dass nicht eine geringe Offnungsweite tem&ta oder eine hohe Photosyntheserate
limitierend wirkten. So wurde eine Beleuchtungdstdgewahlt, die eine gut messbare

Stomata6ffnung und eine moderate Photosynthesehgieigiete.

Bei der Untersuchung der Photosyntheseleistung déll, dass die Nettophotosynthese bei
gleicher interzellularer C&Konzentration in den Pflanzen mit reduzierter Egsion von
NtAQP1 geringer war als in den entsprechenden Kdetr. Dies ist ein Anzeichen dafr,
dass die verringerte Verflugbarkeit von Kohlendiokxidden Mesophylizellen der NtAQP1-
Antisense-Pflanzen der begrenzende Faktor der Bymitese ist. Die Beobachtung der
Photosyntheseleistung bei erhdhter Expression W®QR1 zeigt, dass eine Verringerung des
Diffusionswiderstandes der Zellmembranen und semi erhdhte Verfigbarkeit von GO

den Mesophyllzellen eine héhere Nettophotosynteesé@glicht.
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Verstarkt man den Gradienten zwischen Atmosphécke Zellumen durch exogene Zugabe
von CQ, erreichen die Antisense-Pflanzen dieselbe Photbsgeleistung wie die

Kontrollen. Unter diesen Bedingungen ist eine Vdeiong des Diffusionswiderstands fur
CO, offensichtlich nicht von Bedeutung. Nicht so jeddn Fall der Uberexpression von
NtAQP1. Die Nettophotosynthese ist hier im Verdhermu den Kontrollen auch unter hoher
COx-Konzentration deutlich erhéht. Dieses Ergebnistetedarauf hin, dass durch die
Verringerung des Diffusionswiderstandes die Verfigbkit von CQ in der Zelle erhdéht und

somit eine Forderung der Photosynthese erreiclak wir

4.1.4. Ansatze zur Weiterfuhrung des Projektes

4.1.4.1.Chlamydomonas reinhardtals mogliche Alternative zum
Oozytensystem

XenopusOozyten stellen ein sehr leistungsfahiges Systandie heterologe Expression und
Analyse vieler Arten von Membranproteinen dar. Dauglichkeit des Systems st63t jedoch
an seine Grenzen, wenn es gilt aus den erarbeitgbnissen Aussagen uUber die Funktion
im homologen System abzuleiten. Mit Hilfe der eiigen GriinalgeChlamydomonakdnnte
ein geschicktes System entwickelt werden, die-E€meabilitat pflanzlicher Aquaporine zu

untersuchen.

Algen und Cyanobakterien haben ein System entwickéhs es ihnen erlaubt bei
atmospharischer Gversorgung CQ@ bzw. HCQ' in den Zellen anzureichern. Zieht man
diese Zellen in einer CQOangereicherten Umgebung an (5 % JX®mmt es nicht zur
Expression dieses G@®umpensystems. Uberfihrt man nun Zellen, die umtdren CG-
Konzentrationen angezogen wurden in ein Medium meédrigem CQ-Gehalt, treten
zunachst Symptome auf, die auf Photorespiratiowéisen. Setzt man die Zellen weiterhin
geringen C@Konzentrationen aus, wird nach kurzer Zeit die fiégpion des bendétigten

Pumpensystems induziert (Amorasioal., 1998).

Die Chlamydomonas-Mutanteia5 ist zellwandlos und kann kein funktionelles £0O
Pumpensystem ausbilden (Xiaeal, 2001). Das Fehlen der Zellwand ermdglicht diatre
einfache Transformation der Zellen mittels Elektngtion (Shimogawarat al, 1998) oder

Polyethylenglycol-Behandlung (Kindle, 1990). Mamkie Chlamydomonasia5-Zellen als
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Expressionssystem fur pflanzliche Aquaporine, drhkonkreten Fall fur NtAQP1 nutzen.
Zellen mit funktioneller Expression von NtAQP1, digei hoher C@Konzentration
angezogen wurden, sollten unter niedrigen,80Onzentationen zumindest eine geringere
Photorespiration zeigen als die entsprechendenr#ltert. Moglicherweise kann durch die
NtAQP1 vermittelte Verringerung des Membrandiffusmwiderstandes die Verfligbarkeit von
CO, soweit erhoht werden, dass die Photorespirationzlgh maskiert wird. Mit
Untersuchungen in einem Expressionssyste@htamydomonasvare man dem einzelligen,

homologen System einen Schritt naher.

4.1.4.2. Analyse der Photosyntheseleistung durcésihiteg der
Chlorophylifluoreszenz

Ein weiterer Ansatz, die Veranderung des @fusionswiderstandes bei verédnderter
Expression von NtAQP1 und deren Auswirkung auf giéanzliche Physiologie zu
untersuchen, ist die Betrachtung der Energieumsgtaes Photosyntheseapparates Uber die
Fluoreszenz des Chlorophylls. Mit dieser Methodéileer die Beobachtung der Lichtreaktion
die Beurteilung der Photosyntheseaktivitat bis aendd auf Ebene einzelner Zellen moglich.
So lassen sich auch Blattbereiche mit unterscluileelti photosynthetischer Aktivitat deutlich
voneinander unterscheiden. Mit Hilfe der Gaswedcrsdyse, die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit durchgefihrt wurde, wird dieoRisyntheseleistung auf anderem Weg,
namlich Uber die Betrachtung der Kohlenstoffreaktoeurteilt. Allerdings ist die Auflésung
des Systems deutlich geringer, da die Messdatemagh Design der Messapparatur ein

Integral Uber einen groReren Blattbereich darstelle

Das Chlorophylimolekil besitzt zwei mogliche Anregszusténde (siehe Abbildung 4-1 A).
Der hohere Anregungszustand kann durch Absorptam Blaulicht aufgrund dessen hohen
Energiegehalts infolge geringer Wellenlange (Abldl B) erreicht werden, ist jedoch sehr
instabil. Ein Teil der aufgenommenen Energie wirdcbrm von Warme wieder abgegeben
und das Chlorophyll-Molekil erreicht den niedrigereAnregungszustand. Dieser
Anregungszustand kann auch vom Grundzustand dutzdorption energiearmeren roten
Lichts, mit entsprechend groRerer Wellenlange ddailight (Abb. 4-1 B), erreicht werden.

Der im niedrigen Anregungszustand gespeicherte diglmetrag kann zur Verrichtung

photochemischer Arbeit verwendet werden oder, wkaser Weg versperrt ist, in Form von
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Fluoreszenz wieder abgegeben werden. Wird aufgerorar&nergie wieder als Fluoreszenz
abgegeben, wird entsprechend weniger Energie imophemische Arbeit investiert. In der
Arbeitsgruppe von Prof. Littge wurde ein Kameramyst entwickelt, mit dem die

Chlorophylifluoreszenz mit raumlicher und zeitlich&uflosung am ganzen Blatt bestimmt

werden kann.

(A) (B)
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Abbildung 4-1: Lichtabsorption und —emission von Chlorophyll a. (A) Energiezustandsdiagramm (B) Absorptions- und
Fluoreszenzspektrum (aus: Taiz und Zeiger, Physiologie der Pflanzen, 2000)

Bestreicht man Tabakblatter teilweise mit Vaselikann man die C&®Versorgung des
Mesophylls Gber Spaltdéffnungen lokal weitgehencedrinden. Fihrt man an so behandelten
Blattern Chlorophyllfluoreszenz-Messungen durch, nrda sollte in  beschichteten
Blattbereichen eine deutlich erhohte Fluoreszenh. eine niedrigere Photosynthese
beobachtet werden, als in unbehandelten Blatthezric Versorgt man die Blatter mit
Kohlendioxid wird das Kohlendioxid unbeschichtetpalBoffnungen passieren, sich durch
laterale Diffusion in den Interzellularrdumen degddphylls ausbreiten und eine messbar
hohere Photosynthese ermdglichen. Die Ausbreitieggsyvindigkeit der
Photosyntheseaktivitat ist somit ein Mal3 fur diesBueitungsgeschwindigkeit von GO

Die Geschwindigkeit, mit der sich das £itn Blatt ausbreitet hangt von (mindestens) zwei
Faktoren ab: von dem Diffusionswiderstand in deterizellularrdumen des Mesophylls und
von dem Membrandiffusionswiderstand an den Plasm@renen der Mesophyllzellen. Da
die Blattmorphologie der verwendeten transgenean2énlinien und der entsprechenden
Kontrollen keine Unterschiede zeigt ist anzunehmdssss der Diffusionswiderstand der
Interzellularen in allen zu untersuchenden Pflarizaeren gleich ist. Da aber der GO

Diffusionswiderstand der Plasmamembranen der Madlzglien von dem Einbau von GO
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Poren abhangt, ist unter Berlcksichtigung der daefieen Ergebnisse zu erwarten, dass die
Geschwindigkeit der Ausbreitung der Photosynthese mit Vaseline beschichteten
Blattbereichen mit der Starke der NtAQP1-Expressimigt. Diese Untersuchungen sollen im

Rahmen eine Kooperation mit Prof. Littge durchgefiterden.

4.2. Weitere Untersuchungen zur Funktion pflanzlich ~ er Aquaporine

4.2.1. Permeabilitatsunterschiede zwischen PIP1- und PIP2-Aquaporinen

am Beispiel von SSAQP1 und SsAQP2

Im Vorfeld dieser Arbeit wurde bereits in mehrer@nsatzen versucht, die molekulare
Grundlage der in Oozyten auftretenden Permealsilitderschiede zwischen PIP1- und PIP2-
Aquaporinen zu klaren. Die Expression von GFP-AguapFusionen (Alexander Biela,
2000, Dissertation) und immun-biochemischer Nacbkwegpitopmarkierter Aquaporine im
Western-Blot-Verfahren (Norbert Uehlein, 2000, Diplarbeit) oder an Oozytenschnitten
(Patrick Schmitt, 2002, Zulassungsarbeit) liefdrten eindeutiges Ergebnis. Deshalb wurde
die Methode der Gefrierbruch-Elektronenmikroskopregewandt, mit deren Hilfe in der
Membran inserierte Proteinkomplexe indirekt bettackverden konnten. Die Partikeldichte
der Oozytenmembranen von Aquaporin-exprimierendehwon Kontrolloozyten wurde wie
in Kapitel 3.5. beschrieben untersucht. Die Ergsdmi zeigten, dass die Dichte der
entsprechenden Partikel mit einer Expression ehgemporins stark zunahm.

Im elektronenmikroskopischen Bild konnen Membratgiree zwar als Partikel erkannt, aber
nicht eindeutig identifiziert werden. Es kann atscht mit Sicherheit gesagt werden, dass alle
gezahlten Partikel heterolog exprimierte Aquapoolekile sind, zumal Oozyten auch
intrinsische Membranproteine wie zum Beispiel Aquape und lonenkanale besitzen.
AulRerdem kann nicht mit Sicherheit ausgeschlosserdem, dass die Expression einer
injizierten cRNA oder das Injektionsereignis an hsicdie Synthese o0o0zyteneigener

Membranproteine auslost.

Wie die Abbildungen 3-11 bis 3-12 zeigen wurden iz@0Renklassen von Partikeln
entdeckt. Die untersuchten Oozyten enthalten Rrtikt einer GréRe von ca. 50 nm und

solche mit einem Durchmesser von ca. 10 nm. Alslictigy AqQuaporine kénnen die 50-nm-

51



4 - Diskussion

Partikel ausgeschlossen werden. Ein Aquaporin-Mardmat einen Durchmesser von ca. 6

nm, fir ein Tetramer ist eine GroRe von ungefahmnrhGzu erwarten.

Die zusatzliche Anzahl an 10 nm Partikeln ist trder oben geschilderten Einwénde mit
grofRer Wahrscheinlichkeit auf die Expression desiégen Aquaporins zuruckzufihren, da
an allen Oozyten dieselben Manipulationen vorgenemm wurden.
Wasserpermeabilitatsuntersuchungen haben gezeigs, loei Expression von SsAQP2 der
Wasserfluss Uber die Oozytenmembran ungefahr atlstimzoch ist, wie bei Expression von
SsAQP1. Dem gegeniber steht die Partikeldichteem Blasmamembranen exprimierender
Oozyten, die in SSAQP2 exprimierenden Oozyten aurd0% gegeniuber SSAQP1-Oozyten
erhoht ist. Es ist also kein linearer Zusammenhawgschen Partikeldichte und
Wasserpermeabilitat erkennbar. Der Wasserpermgdbilnterschied sollte also auf eine
Eigenschaft der Proteine zurickgehen. D.h. es ustemvarten, dass die molekularen
Wasserpermeabilitaten von SSAQP1 und SSAQP2 uhteddich sind.

Die strukturelle Ursache der unterschiedlichen \Wigssmeabilitaiten von PIP1- und PIP2-
Aquaporinen konnte noch nicht aufgeklart werdenk&@wmte nur gezeigt werden, dass dieser
Unterschied bei PIP-Aquaporinen aller bisher umighten Pflanzenarten auftritt. Ohne
Kristallisierungsdaten, die die Orientierung denzeinen Aminosauren im Aquaporin-
Moleklil beschreiben, kann nur ein Vergleich der Aoséuresequenzen von PIP-
Aquaporinen verschiedener Pflanzenspezies HinweisE mogliche Sequenzabschnitte
liefern, die die charakteristische Wasserpermdabilvon PIP1- und PIP2-Aquaporinen
bestimmen. Durch gezielte Verdnderung dieser Semmerkann die Bedeutung der
entsprechenden Struktur fir die Funktion des Aquapauntersucht werden. Gelange es auf
diese Weise ein PIP1-Aquaporin in ein PIP2-Aquaporu verwandeln, also eine
Permeabilitdts-bestimmende Struktur zu identifeaieware ein zuséatzlicher Mechanismus der

Wasserpermeabilitat geklart.
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4.2.2. Einfluss der Art der Stickstoffversorgung au f die

Aquaporinexpression in  Phaseolus vulgaris

Wie in der Arbeitsgruppe von Prof. Sattelmacherhgagiesen werden konnte ist die
Wasseraufnahme tber Wurzeln, die mit Ammonium beélarnwurden, signifikant niedriger

als Uber Wurzeln, denen Nitrat zugefligt wurde. &lstiNorthern-Hybridisierung konnte ich

zeigen, dass die Stickstoff-Versorgung von Bohnangén in Form von Ammonium im

untersuchten Zeitraum zu einer reduzierten Exprassbn PIP1-Aquaporinen in der Wurzel
fuhrt. Der Zusammenhang zwischen hydraulischerfdlagkeit der Wurzel, Wasseraufnahme

und Art der Stickstoffversorgung ist allerdings hatcht geklart.

Im Jahr 2001 konnten Nakhoul und Mitarbeiter durthazellulare pH-Messung zeigen, dass
das menschliche Aquaporin 1 im Oozytenexpressictasyneben seinen Permeabilitaten fir
Wasser und Kohlendioxid auch die Passage von Amakosmimoglicht. Da HSAQP1 in der
Niere hoch exprimiert ist, ist eine Beteiligung aer Ammoniak-Entgiftung nicht
ausgeschlossen. Es wurden bisher jedoch noch ke#atengehenden physiologischen
Untersuchungen bei denen die Expression des eaotgmden Aquaporin-Homologs

verandert wurde durchgefihrt.

Auch im pflanzlichen System gibt es Orte und Sitregn, bei denen eine erhohte
Permeabilitdit von Membranen fir Ammoniak, bzw. Anmmon von physiologischer
Bedeutung sein kann. Transmembrane 3MNH, -Flisse treten zum Beispiel in
Wurzelkndllchen nach der Fixierung von Luft-Stiekét durch Rhizobien auf. In der
Symbiosomenmembran konnte das Aquaporin Noduliné&thgewiesen werden. Niuss
diese Membran uberschreiten, um in den pflanzlicBasffwechsel einflieRen zu kénnen.
Durch Inhibitor-Studien konnte gezeigt werden, de®sohl die Wasser-, als auch die NH
Permeabilitdt der Peribakteroidmembran durch Belagd mit Quecksilber-Reagenzien
reversibel gehemmt werden kann (Niemietz und Tyarmi&®99). Diese Ergebnisse deuten

auf einen gemeinsamen Transportweg von Wasser onmdgkium hin.

Die Symbiose zwischen Pflanze und Pilz (Mycorrhidignt dem Austausch von Nahrstoffen
und Wasser gegen Photosyntheseprodukte. Dabei mhesgeriarbruskulare Membran
passiert werden. Im Laufe der Mycorrhizierung kenmiie induzierte Expression von
Aquaporinen gezeigt werden, darunter Aquaporine, Wbdulin-26 &hneln (NIP). Eine

Beteiligung dieser NIPs an der Ammonium-Aufnahmarkaicht ausgeschlossen werden.
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Durch Komplementations-Versuche mit Hefe-Mutantenrke fur ein NIP-Aquaporin bereits
eine Beteiligung an der Ammonium-Aufnahme nachgsene werden (Patrik Bienert,

personliche Mitteilung)

Auch in physiologischen Vorgangen, die nicht mitezi Symbiose im Zusammenhang stehen
iIst Ammonium von grof3er Bedeutung. Der pflanzli€®2-Zyklus, also die Oxidation von
Ribulose-1,5-bisphosphat durch die Oxygenasefunkiter RubisCO bei zu geringer
Verfugbarkeit von C@ fuhrt letztendlich in den Mitochondrien zur Protlok von
Ammoniak. Das Einschleusen von Nitrat in den pflahen Stickstoffwechsel liefert nach
zwei Reduktionsschritten N|NH," zur Aminierung von 2-Oxoglutarat zu Glutamat. Ries
Reaktionen finden in den Chloroplasten statt. \WWeitérgange, die zur Freisetzung von NH
fuhren sind Desaminierungsreaktionen im RahmerDigsimilation, also der Bereitstellung

von Energie z.B. in der Wurzel.

Der pflanzliche Ammonium-Transport wird intensivtersucht. Es konnte gezeigt werden,
dass das Ammonium-Transportsystem in der Pflangezexe¢i Komponenten bestehen muss
(Wanget al, 1993). Es gibt eine Komponente mit hoher Affihitum Substrat (HATSyigh
affinity transport systejn Diese System ermdglicht den Transport von Ammonibei
niedrigen Konzentrationen zischen 0 mM und 1 mMr Ben diesem System vermittelte
Ammonium-Transport folgt einer Michaelis-Menten-Ktik und ist bereits ab ca. 0.6 mM
Ammonium gesattigt. Bekannte Vertreter des Hochaffis-Systems sind die
Ammoniumtransporter der AMT/MEP/Rh-Familie von Memaproteinen (Ludewiget al,
2002, Ludewiget al, 2003)

Die zweite Komponente des Transportsystems tritthiiderer Ammonium-Konzentration
von 1 mM bis 40 mM auf und besitzt eine dementdpred niedrige Affinitdt zu seinem
Substrat (LATS,low affinity transport systeyn Der durch diese Komponente vermittelte
transmembrane Ammonium-Fluss folgt einer lineareinek. Diese Linearitat ist

charakteristisch fur Diffusion, die durch ein Pagstem erleichtert wird, kbnnte also durch

Aquaporine vermittelt werden.

Es gibt alsan plantanachweisbar Situationen, in denen erhdhte FligaeAynmonium tber
Membranen stattfinden und es gibt Hinweise, dags diumindest teilweise auf einem

Aquaporin-vermittelten Weg geschieht.
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4 - Diskussion

Neben dem oben angesprochenen HsSAQP1 gibt es nederev Aquaporine fiur die
zumindest im Oozytenexpressionssystem eine Pertitéalfiir NHz/NH;™ gezeigt werden
konnte. Unter Anwendung einer zur Untersuchung Almmoniumaufnahme geeigneteren
Technik als der intrazellularen pH-Messung (Nakhatl al, 2001) konnte in der
Arbeitsgruppe von Prof. Zeuthen (Universitat Kopsyém) die Ammonium-Permeabilitat der
Sauger-Aquaporine 3, 8 und 9 nachgewiesen werden Euthen, personliche Mitteilung).
Im Rahmen einer Kooperation sollen diese Untersaugbn an pflanzlichen Aquaporinen

durchgefuhrt werden.
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5 - Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Aquaporine zahlen zur Superfamilie der MIP-homologen Protein@j@mintrinsic proteins®). Sie
bilden membranstéandige Poren, die die Passage von Wasser bzuergstofe wie zum Beispiel
Glycerin und Harnstoff erleichtern. Der aquaporinvermét&tofftransport Gber Biomembranen ist
nicht aktiver Natur, sondern folgt einem osmotischen Gradiehte Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurden drei Aspekte der Aquaporin-Funktion untersucht.

Zunachst wurde die G&Permeabilitédt des Aquaporins NtAQP1 alisotiana tabacunmuntersucht.

Die aquaporinvermittelte zellulare Aufnahme von ,(@nnte zunachst im heterologefenopus
Oozytenexpressionssystem nachgewiesen werden. Im Folgendersesctdah Untersuchungen im
homologen pflanzlichen System an. Auch hier konnte eine veranddui@rseAufnahme von CQOn
Abhangigkeit von der NtAQP1-Expression nachgewiesen werden. Aktént Pflanzen konnten
darlber hinaus Effekte auf G@bhangige physiologische Vorgadnge gezeigt werden. Die verandert
Expression von NtAQP1 beeinflusst den Mechanismus der Stomatgeyvend wirkt sich auf die
Photosyntheseleistung der Pflanze aus. Aus den erhaltenen Ergetkaiseeabgeleitet werde, dass

NtAQP1 im heterologen wie im homologen System unter anderem die Funktion einBofehat.

Ein weiterer Abschnitt der Arbeit beschéftigte sich mit deersthiedlichen Wasserpermeabilitit von
PIP1- und PIP2-Aquaporinen am Beispiel zweier VertreterSamanea samarPIP1-Aquaporine
induzieren inXenopusOozyten in der Regel eine niedrige WasserpermeabiliéPthsmamembran,
wahrend PIP2-Aquaporine deutlich hohere transmembrane Wassertiisggglichen. Mittels
Gefrierbruch-Elektronenmikroskopie wurde die Dichte von Protein-Koxaple in  den
Plasmamembranen der Oozyten untersucht. Hierbei konnte nachgewiesden, dass die
angesprochenen unterschiedlichen Wasserpermeabilitaten irsf neolekulare Eigenschaft des
entsprechenden Proteins zuriickgehen koénnen und nicht auf einen hietdicdeen Einbau der

Proteine in die Plasmamembran beruhen.

Als drittes Projekt wurde untersucht, inwiefern sich diekStoff-Versorgung vo®haseolus vulgaris
in Form von Ammonium, bzw. Nitrat, auf die Aquaporinexpression in der &/usmswirkt.
Kooperationspartner konnten nachweisen, dass die Versorgung von Wonizeftmmonium als
Stickstoffform eine verringerte Rate der Wasseraufnatumé-olge hat. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit Ammoniueinau reduzierten Expression

von PIP1-Aquaporinen in der Wurzel fihrt.
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7. Anhang

7.1. Abkirzungsverzeichnis

-*g -mal Erdbeschleunigung

V1 Mikro

AQP Aquaporin

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat
cDNA copy DNA

cRNA copy RNA

DEPC Diethylpyrocarbonat

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP desoxy-Nukleosidtidtriphosphat

E Extinktion

EDTA Ethylendiamintetraacetat

g Gramm

GFP englischgreen fluorescent protein

h Stunde

HCI Salzsaure

HEK-Zellen engl.human embryonic kidney cells
HsAQP1 Homo sapiené&quaporin 1

I Liter

m Meter

M Molar

m2 Quadratmeter

mg Milligramm

min Minuten

MIP englischmajor intrinsic protein

mi Milliliter

mM Millimolar

MOPS 4-Morpholinopropansulfonsaure
mosm Milliosmolar

MRNA englisch: messenger RNA

ng Nanogramm

nl Nanoliter

nm Nanometer

NtAQP1 Nicotiana tabacunfquaporin 1
PCMBS p-Chloromercuribenzolsulphonat
PCR Polymerase Ketten-Reaktion

P osmotischer Wasserpermeabilitatskoeffizient
PIP englisch: Plasmalemma Intrinsic Protein
pmol Picomol = 10-12 Mol

PPFD engl.photosynthetic photon flux density
ppm engl.parts per million

RNA Ribonukleinséure

RT Raumtemperatur

Rubisco Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase-Ovwdge
SDS englisch: Sodium Dodecylsulfate
sec Sekunde

SsAQP1 Samanea samafquaporin 1
SsAQP2 Samanea samafquaporin 2

Taq Thermophilus aquaticus

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
U englisch: Unit

Upm Umdrehungen pro Minute

V Volt

Vol. Volumen
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7 - Anhang

7.2. Ein-, bzw. Dreibuchstabencode der Aminosauren

A Ala Alanin I lle Isoleucin

C Cys Cystein K Lys Lysin

D Asp Asparaginsaure L Leu Leucin

E Glu Glutaminsaure M Met Methionin
F Phe Phenylalanin N Asn Asparagin
G Gly Glycin P Pro Prolin

H His Histidin Q GIn Glutamin

Trp Tryptophan
Tyr Tyrosin

R Arg Arginin
S Ser Serin

T Thr Threonin
\% Val Valin

w

Y

7.3. Makro zur Bestimmung des Flacheninhaltes von O  ozyten-

Querschnitten

Die Software Scionlmage 0.94b3 der Firma Scion @aion (http://www.scioncorp.com) basiert auf dem ,National
Institute of Health* veréffentlichten Software Nlishage 1.61 (http://rsb.info.nih.gov/nih-image/) unidtet die Moglichkeit
der automatischen Abarbeitung von sich wiederha@andrbeitsschritten (Makro). Zur automatischen Bbreing des

Oozytenflacheninhaltes wurde folgendes Makro defini

macro 'Oozyten vermessen [O]';

var {Definition der verwe
i integer;
d . integer;
a . integer;
min : integer;
max : integer;
t . integer;

begi n
min  := 1500; {minimale Partikelgro
max = 999999; {maximale Partikelgrt
d = 5; {Anzahl Dezimalstelle
n = 30; {Anzahl der getffnete
t = 185; {Schwellenwert der Pi
ResetCounter;
CascadeWindows;
SetOptions(‘Area’);
SetParticleSize(min,max);
SetPrecision(d);

for i:=1to ndobegin {Schleife fir die Abarbeitun
SetScale(98.4,'mm’,1);

EnhanceContrast;

SetThreshold(t);
AnalyzeParticles('label','outline’,'ignore'
NextWindow;

end;

ShowResults;

CopyResults;

DisposeAll;
end;

ndeten Variablen}

Re}
Re}

n}
n Bilder}
xelerkennung}

g von n Bildern}

J'include”);
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