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Holzhacken ist deshalb so beliebt,

weil man bei dieser Tatigkeit den Erfolg sofort sieht.
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1.Einleitung

1.1 Anionenkanéle

Anionenkanéle sind Transportproteine, durch die Anionen iiber Plasma- und Endomembranen
geleitet werden. Sie kommen in vielen prokaryontischen und allen eukaryontischen Zellen vor
(Ashley 2003) und sind wichtig fiir viele physiologische Prozesse. Anionenkanile sind
permeabel fiir zahlreiche Anionen wie Chlorid, lodid, Bromid, aber auch Nitrat, Phosphat und
sogar negativ geladene Aminoséduren (Nilius et al. 2003).

Pflanzliche Anionenkanéle konnen durch zahlreiche Faktoren, wie Nukleotide,
Phosphorylierung/Dephosphorylierung, freies Ca®" im Cytosol, Hormone, photosynthetische
Metabolite, Spannung und pH reguliert werden (Hechenberger et al. 1996; Wendehenne et al.
2002). In der Plasmamembran spielen sie unter anderem eine Rolle in der frithen
Signaltransduktion. Verschiede Stimuli aktivieren membranstindige Anionenkanile durch
die, aufgrund des vorhandenen Anionengradienten, ein passiver Efflux von Ionen in den
extrazelluldren Raum stattfindet. AuBerdem haben Anionenkanéle eine wichtige Funktion in
der Entstehung von pflanzlichen Aktionspotentialen, wo die Depolarisationsphase durch den
Influx von Chloridionen ausgeldst wird, wihrend die Repolarisation vom Ausfluss von
Kaliumionen abhéngig ist (Thiel 1995).

Die Eigenschaften pflanzlicher Anionenkanéle wurden in den letzten Jahren vor allem
elektrophysiologisch untersucht (Barbier-Brygoo et al. 2002). Molekular und strukturell
wurde jedoch bislang keiner charakterisiert.

Chlorid ist eines der Hauptanionen in physiologischen Prozessen und muss oft {iber
Membranen geleitet werden (Ashley 2003). Dies geschieht mit Hilfe von Chlorid-selektiven
Anionenkanélen.

Die tierischen Chloridkanile teilen sich in vier Hauptklassen, die Liganden-aktivierten Kanile
wie GABA und Gylcinrezeptoren, die CTFRs (Cystic Fibrosis conducted Regulators), die
CLCs (Chlorid Channels) und die CLICs (Chlorid Intrazellular Channels) (zusammengefasst
in Cromer et al. 2002, Ashley 2003). Allgemein sind tierische Chloridkanéle an der Kontrolle
der Absorption und Sekretion von Salzen, der Regulation des Membranpotentials, der
Ansduerung von Organellen, der Zellzyklusregulation, der Apoptose und der Homeostase des
Zellvolumens beteiligt (Harrop 2001, Debska et al. 2001, Nilius et al. 2003).

In Pflanzen spielen Chlorid und Chloridkanéle eine wichtige Rolle in osmotischen Prozessen,
wie beispielsweise der Regulation des Turgors. Sie haben ebenso eine wichtige Funktion im

Bewegungsprozess der Stomata, da durch Chloridionen die Ladung der sich @&ndernden
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Kaliumkonzentration ausgeglichen wird (Hechenberger et al. 1996). Diese
Ausgleichsfunktion fiir positive Ladungen erfiillt Chlorid auch in vielen weiteren
physiologischen Prozessen. AuBBerdem ist Chlorid in der Photosynthese, speziell im
Hydrolyseapparat, sowie in der Nitrataufnahme involviert.

Im Genom einiger Pflanzen, z.B. Nicotiana tabacum L. und Arabidopsis

thaliana (L.) Heynh., wurden Gene gefunden, die den Genen fiir tierische Anionenkanile der
CLC-Familie dhneln (Lurin et al. 1996; Hechenberger et al. 1996). Ihre Funktionalitdt wurde
bisher jedoch noch nicht nachgewiesen. In dieser Arbeit wird ein Protein untersucht, das die
Funktion eines pflanzlichen Chloridkanals haben kénnte und groe Ahnlichkeit mit den

tierischen CLICs aufweist.

1.2 Chloride Intracellular Channels

Die Familie der Chloride Intracellular Channels (CLICs) weist, besonders hinsichtlich der
Faltung der geldsten Form, viele Ahnlichkeiten mit der Glutathion S-Transferase (GST)-
Superfamilie auf. Man geht davon aus, dass sich beide Familien aus Vertretern der
Thioredoxin-Superfamilie entwickelt haben (Cromer et al. 2002). CLICs dhneln am meisten
Vertretern der Beta und Omega Klasse der GST-Familie (Cromer et al. 2002).

Die Proteinfamilie der CLICs wurde erst vor kurzer Zeit entdeckt. Sie kommen sowohl in den
intrazelluldiren Membranen verschiedenster Gewebe von Vertebraten (Cromer et al. 2002;
Ashley 2003), als auch bei Invertebraten (Berry et al. 2003) vor. CLIC Proteine sind fiir eine
Vielzahl physiologischer Prozesse, wie Zellteilung (Valenzuela et al. 2000), Nierenfunktion
(Landry et al. 1989), Regulation der Sekretion und Apoptose (Ashley 2003) verantwortlich.
Das ungewohnliche an der Familie der CLICs gegeniiber anderen Ionenkanélen ist, dass die
Proteine sowohl geldst im Cytoplasma als auch membranstindig vorkommen (Ashley 2003;
Cromer et al. 2002; Harrop et al. 2001). CLIC-Proteine scheinen direkt zu ithrem subzelluldren
Bestimmungsort zu kommen, ohne den sekretorischen Signalweg der anderen Proteine zu
nutzen. Diese Tatsache wiederum macht es erforderlich, dass sie neue Wege in der Kontrolle
ihres Einbaus in die Membran und der Kanalformation gehen (Ashley 2003).

Der erste beschriebene Vertreter der CLIC-Familie stammte aus Homo sapiens L. und wurde
CLIC1 (NCC27) genannt. Inzwischen wurden noch sechs weitere Vertreter, CLIC 2-6, und
p64 gefunden (zusammengefasst in Harrop et al. 2001; Cromer et al. 2002). Diese
organelldren Anionenkanile weisen untereinander eine Ahnlichkeit von 60-75 % auf;, ihre

Verteilung in der Zelle ist aber sehr unterschiedlich (Warton 2002). Sie bestehen aus einem
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konservierten CLIC-Modul mit 240 Aminosduren und unterschiedlich langen, nicht
verwandten N-Termini (Littler et al. 2003).

Im Folgenden wird besonders auf einen Vertreter dieser Familie, den menschlichen
Chloridkanal CLIC1, eingegangen. CLICI ist mit 241 Aminosauren recht klein und besitzt
nur eine Transmembrandoméne. Das Protein ist weitgehend 16slich, kommt aber, wie alle
CLICs auch in einer membrangebundenen Form vor. Als seine nahesten Verwandten gelten
die pflanzlichen GSH-abhingigen Dehydroascorbat-Reduktasen (Harrop et al. 2001).

Die Struktur der l6slichen Form, die erst kiirzlich durch Kristallisation mit einer Auflosung
von 1. 4 A gezeigt wurde (Harrop et al. 2001), hat keine Ahnlichkeit mit konventionellen
Ionenkanélen. Das Protein existiert als Monomer mit strukturellen Homologien zur
GST-Superfamilie und besitzt eine redoxaktive Doméne, dhnlich der von Glutharedoxin
(Harrop et al. 2001; Warton et al. 2002). CLIC1 besteht, wie in Abbildung 1 gezeigt, aus zwei
Doménen. Die N-terminale Doméne setzt sich aus vier  Faltbléttern (31-4) und drei a-
Helices (a1-3) zusammen und beinhaltet eine Thioredoxinfaltung. Die C-Doméne besteht nur
aus a-Helices und besitzt einen sehr negativen Loop (Pro-147 bis GIn-164, zwischen a5 und
a6), der raumlich etwas vom Kern des Proteins absteht (Harrop et al. 2001).

Die Aufnahme eines CLIC1-Gluthathion-Komplexes zeigte, dass das Glutathion an die
redoxaktive Stelle des Proteins bindet (Cys-24, al), die neben einer offenen, verldngerten
Tasche liegt, welche mit basischen Aminosdure-Resten ausgekleidet ist (Harrop et al. 2001).
Grundsatzlich liegt der grossere Teil der CLIC1-Proteine einer Zelle in geldster Form vor.
Bei Lokalisationsstudien an CHO-Zellen mit Hilfe indirekter Immunofluoreszenz und
Immunoblotting eines CLIC-GST-Fusionsproteins wurde das Protein hauptsidchlich im
Nukleoplasma, an der nuklearen Membran und im Cytoplasma gefunden. Kleinere Mengen
des Proteins wurden in cytoplasmatischen Organellen wie den Lysosomen, Endosomen und
sekretorischen Vesikeln lokalisiert (Valenzuela et al. 1997). Auch die Lokalisation eines
markierten Proteins zeigte die Anwesenheit von CLIC1 im Nukleoplasma und der nuklearen
Membran, sowie im Cytosol und in der Plasmamembran (Ashley 2003).

Bei CLICl-transfizierten Zellen kann sowohl in der Plasmamembran als auch an der
nuklearen Membran eine Leitfdhigkeit gemessen werden, und der Kanal zeigt in beiden

Membranen die gleichen Charakteristiken (Tonini et al. 2000; Valenzuela et al. 2001).
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Abb. 1: Dreidimensionale Struktur von CLIC1 aus Cromer et al. 2002 (nach Harrop et al. 2001).

Die Struktur und Stochiometrie der membranstdndigen Form von CLIC1 ist noch nicht
vollstindig geklért. Die Integration und die damit verbundene Konformationsdnderung
erfolgen auf einen Stimulus hin und erfordern ein Rearrangement grosser Teile des Proteins.
In dieser Hinsicht dhnelt ihr Verhalten dem von bakteriellen Toxinen, die sich auch wihrend
der Membraninsertion einer Reihe von Anderungen in ihrer Loslichkeit und Struktur
unterziehen (Gouaux, 1997). Durch Oxidation geht das geloste CLIC-Protein von einem
monomeren Status liber zu einen nicht kovalent gebundenen Dimer, das iiber eine
intermolekulare Disulfidbindung zwischen Cys24 und Cys59 stabilisiert wird (Littler et al.
2003). Dies geht mit einer Konformationsdnderung einher, bei der die GSH-Bindestelle
zerstort wird, die B-Faltblattstrukturen verschwinden und die ehemaligen B-Faltblétter B3 und
34 einen Loop bilden, der einen mit Wasser gefiillten Tunnel auskleidet. Wahrend der
Dimerbildung wird zwischen den Monomeren eine hydrophobe Oberfliache freigelegt. Das
oxidierte Dimer kann funktionale Kanéle in der Membran bilden, wihrend eine reduzierende
Umgebung die Kanalbildung unterbindet (Littler et al. 2003). Der Einbau des Proteins in die
Membran fiihrt zu einer erhohten Anionenleitfahigkeit (Tulk et al. 2002; Littler et al. 2004).

Bei der Insertion wandert der N-Terminus durch die Membran, der C-Terminus bleibt im
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Cytosol (Duncan et al. 1997; Tonini et al. 2000). Die Membranintegration ist pH abhingig;
bei niedrigem pH werden mehr Proteine eingebaut (Warton et al. 2002; Tulk et al. 2002).

Es wurden auch Versuche mit gereinigtem CLIC1-Proteinen gemacht, die zeigten, dass das
Protein in synthetischen Membranen einen Chloridkanal bildet, der die gleichen
Eigenschaften hat wie der Kanal in vivo (Harrop et al. 2001). Dies bedeutet, dass dieses
Protein alleine den Kanal bildet und weder weitere Proteine als Komponenten bendtigt, noch
einen anderen Kanal aktiviert.

In welcher Form und Struktur der aktive Kanal in der Membran vorliegt, ist bisher noch nicht
geklart. Leitfahige Kanéle entstehen sowohl bei Zugabe von Monomeren als auch von
Dimeren zu Lipidbilayern (Littler et al 2003.) Ob diese wirklich in beiden Formen
Chloridionen leiten konnen oder sich die Monomere in der Membran zu Dimeren oder sogar

Tetrameren (Warton et al. 2002) verbinden, bleibt zu untersuchen.

1.3 Glutathion S-Transferasen

Glutathion S-Transferasen (GSTs) sind 16sliche Enzyme, die die Konjugation von Glutathion
mit unterschiedlichen elektrophilen und hydrophoben Partnern katalysieren. Diese Reaktion
wird in Tieren, Pflanzen, Hefen und Bakterien zur Detoxifikation von endogenen und
exogenen Giften genutzt (Sheehan et al. 2001) und gehort zu den Antworten der Zelle auf
oxidativen Stress. Die Mitglieder der GST-Superfamilie katalysieren vorrangig eine
nucleophile Substitution oder Addition von Glutathion an giftige Substanzen, wodurch ein
wenig reaktives, hydrophiles Glutathion-S-Konjugat gebildet wird.

Neben der genannten Entgiftungsfunktion werden den Mitgliedern der GST- Superfamilie
noch einige andere Funktionen zugeschrieben. Sie konnen auch als Dehydroascorbat-
Reduktase (DHAR), Peroxidasen, Isomerasen, Carrierproteine (z.B. Ligandin),
Thiol-Transferasen, sowie als Regulatoren, Inhibitoren und Modulatoren fungieren
(zusammengefasst in Cromer et al. 2002). Neuere Studien haben auch eine Funktion als
Komponente des ultraviolett-induzierten Signalwegs und als Regulator der Apoptose gezeigt
(Dixon et al. 2002a).

Die Glutathion S-Transferasen bilden eine Superfamilie evolutionir verwandter Enzyme.
Neben dem elektrophilen Zentrum haben sie auch ihre Hydrophobie gemein. Die
Superfamilie wurde aufgrund von Sequenzhomologien in 12 Klassen eingeteilt, die Alpha,

Beta, Mu, Phi, Theta, Kappa, Sigma, Tau, Omega und Zeta Klasse (zusammengefasst in
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Sheehan et al. 2001) sowie die DHARs und Lambda GSTs (Dixon et al 2002). Die Klassen
sind untereinander sehr heterogen, mit einer Ahnlichkeit von 10 — 30 %. Die Phi, Tau und
Lambda Klassen der GSTs sind pflanzenspezifisch (Dixon et al. 2002a).

Jedes GST-Monomer besteht aus zwei Doménen (siche Abb. 2). N-terminal liegt die
konservierte, hydrophile, hoch spezifische Glutathion-Bindestelle (G-Seite). Sie besteht aus
vier B-Faltbléttern, die von drei a-Helices umgeben sind. Die hydrophobe, weniger
spezifische Bindestelle fiir elektrophile Substrate (H-Seite) liegt C-terminal und besteht nur
aus o-Helices. Die meisten strukturellen Unterschiede der GSTs betreffen die H-Seite
(Neuefeind et al. 1997; Cromer et al. 2002). Der grosste Teil der GSTs liegt als Homodimer
von ca. 50kDa vor, es sind aber auch einige wenige Heterodimere und zwei monomere GSTs
bekannt. Anhand der Struktur gibt es viele Anzeichen dafiir, dass die GST-Superfamilie aus
der Thioredoxin-Superfamilie entstanden ist (Cromer et al. 2002).

Lokalisiert sind GSTs hauptsédchlich im Cytosol, sie kommen aber auch in zelluldren
Strukturen wie dem endoplasmatischen Retikulum vor (Dixon et al. 2002a). Einige

pflanzliche GSTs besitzen auch Zielsequenzen fiir den Chloroplasten (Dixon et al. 2002b).

Abb. 2: Dreidimensionale Struktur eines humanen GSTs:
Monomer der Glutathion S-Transferase P1-1 aus Homo sapiens (aus “The RCSB Protein Database*).
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In A. thaliana wurden iiber 40 Gene gefunden, die fiir Mitglieder der GST-Superfamilie
kodieren. Darunter sind die Lambda-GSTs und die DHARs, die sich von allen anderen
pflanzlichen GST’s unterscheiden, da sie im aktiven Zentrum ein Cystein statt eines Serins

tragen (Dixon et al. 2002b).

1.4 Dehydroascorbat-Reduktasen aus Arabidopsis thaliana

Im Genom von A. thaliana gibt es vier Proteine, die eine groBe Ahnlichkeit mit den
Dehydroascorbat-Reduktasen (DHAR) aus anderen Pflanzen besitzen. DHARs gehoren zur
Familie der GSTs. Genau wie die pflanzlichen Lambda GSTs und die tierischen CLICs tragen
sie ein Cystein statt eines Serins im aktiven Zentrum, was sie von den restlichen GSTs
unterscheidet (Dixon et al. 2002b). Unter ihnen ist auch das Protein AtDHARI, das in der
vorliegenden Arbeit AtCLIC genannt wird. Uber dieses Protein ist noch nicht sehr viel
bekannt. In den Datenbanken wird AtCLIC (AAF98403) als “putative GSH-abhédngige
Dehydroascorbat Reduktase (DHAR)* gefiihrt. Das untersuchte Protein besteht aus 213
Aminoséduren und hat eine berechnete Molmasse von ca. 24 kDa. Die Aktivitit als DHAR
wurde von Dixon et al. (2002b) nachgewiesen. Durch diese Funktion scheint das Protein eine
wichtige Rolle im Ascorbatstoffwechsel und somit in der Redox-Homeostase der Zelle
einzunehmen. Auch die zelluldre Lokalisation der vier Genprodukte aus A. thaliana wurde
von Dixon et al. (2002b) untersucht. Dabei wurde herausgefunden, dass drei der vier DHARsS,
darunter auch AtCLIC, im Cytoplasma exprimiert sind. Das vierte Protein AtDHAR3 besitzt
eine Zielsequenz fiir den Chloroplasten und ist wahrscheinlich in den Plastiden aktiv. Von den
drei cytosolischen DHARSs zeigen zwei (AtCLIC und AtDHAR?2) auch eine GSH-abhingige
Aktivitdt als Thiol-Transferase und als Dehydroascorbat-Reduktase. AtDHAR4, obwohl in
seiner Primérstruktur sehr dhnlich zu den aktiven Proteinen (66 % Identitdt), ist nicht aktiv.
Zu bemerken ist noch, dass die wichtige Glutathion-Konjugationsaktivitdt der anderen GSTs
allen vier DHARs fehlt.

Durch Mutationsstudien wurde nachgewiesen, dass das Glutathion an das Cystein an Stelle 20
(im aktiven Zentrum) von AtCLIC bindet, indem ein gemischtes Disulfid gebildet wird
(Dixon et al. 2002b).
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1.5 Zielsetzung

Seit ldngerem ist bekannt, dass es Anionenkanéle im Tonoplasten von Kalanchoé
daigremontiana Hamet et Perrier (Hafke et al. 2003), Mesembryanthemum crystallinum L.
(Epimashko et al. 2004) und Arabidopsis thaliana L. (Cerana et al. 1995) gibt. Mit Hilfe von
proteinbiochemischen Studien konnte gezeigt werden, dass das Protein, dass fiir den
Malattransport in K. daigremontiana verantwortlich ist, eine Grosse von ca. 30 kDa hat
(Ratajczak et al. 1994). Dieser pflanzliche Malatkanal konnte, wie auch der aus M.
crystallinum bisher nur elektrophysiologisch charakterisiert, jedoch nicht kloniert werden
(Hafke et al. 2003; Epimashko et al. 2004).

Auf der Suche nach einem Protein, das eine entsprechenden Grésse und intrazellulére
Lokalisation aufweist, wurde man auf die tierische Familie der Chloride Intracellular
Channels (CLICs) aufmerksam, die diese Kriterien erfiillen (Ashley 2003; Harrop et al. 2001).
Bei einem Sequenzvergleich eines Vertreters dieser Familie (CLIC1 aus Homo sapiens) mit
Genen aus A. thaliana wurde eine Sequenz gefunden, die eine hohe Homologie aufweist
(Cromer et al. 2002). Dieses Protein gehort zur DHAR Klasse der GST-Superfamilie und
wurde hier AtCLIC genannt.

Im Genom von A. thaliana findet man Gene fiir insgesamt 48 GSTs (Dixon et al. 2002a), von
denen 25 konstitutiv exprimiert werden. Diese grofle Menge an GSTs suggeriert, dass GSTs
neben den bekannten Aufgaben in der Detoxifikation noch viele weitere Funktionen haben
konnten, von denen auch einige bereits bekannt sind.

Durch die hohe Homologie zu der Familie der tierischen CLICs und die allgemein sehr
heterologe Funktionalitdt der GSTs liegt die Vermutung nahe, dass AtCLIC neben der

DHAR-AKktivitat eine weitere Funktion als Anionenkanal ausiiben konnte.

Um die Frage zu beantworten, ob der putative Anionenkanal eine Funktion als Kanal hat,
sollte das Gen fiir AtCLIC kloniert und im heterologen System exprimiert werden. Die durch
das Protein induzierte Leitfahigkeit sollte mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik
elektrophysiologisch erfasst werden. Aullerdem sollte die Frage der Lokalisation durch

mikroskopische sowie proteinbiochemische Methoden geklért werden.
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2.1 Chemikalien

Chemikalien wurden, soweit nicht anders angegeben, tiber die Firmen AppliChem
(Darmstadt), Bio-Rad (Miinchen), Gibco BRL (Eggenstein), Merck (Darmstadt), Qiagen
(Hilden), Fluka (Buchs, Schweiz) und Sigma-Aldrich GmbH (Taufkirchen) bezogen.

2.2 .Sterilitat

Néhrmedien, Puffer, Einwegplastikmaterialien, Glasmaterial und die meisten Losungen
wurden 20 min in feuchter Hitze bei 1,5 bar/121 °C autoklaviert (Autoclave-Steam Sterilizier
Typ 3870 ELV, Tuttnauer). Die Sterilisation von Glaspipetten erfolgte iiber 4-5 h bei 180 °C
im Trockenschrank (Typ ST 5042, Heraeus, Darmstadt). Thermolabile Losungen und Puffer
wurden durch Sterilfiltration (0,2 um Filter / Schleicher & Schuell, Dassel) entkeimt. Alle
Arbeitsschritte der Zellkultur, sowie einige der Molekularbiologie, wurden mit Handschuhen
unter einen Reinraumgerit (Flow Laboratory GmbH, Bonn) durchgefiihrt, das mit 70%
Ethanol und UV-Licht keimfrei gemacht wurde.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Enzyme

Restriktionsendonukleasen wurden von MBI Fermentas (St. Leon-Rot) oder New England
Biolabs (NEB, Frankfurt a.M.) bezogen.

Fiir die PCR wurden Pfu DNA-Polymerase, die entsprechenden 10 x Polymerase-Puffer und

dNTPs von Promega (Mannheim) verwendet.

2.3.2 Grolkenstandards

Als GroBenstandard fiir die Agarose-Gel- Elektrophorese wurden 1 kb oder 100 kb DNA
Ladder (NEB, Frankfurt a.M.) verwendet.

Fiir die SDS-Gelelektrophorese wurde der GrofRenstandard Precision Plus Protein Standart

all blue (Biorad, Miinchen) eingesetzt.
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2.3.3 Reaktionssysteme (Kits)

In der vorliegenden Arbeit wurden einige Arbeitsschritte mit Reaktionssystemen
durchgefiihrt:

RNeasy Plant mini Kit (Qiagen, Hilden)

RevertAid™ First Strand DNA Synthesis Kit (Fermentas, St. Leon-Rot)
GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

HiSpeed™ Plasmid Midi Kit (Qiagen, Hilden)

MinElute™ Reaction Cleanup Kit (Qiagen, Hilden)

GenElute™ High Performance Plasmid Midiprep Kit (Sigma-Aldrich, Taufkirchen)
BD Talon™ Metal Affinity Resin (BD Biosciences ,Palo Alto)

Ni-NTA Spin Kit (Quiagen, Hilden)

Sofern nicht anders angegeben, wurde die Arbeitsvorschrift des Herstellers befolgt.

2.3.4 Oligonukleotide (Primer)
Oligonukleotide (Primer) wurden von Sigma Genosys (Steinheim) und SEQLAB (Géttingen)

synthetisiert.

Tab .1: Oligonukleotide, die in dieser Arbeit verwendet wurden

Name Sequenz Bemerkung

forwAtCLIC 57 ggat agatct atg gct ctg gaa atc tgt gtg 3° Vorwirtsprimer fiir AtCLIC , zum
Einklonieren in Expressionsvektoren pIRES-

EGFP und pEGFP-N2

revAtCLIC 5" ccta gaattc tca agg gtt aac ttt ggg age 3° Riickwirtsprimer fiir AtCLIC mit
Stoppsequenz, zum Einklonieren in

Expressionsvektor pIRES-EGFP

revAtCLICoStop 5" ccta gaattc agg gtt aac ctt ggg agc cca 3° | Riickwiirtsprimer fiir AtCLIC ohne
Stoppsequenz, zum Einklonieren in

Expressionsvektor pPEGFP-N2

fwd_AtClicex 5’ ggat gtcgac atg gct ctg gaa atc tgt gtg 3° Vorwértsprimer fiir AtCLIC , zum
Einklonieren in Expressionsvektoren
pQE-31

rwd_AtClicex 5" ccta ctgcag tca agg gtt aac ttt ggg age 3° Riickwirtsprimer fiir AtCLIC zum
Einklonieren in Expressionsvektor pQE-31

pQEprom 5" ccc cga aaa gtg cca cct g 3° Vorwirtsprimer fiir Sequenzierung
einclonierter Gene in die MCS von pQE-31,
Standardprimer SEQLAB

pQE Reversed 5'gtt ctg agg tca ttactg g 3° Riickwértsprimer fiir Sequenzierung

Sequencing einclonierter Gene in die MCS von pQE-31,
Standardprimer SEQLAB

10
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2.3.5 Plasmide

PEGFP-N2 (BD Biosciences Clontech, Heidelberg)

pEGFP-N2 ist ein Vektor flir Sdugerzellen und trigt den Cytomegalovirus (CMV) Promotor
und ein Gen fiir Ampicillin-Resistenz. Auf diesem Vektor befindet sich die codierende
Sequenz fur eine ,,red-shift“-Variante des Wildtyps des Green Fluorescent Protein (GFP).
GFP ist ein Protein der Qualle Aequorea victoria, das bei entsprechender Anregung
fluoresziert. Es dient in dieser Arbeit als Marker fiir die Genexpression und fiir
Lokalisationsstudien. AtCLIC wurde zwischen die Schnittstellen Bglll und EcoRIl (im
Leserahmen mit GFP) in die multiple cloning site (MCS) kloniert. Daraus resultierte das
Fusionsprotein AtCLIC::GFP.

Bsr Gl
3'MCS

Abb .3: Plasmid pEGFP-N2 (4700bp) (Clontech).

PIRES-EGFP (BD Biosciences Clontech, Heidelberg)

pIRES-EGFP ist ebenfalls ein Saugervektor, der fiir GFP codiert. Er besitzt den
Cytomegalovirus (CMV) Promotor, ein Gen fiir Ampicillin-Resistenz und die codierende
Sequenz fiir GFP. Dieser Vektor ist ein so genannter bicystronischer Vektor, das hei3t GFP

und das einclonierte Gen werden getrennt von einer einzigen mRNA translatiert. AtCLIC

11
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wurde zwischen die Schnittstellen Bglll und EcoRI (im Leserahmen mit GFP) in die multiple

cloning site (MCS) kloniert. In einer transfizierten Zelle werden AtCLIC und GFP

gleichzeitig exprimiert.

pUC PCM‘J IE

' ori
HSV TK
poly A IRES

pIRES2-EGFP
5.3kb EGFP

SV40 ori SV40
fl poly A

Abb. 4: Plasmid pIRES-EGFP (5300bp) (Clontech).

PQE-31 (Qiagen, Hilden)

MCS
(501-666)

pQE-31 ist ein Expressionsvektor fiir E.coli und besitzt einen T5-Promotor. Er trigt eine

Ampicillin-Resistenz. Den Vektor pQE-3X gibt es in drei Leserahmen (pQE-30, pQE-31 und

pQE-32), in dieser Arbeit wurde pQE-31 verwendet. Der Vektor besitzt die codierende

Sequenz fiir 6 Histidine direkt upstream der MCS. Im Leserahmen klonierte Gene werden mit

einem C-terminal fusionierten 6fach His-tag exprimiert.

12
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L= = 0 =
Imu%gxmkwi“l:l
Ll

e REN o BUCR s Coions

* pQE30 - -
pQE31  AC
pQE32 -G

pQE-30, pQE-31,

pQE-32

3.4kb
Abb. 5: Plasmid pQE-31 (3400bp) mit Restriktionsschnittstellen der Multiple Cloning Site (MCS) (Quiagen).

Ampicj,

Col E1

2.3.6 Heterologe Expressionssysteme

In dieser Arbeit wurden heterologe Expressionssysteme verwendet. Das heift, ein Protein

wird in einer Zelle exprimiert, die normalerweise nicht liber das untersuchte Protein verfiigt.

Bei den Zellen handelt es sich um Humane Embryonale Nierenzellen (HEK 293) und

Ovarienzellen chinesischer Hamster (CHO-K1).

Human Embryonal Kidney Cells (Graham et al. 1977)
Die eukaryontische Zelllinie “Human Embryonal Kidney Cells* (HEK293) wurde durch

Einbringen gescherter Adenovirus-DNA in embryonale menschliche Nierenzellen hergestellt.

Sie wurden in Rahmen dieser Arbeit zur transienten Expression des Proteins AtCLIC

verwendet und in DMEM/F12 mit 10% (v/v) FCS, 2,5 mM Glutamin und 1 % (v/v)

Penicillin/Streptomycin kultiviert. Die Inkubation der Zellen erfolgte in einem CO,-begasten

Brutschrank (Heraeus) unter standardisierten Bedingungen von 37 °C und 4-5 % CO,.

13
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Chinese Hamster Ovary Cells (Puck 1957)
Die permanente Zellline “Chinese Hamster Ovary Cells“ (CHO-K1) verfiigt iiber eine sehr
gute Transfektionsfahigkeit. Auch diese Zelllinie wurde zur transienten Expression verwendet

und unter den gleichen Bedingungen kultiviert, die fiir HEK293-Zellen beschrieben sind.

2.3.7 RNA-Praparation

Die RNA-Priparation erfolgte mit Hilfe des RNeasy Plant mini Kit (Qiagen).

Zur RNA Gewinnung wurde A. thaliana unter Kurztagsbedingungen angezogen. Aus den
griinen Teilen dieser Pflanzchen wurde die Gesamt-RNA isoliert.

Zundchst wurde hochstens 100 mg Pflanzenmaterial geerntet und sofort in fliissigem
Stickstoff eingefroren.

Alle weiteren Schritte der RNA-Isolierung wurden entsprechend den Angaben des Herstellers
bearbeitet. Die jeweiligen Konzentrationen der so gewonnenen RNA-Proben wurden unter
Verwendung eines speziellen Verfahrens bestimmt. Hierzu wurden zunéchst die Kiivetten wie
folgt gereinigt:

1 x mit ca. 1 ml 0,1 M NaOH spiilen

1 x mit ca. 1 ml 0,001 M EDTA spiilen

2 x mit DEPC-H2O spiilen

6 pl der Nukleinsdurelosung wurden anschlieBend zu 294 ul Puffer (0,01 M Tris/HCI, pH 7,5
mit DEPC-H,0 angesetzt) gegeben und gut gemischt. Die optische Dichte (OD) wurde bei
260 und 280 nm gemessen. Als Referenz dienten 300 pl Puffer. Aus den Messwerten wurde
die Konzentration der RNA berechnet (siche 2.3.14).

2.3.8 Reverse Transkription

Um das genetische Material fiir weitere Schritte nutzen zu konnen, musste die mRNA aus der
Gesamt-RNA mittels Reverser Transkription (RT-PCR) in komplementére DNA (cDNA)
umgeschrieben werden. Dies geschah mit Hilfe des Systems RevertAid™ First Strand DNA
Synthesis Kit (Fermentas, St. Leon-Rot) nach Angaben des Herstellers.

14



Material und Methoden

2.3.9.Polymerase Kettenreaktion (PCR)
Die PCR wurde zur Amplifikation von AtCLIC aus cDNA eingesetzt. Die Reaktionen wurden
in 0,5 ml Reaktionsgefden mit dem Multi Cycler PTC (MJ Research, Watertown, MA, USA)
durchgefiihrt.
Die PCR erfolgte in einem 50 ul-Ansatz mit 30-50 ng template-DNA, 40 pmol ANTP-Mix (10
pmol je ANTP), je 100 pmol eines Vorwiérts- und eines Riickwértsprimers, 5 pl 10 x
Polymerase-Puffer, 2,5 U Pfu-DNA Polymerase.
PCR-Programm:
1 Zyklus mit 3 min bei 94 °C (Denaturierung der DNA)
30 Zyklen mit 30 s bei 94°C (Denaturierung der DNA)

30 s bei 56 °C (Hybridisierung der Primer)

4min bei 74 °C (Elongation durch die Tag-Polymerase)
1 Zyklus mit 10 min bei 74 °C (Auffiillen abgebrochener Fragmente)

Durch die Primer wurden Bglll (5°) und EcoRI (3”) Restriktionsschnittstellen eingefiigt. Das
PCR-Produkt wurde mit den beiden Restriktionsenzymen verdaut und nach Reinigung iiber
ein MinElute™ Reaction Cleanup Kit in den, vorher mit entsprechenden Restriktionsenzymen
linearisierten, Sdugerzell-Expressionsvektor pPEGFP-N2 oder pIRES-EGFP in das Leseraster
ligiert.

2.3.10 Ligation
Durch die Ligation mit Hilfe des Enzyms DNA-Ligase werden ein DNA-Fragment und ein
vorher linearisierter Vektor verbunden.
Ligationsansatz: 1 ul pEGFP-N2 bzw pIRES-GFP(ca. 500 pg/ul)
5 ul gereinigtes PCR-Produkt
1 ul 10 x T4 DNA-Ligase-Puffer (NEB, Frankfurt a.M.)
1 ul T4 DNA-Ligase (400 U/ul) (NEB, Frankfurt a.M.)
ad 10 pl HyOvpidest

Der Ansatz wurde iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Es folgte eine Transformation von E.coli

durch Elektroporation oder Hitzeschock.

15



Material und Methoden

2.3.11 Escherichia coli Kultivierung
Folgende Escherichia coli (E.coli) Stimme wurden verwendet:
* DHS5a (Hanahan 1983): zur Plasmidvermehrung und -isolierung
= JM 101 (Messing 1979): zur Proteinsynthese
= XlI-blue MFR" (Stratagen, La Jolla, USA): zur Plasmidvermehrung und —isolierung.

Die Kultivierung erfolgte im Medium nach Luria und Bertani (Bertani 1952). Dem LB-
Medium (5 g/l NaCl,10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, mit NaOH auf pH 7,4
eingestellt, autoklaviert) kann zur Herstellung von Agarplatten 15 g/l Agar zugesetzt werden.
Bei Bedarf wurden Bakterien-Stammkulturen, die als Glycerinsuspension (58 %) bei —70 °C
lagerten mit einer Impfse ausgestrichen und {iber Nacht bei 37 °C inkubiert
(Inkubationsschrank, Desaga, Heidelberg).

5 ml LB-Medium mit Antibiotika wurden Einzelkolonien angeimpft und iiber Nacht in einem
heizbaren Schiittler (Certomat, B. Braun) bei 37 °C inkubiert. Diese Ubernachtkulturen
wurden fiir die Isolierung von Plasmid-DNA verwendet.

Die Selektion von Transformanten erfolgte liber den Zusatz von geeigneten Antibiotika zum
LB-Fliissigmedium oder LB-Agar. Diese diirfen erst nach Abkiihlen des Mediums auf ca.

50 °C zugegeben werden, da sie sehr hitzelabil sind.

2.3.12 Transformation

2.3.12.1 Hitzeschock-Methode

Ca. 5 x 10" kompetente E.coli-Zellen (in 50 pl Zellsuspension, nach der Rubidiumchlorid-
Methode (Hanahan 1985) hergestellt) wurden fiir 10 min auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe 1 ul
Plasmid-DNA (100-500 ng) und Inkubation der Zellen fiir 30 min auf Eis erfolgte ein
Hitzeschock fiir 2 min bei 42 °C in einem Heizblock (Thermobloc, Renner GmbH,
Dannstadt), um die Aufnahme der DNA zu ermdglichen. Nach weiteren 2 min auf Eis wurden
250 pl SOC-Medium (20 g/l Bacto-Tryptone, 5 g/l Hefeextrakt, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCl,
20 mM MgCl,, 20 mM Glucose) zugegeben. Der Transformationsansatz wurde unter
Schiitteln (Certomat,B. Braun) 1 h bei 37 °C inkubiert.

30-100 pl der Zellsuspension wurden anschlieBend auf LB-Platten mit entsprechenden

Antibiotika ausplattiert und bei 37°C Warmeschrank (Desaga, Heidelberg) inkubiert.
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2.3.12.2 Elektrotransformations-Methode
Die Elektroporationskiivetten wurden einige Minuten in 70 % Ethanol gereinigt. Nach dem
Trocknen unter einer Sterilbank wurden sie ca. 10 Minuten einer UV-Bestrahlung ausgesetzt.
2 x 10® elektrokompetente Zellen (in 40 pl Zellsuspension, nach Sambrook et al. (1989)
hergestellt) und 0,5-2 pl Plasmid-DNA (50-500 ng) wurden luftblasenfrei zusammen in eine
gekiihlte Elektroporationskiivette pipettiert. Dann wurde mit dem Elektroporationsgerét Gene
Pulser 11 (Bio-Rad) mit folgenden Parametern elektroporiert: 2,5 kV Vorspannung, 200 Q

. Widerstand und 25 pF Kapazitét. Bei Pulszeiten von 3-5 ms war die Elektroporation
erfolgreich. Zu den so behandelten Zellen wurde sofort 1ml eiskaltes SOC-Medium (20 g/1
Bacto-Tryptone, 5 g/l Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 20 mM MgCl,, 20 mM
Glucose) gegeben und der Ansatz 1h unter Schiitteln (Certomat, B. Braun) bei 37 °C
inkubiert.
30-100pl der Zellensuspension wurden anschlieend auf eine geeignete LB-Selektionsplatte

ausgestrichen und bei 37 °C im Warmeschrank (Desaga, Heidelberg) inkubiert.

2.3.13 Plasmidpréaparation

Kleine Mengen Plasmid-DNA wurden mit Hilfe der alkalischen Lyse nach Sambrook et al.
(1989) isoliert.

Die Plasmid-Isolation in groBerem Maf3stab und mit héherer Reinheit wurden mit dem
HiSpeed™ Plasmid Midi Kit von Qiagen oder dem GenElute™ High Performance Plasmid
Midiprep Kit von Sigma nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Die DNA wurde bei -20 °C gelagert.

2.3.14 Quantifizierung von Nukleinsauren

Da Nukleinsduren ihr Absorptionsmaximum bei 260 nm haben, kann bei dieser Wellenlidnge
und bei einer Schichtdicke von 1 cm, die optische Dichte (OD) einer Nukleinséureldsung
photometrisch gemessen werden. Die Nukleinsdurekonzentration dieser Losung errechnet sich
aus der ODy6p nm, dem Verdiinnungsfaktor der Losung und einem fiir DNA, RNA bzw.
Oligonukleotide spezifischen Multiplikationsfaktor. Durch eine zusétzliche Messung bei

280 nm, dem Absorptionsmaximum der Tyrosin- und Tryptophanreste in Proteinen, kdnnen
Aussagen tiber die Reinheit bzw. iliber eventuelle Proteinkontaminationen in der
Nukleinsdurelosung gemacht werden. Das Verhéltnis der OD;¢p nm und der OD,gy nm sollte
idealerweise zwischen 1,8 und 2,0 liegen. In Abhangigkeit des fiir die Messung verwendeten

Wassers oder Puffers konnen die ODyg¢/280-Verhéltnisse jedoch zwischen 1,5 und 2,2
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variieren.

Die Konzentration der Nukleinsduren wird nach folgender Gleichung berechnet:
clug/ml]=0D,, -V -F

Gleichung 1 mit ¢ = Konzentration der DNA, OD,4= Optische Dichte gemessen bei 260 nm,
V = Verdiinnungsfaktor; F = Multiplikationsfaktor ( 50 fiir dSDNA, 40 fiir RNA, 37 fiir ssDNA, 20 fiir einzelstringige
Oligonukleotide)

2.3.15 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelektrophorese diente sowohl der qualitativen und quantitativen Analyse als
auch der Aufreinigung von DNA. Sie wurde nach Sambrook et al. (1989) durchgefiihrt.

1% Agarose in TAE-Puffer (40mM Tris-HCI, 20mM Natriumacetat, ImM EDTA,

pH 7,5 — 8,0 ) wurde in der Mikrowelle erhitzt, bis die Agarose vollkommen geschmolzen
war. Um die DNA sichtbar zu machen, wurden die Gele mit 0,8-1,2 pl Ethidiumbromid
1:10000 (w/v) versetzt Die fliissige Agaroseldosung wurde in einen Gelschlitten mit
Probenkamm gegossen. Nach dem Erstarren der DNA wurde der Probenkamm aus dem Gel
gezogen. Die Gelkammer wurde mit TAE Puffer gefiillt, bis das Gel bedeckt war.

Die Proben wurden mit 1/5 Volumen Probenpuffer (50 % Glycerin, 1 % Bromphenolblau)
versetzt und in die Aussparungen, die der Probenkamm hinterlassen hat, pipettiert. In eine der
Taschen wurde Groflenmarker (100 bp DNA-Leiter oder 1 kbp DNA-Leiter (NEB, Frankfurt
a.M.)) zur GroBenbestimmung der aufgetrennten DNA gegeben. Die Elektophorese erfolgte
bei 60-80mA.

2.3.16 DNA-Sequenzierung
Die DNA-Sequenzen aller Konstrukte wurden durch Sequenzierung kontrolliert. Dazu wurde
DNA-Material mit einem entsprechenden Sequenzierungsprimer von der Firma SEQLAB

(Gottingen) analysiert.
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2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Antikorper

Primarantikorper:

Anti-GFP (JL-8), mouse monoclonal antibody (BD Biosciences Clontech, Heidelberg),
eingesetzt 1:1000.

Anti-Hiss, mouse monoclonal antibody (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim),

eingesetzt 1:500.

Anti-AtCLIC, guinea pig polyclonal antibod y (Pineda, Berlin) hergestellt mit Hilfe des in
dieser Arbeit aufgereinigten Proteins AtCLIC.

Sekundarantikorper:
Anti- Mouse 1gG, goat anti-mouse, Alkaline Phosphatase-Konjugat, (Sigma, Deisenhofen),
eingesetzt 1:15000.

2.4.2 Proteinisolation aus HEK293-Zellen

Die Proteinisolation aus HEK293-Zellen erfolgte 2 Tage nach der Transfektion. Die Zellen
wurden zweimal mit PBS gewaschen und mit Trypsin/EDTA von den Kulturschilchen
abgeldst. Nach Zugabe von 2 ml Medium wurde die Zellsuspension in ein 10 ml
Falconrdhrchen iiberfiihrt und 8 min bei 1000 U/min zentrifugiert (Minifuge RF, Heraeus).
Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet wiederum zweimal mit je 1 ml PBS
gewaschen. Die Homogenisierung erfolgte durch eine Ultraschallbehandlung (Sonorex,
Bandelin electronic, Berlin) fiir I min bei 4 °C, nach Zugabe des eiskalten
Homogenisierungspuffers (200 mM Tris-HCI, 2% SDS, pH 7.2). Nach einer weiteren
Zentrifugation bei 13000 U/min fiir 5 min bei 4 °C (Biofuge primoR, Heraeus) wurde der

Uberstand abgenommen. Die isolierten Proteine wurden bei -80 °C gelagert.

2.4.3 Proteinisolation aus Escherichia coli

Zunichst wurde getestet, ob die Aufreinigung der Proteine unter nativen bzw. denaturierenden
Bedingungen besser gelingt. Dafiir wurde das BD Talon™ Metal Affinity Resin (BD
Bioscienes , Palo Alto) genutzt. Die beiden Aufreinigungen liefen parallel ab, und die
Membranreste beider Ansétze wurden mit einem scharfen Detergenz behandelt, um zu

tiberpriifen, wie viel des Proteins in der Membran zuriickgeblieben war (Abb. 6).
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E.coli Zellen
Native Denaturierende
Aufreinigung Aufreiniugung
Natives Eluat1 mit Denaturier@es
cytosolischen und Eluat1 mit
gelésten, cytosolischen und
membransténdigen gelﬁst_t_an._
Proteinen Mambran: membrant.andlgen
Lipide und weiterhin Protelnen
ungeldste Proteine
Detergenz:
1% Triton X100
Matives” Denaturiertes
Eluat2 mit Eluat2 mit
denaturierend denaturierend
heraugeldsten heraugeldsten
Proteinen Proteinen

Abb. 6: Verlaufsschema der Proteinaufreinigung unter nativen und denaturierenden Bedingungen.

2.4.3.1 Denaturierende Bedingungen

Aufgrund der Ergebnisse des oben beschriebenen Tests erfolgte die Aufreinigung unter

denaturierenden Bedingungen weiterhin mit dem BD Talon™ Metal Affinity Resin (BD

Bioscienes, Palo Alto) nach Angaben des Herstellers. Dabei wurde der E/W Puffer mit pHS,0

gewihlt und diesem 6 M Guanidin zugesetzt. Die Elution erfolgte mit dem Elutionspuffer

pH7,0, dem 5,4 M Guanidin und 150 mM Imidazol zugesetzt waren.

Die so erhaltenen Proteine wurden zu Herstellung von Antikorpern eingesetzt. Da Guanidin

fiir Tiere schidlich ist, wurden die aufgereinigten Proteine durch schrittweise Dialyse von

Guanidin befreit und in TBS gelost.
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2.4.3.2 Native Bedingungen

Das unter denaturierenden Bedingungen (siche Punkt 2.4.3.1) genutzte Sdulenmaterial Talon
hat so starke Bindungseigenschaften, dass das nativ gereinigte Protein nicht mehr zu 16sen
war. Deshalb erfolgte die native Aufreinigung des Proteins AtCLIC mit Hilfe des Ni-NTA
Spin Kit (Quiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers. Die Bindung zwischen Nickel und

dem Histidintag ist schwécher und deshalb leichter wieder zu 16sen.

2.4.4 TCA-Fallung

Zur Konzentrierung der Proteine wurde eine TCA-Fillung durchgefiihrt. Zu 100 pg
Gesamtprotein wurde 1 ml einer 10 %igen TCA-Ldsung gegeben, gevortext und 15 min auf
Eis inkubiert. Anschlieend wurden die nun geféllten Proteine 10 min bei 13000 U/min in
einer Eppendorf-Tischzentrifuge (Biofuge 13, Heraeus) sedimentiert. Das Pellet wurde mit 1

ml HyOvigest (pH ca. 7) gewaschen, erneut zentrifugiert und der Uberstand komplett entfernt.

2.4.5 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentationen wurde nach der Methode von Popov et al. (1975)

durchgefiihrt.

2.4.6 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die Gel-Elektrophorese erfolgte nach der Methode von Laemmli (1970). Die Proben wurden
zur Denaturierung der Proteine in Probenpuffer (62,5 mM Tris-HCI (pH 6,8), 8,7 % Glycerin,
3 % B-Mercaptoethanol, 2% SDS, 0,01 % Bromphenolblau) aufgenommen und 3 min bei

60 °C inkubiert.

Die Elektrophorese wurde in einer Mini-Protean II-Kammer (Bio-Rad, Miinchen)

durchgefiihrt. Als Standard-Trenngel wurden 12,5 %ige Polyacrylamidgele verwendet.

2.4.7 Western-Blot Analyse

Die Proteine aus SDS-Gelen wurden auf PVDF-Membranen iibertragen, um sie der
Immunofarbung zugénglich zu machen. Dazu wurden das SDS-Gel, drei Blotpapiere (GB005
Gel-Blotting-Papier, Schleicher & Schuell, Dassel) und eine auf Gelgrof3e zugeschnittene
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Teflonmembran (PVDF, Immobilon P, Millipore), die zuvor mit Methanol benetzt wurde, fiir
5 min in Blotpuffer (48 mM Tris, 39 mM Glycin) inkubiert. Der Transfer der Proteine
erfolgte in einer Semi-Dry-Blotapparatur (Trans-Blot® SD, Bio-Rad, Miinchen). Auf die
Anode der Blotkammer wurden eine Lage Blotpapier, die Teflonmembran, das SDS-Gel und
weitere zwei Lagen Blotpapier luftblasenfrei geschichtet. Danach wurde die Blotapparatur
verschlossen. Der Elektrotransfer erfolgte unter sequentieller Spannungssteigerung ( je 15 min

bei 10V, 12,5V und 15 V).

2.4.8 Immunofarbung

Die Teflonmembran wurde nach dem Blotten fiir 5 min mit der proteinbeladenen Seite nach
unten in TBS (10 mM Tris, mit HCI auf pH 7,5 eingestellt, 0,9 % (w/v) NaCl) gewaschen.
Nach Inkubation in TBS-Milch (2 % Milchpulver in TBS) fiir 1 h, folgten 4 Waschschritte
mit TBS a 5 min. Darauf folgte die Inkubation mit dem primaren Antikorper fiir 1 h. Nach
weiteren 4 Waschschritten von je 5 min mit TBS wurde fiir 1 h mit dem sekundiren
Antikorper inkubiert. Danach wurde die Membran zweimal fiir je 5 min mit TBS und viermal
mit AP-Puffer (100 mM Tris, mit HCI auf pH 9,5 eingestellt, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,)
gewaschen und in Féarbelosung (100 pul NTB, 50 ul BCIP, ad 15 ml AP-Puffer) gelegt. Nach
ausreichender Farbreaktion auf der Membran wurde diese durch mehrfaches Waschen mit

H;Opigest gestoppt und die Membran getrocknet.

2.5 Zellkulturfiihrung

2.5.1 Kultivierung der HEK- und CHO-Zellen

Nach Erreichen der Konfluenz und Ausbildung eines dichten Zellrasens (ungefahr

10° Zellen/ml) mussten sowohl die HEK293-Zellen, als auch die CHO-K 1-Zellen passagiert,
d.h. verdiinnt und in neue Kulturgefiasse umgesetzt werden. Das war notig, da sie als
adhérente Zellen wachsen und sich bei zu hohen Konzentrationen vom Untergrund ablosen
und sterben. Die Kontrolle der Konzentration erfolgte in einer Biirker-Kammer. 0,5 ml der
Zellsuspension wurden mit der gleichen Menge Medium verdiinnt und mit Hilfe eines
Mikroskops gezihlt. Die Kammer enthilt 144 groBere Quadrate von je 0,04 mm? und hatte

eine Tiefe von 0,1 mm. Die 144 Quadrate wurden ausgezéhlt und das Ergebnis anschlieSend
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mit 3480 multipliziert. Auf diese Weise konnte die Anzahl der Zellen pro ml berechnet
werden.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Zellkultur-Flaschen mit einer Wachstumsflache von
25 ¢m” und Filterschraubkappen fiir den CO,-Austausch (Renner GmbH, Dannstadt).

Die zu passagierenden Zellen wurden vom verbrauchten Ndhrmedium befreit, mit 2 ml PBS
(140 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO4,, 1,8 mM KH,PO4, mit NaOH auf pH 7.4,
autoklaviert) gewaschen und mit 1 ml Trypsin-EDTA beschichtet, um die Zellen abzuldsen.
Zur Inaktivierung des Trypsins wurden zur Zellsuspension 5 ml Nahrmedium das
Trypsininhibitoren enthielt, gegeben und gemischt. Je etwa 300.000 Zellen wurden in zwei

neue Zellkultur-Flaschen, in die bereits 5 ml Nahrmedium vorgelegt waren, iiberfiihrt.

2.5.2 Expression von AtCLIC in HEK293- und CHO-K1-Zellen

Die Zellen wurden auf 35 mm Kulturschilchen angezogen, bis sie diese zu 40-60 %
bedeckten. Sie wurden geméal} der Gebrauchsanleitung mit Hilfe des Transfektionsreagens
Metafectene ™ (Biontex Miinchen) mit 1,5 pug Plasmid DNA transfiziert.

Die Zellen wurden dann fiir 4 Stunden bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert. Danach wurde das

Medium abgenommen, und die Zellen wurden mit frischem Medium versorgt.

2.6 Elektrophysiologie

2.6.1 Aufbau

Der Strom durch die Zellmembran wurde mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik (Hamil et al,
1981) gemessen. Dabei wurde mit einer Messelektrode, die an einen Patch-Clamp-Verstérker
(EPC-7, Listelectronic, Darmstadt) angeschlossen war, gegen die im Bad befindliche
Referenzelektrode gemessen. Die Messelektrode befand sich in einer Glaspipette, die mit
Hilfe eines Zweischritt-Pipettenziehers (PP-830, Nasishige, Japan) aus Borosilikatkapillaren
(Kimax-51, Kimle Products, USA) gezogen waren. Alle Messungen wurden bei RT
durchgefiihrt.
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2.6.2 Elektrophysiologie an HEK293- und CHO-K1-Zellen

Experimente an HEK293-Zellen und CHO-K1-Zellen wurden an Zellen durchgefiihrt, die
nach der Transfektion 2-3 Tage bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert worden waren. Einen Tag
vor den Experimenten wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA von den Kulturschélchen
abgelost, zur Verringerung der Zelldichte auf Kulturschilchen ausplattiert und iiber Nacht bei
37 °Cund 5 % CO; inkubiert.

Losungen:

Die Bad bzw. Pipettenldsungen setzten sich zusammen aus:

Badlésungen:

Losung a; 140 mM TEA-Chlorid, 1 mM MgCl,, 1,8 mM CacCl,

Losung b; 140 mM TEA-Chlorid, I mM MgCl,, 1,8mM CaCl,, | mM [AA-94

Pipettenlosungen:

Cell-attached- Messungen:

Losung c; 140 mM TEA-Chlorid, 1 mM MgCl,, 1,8 mM CacCl,

Losung d; 14 mM TEA-Chlorid, 1 mM MgCl,, 1,8 mM CacCl,

Losung e; 14 mM TEA-Acetat-Tetrahydrat, | mM MgCl, ,1,8 mM CacCl,

Whole-cell-Messungen:

Losung f; 5 mM Hepes, 5 mM EGTA, 0, ImM GTP (Stocklésung 10 mM),
0,1 mM CaCl,, 2 mM MgCl,,
5 mM Phosphocreatin-Dinatrium, 14 mM TEA-Chlorid

Losung g; 5 mM Hepes, 5 mM EGTA, 0,1 mM GTP (Stocklosung 10mM),
0,1 mM CaCl,, 2 mM MgCl,,
SmM Phosphocreatin-Dinatrium, 140 mM TEA-Chlorid

Die Osmolaritét aller Losungen wurde mit Mannitol auf 300 mOSM eingestellt, der pH mit
BTP oder HCI auf pH 7,5 bzw. pH 6,0 (Bad-Lsg.b).

TEA wurde als Kation verwendet, da es die zelleigenen Kaliumkanéle blockiert, was zu einer
Verminderung des Messhintergrundes fiihrt.

Als Anion dienten Chlorid oder Acetat. Magnesium- und Calcium-Kationen stabilisieren die

Zellmembran.
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Ein Liquid Junction Potential bestand jeweils zwischen Badldsung a und Pipettenlésung b
(2,5mV), Pipettenlosung d (5,9 mV) und Pipettenlésung e (1,1 mV). Diese Potentiale wurden

in den Daten nicht korrigiert.

Messungen:

Die Messungen wurden entweder in der Cell-attached- oder der Whole-cell-Konfiguration
vorgenommen. Fiir die Cell-attached -Messungen wurde die Messelektrode mit Hilfe eines
Mikromanipulators (MMo-203, Narishige, Japan) an die Zelle herangebracht und durch
Anlegen eines leichten Unterdrucks direkt an die Zellmembran angeheftet. Dabei wurde die
Bildung eines Abdichtwiderstands von ca. 10 GQ mit einem Speicheroscilloskop (OS-3020D,
Voltkraft, Korea) kontrolliert. Bei den Whole-cell-Messungen wurde danach noch durch einen
starken Saugzug die Membran durchbrochen. Die Cell-attached -Messungen wurden anhand
von Stufenprotokollen von -125mV bis +125mV, in Stufen von 25mV und einer Lénge von
4s durchgefiihrt. Bei den Whole-cell-Messungen wurde ein Stufenprotokoll von -40 bis

+80 mV in Stufen von 10mV und einer Linge von 4s gewihlt.

Zur Erfassung und Aufzeichnung der Daten wurde die PCLAMP 5.5 Hard- und Software
(Axon Instruments, Forster City,USA) genutzt. Die Messdaten wurden bei 1 kHz iiber einen
8-Pol-Besselfilter Tiefpass-gefiltert, mittels eines Analog-Digitalwandlers (TL-1 DMA
Interface, Axon Instruments, Forster City,USA) digitalisiert und aufgezeichnet.

Die Analyse der Daten wurde mit den Computerprogrammen Clampfit 8.0 (Axon
Instruments, Forster City, USA), Exel (Microsoft Corps., USA) und Origin 6.0 (Microcal

Software Inc., Northampton, USA) vorgenommen.

Auswertung:

Zur Auswertung wurden die gemessenen Stromamplituden gegen die entsprechenden
Spannungen aufgetragen und als Strom-Spannungs-Kennlinien (I/V-Kurven) dargestellt.
Dabei wurden, je nach Auswertung, die Daten an zwei unterschiedlichen Stellen der
Stromantwort abgelesen (siehe Abbildung 7 A). Die instantanen Stréme wurden in den ersten
Millisekunden der Stromantwort abgelesen. In diesen Strom gingen die Stromantworten aller
Kanile ein, die sich sofort auf den Spannungssprung hin 6ffneten. Die stationdren Strome
setzen sich, wie in Abbildung 7 B zu sehen, aus den instantanen Strdmen und einer trigen

Komponente zusammen. Sie wurden am Ende der Stromantwort abgelesen (Abb. 7 A).
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Abb. 7:, Darstellung der Ablesestellen fiir stationédre und instantane Strome und der Stromkomponenten einer einzelnen Spur
A, Original Stromantwort einer HEK293-Zelle, die mit pEFGP-N2-AtCLIC transfiziert wurde Durch gestrichelte Linien ist
angezeigt, wo die Daten fiir die instantanen bzw. stationdren Strome abgelesen wurden; B einzelne Stromspur aus A. Anhand
von Pfeilen ist der Anteil der raschen und der zeitabhéngigen Komponente dieser Stromantwort dargestellt.

Benennung:

Per Definition wird ein Kanal ,,einwértsgleichrichtend* genannt, wenn positive Ladungen ins
Zellinnere transportiert werden. Das bedeutet bei einem Anionenkanal eine Umkehrung der
Bezeichnung: der Kanal heifit Einwartsgleichrichter, die Fliessrichtung der untersuchten
Anionen aber geht aus der Zelle heraus. In dieser Arbeit wird die Benennung der Stréme nach

der Definition erfolgen, die Ionenfliisse nach der tatsdchlichen Fliessrichtung.
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Umkehrpotentiale:
Die Umkehrpotentiale verschiedener Ionen wurden fiir die gewéhlten Losungen berechnet,

um die Selektivitdt des Proteins zu bestimmen. Sie wurden nach der Nernst’schen Gleichung

berechnet:
_RT [,
z-F [C];

Gleichung 2 mit R: Allgemeine Gaskonstante, F: Faraday-Konstante, T: Absolute Temperatur, z: Ladungszahl des Ions,
[c]a: Konzentration des Ions auflen [c]; Konzentration des Tons innen, E: Elektrische Potentialdifferenz iiber der Membran]

Inhibierung:

Fiir Inhibierungsexperimente wurde R(+)-methylindazone indanyloxy acetic acid 94 (IAA-94,
siche Abb. 8) ein spezifischer Chloridkanal-Blockereingesetzt. Nach Warton et al. (2002)
kann mit 100 uM dieser Substanz eine deutliche Inhibierung des Anionenkanals CLIC1

erreicht werden.

Abb. 8: Struktur von R(+)-methylindazone indanyloxy acetic acid 94 (IAA-94).

2.7 Confokalmikroskopie

2.7.1 Fluorophore

Zur Untersuchung der HEK293-Zellen mit Hilfe des Confokalen Laserscanning Mikroskops
(CLSM) wurden zwei Fluorophore eingesetzt. Dabei handelte es sich um GFP und Fm4-64.
GFP ist ein autofluoreszierendes Protein aus der griin fluoreszierenden Qualle Aequorea
victoria. Das Protein hat eine Grosse von 238 Aminosduren und eine Molmasse von 27 kDa.

Es bildet eine 3-Fasschen-Struktur, in dem das Chromophor liegt. Durch blaues und UV-Licht
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kann es zur Fluoreszenz angeregt werden. Wang and Hazelrigg zeigten 1994, dass GFP an das
N- oder C-Ende anderer Proteinen gekoppelt werden kann, ohne dass die fluoreszierenden
Eigenschaften von GFP verloren gehen oder die Funktionen der Proteine, an die GFP
gekoppelt wurde, verdndert werden.

Der Styrylfarbstoff Fm4-64 gehort zu einer Gruppe amphiphiler Molekiile mit fluorophoren
Eigenschaften. Er wurde wie alle Fm-Farbstoffe von Betz et al. (1992) entwickelt. Er gilt als
membranspezifischer Farbstoff, da er nicht durch die Membran diffundiert, sondern
endocytotisch aufgenommen wird. Dabei zeigt er in wissriger Losung keinerlei Fluoreszenz,

in der Lipidumgebung der Membran dagegen eine hohe Fluoreszenzintensitit.

2.7.2 Aufnahmen

Die GFP-Fluoreszenz von transfizierten HEK293-Zellen wurde 2 Tage nach der Transfektion
mit einem Leica TCS Spektral Confokalmikroskop detektiert, ausgeriistet mit einem Argon-
Krypton-Laser (Leica Microsystems Heidelberg GmbH). Bilder wurden mit einem HCX PL
APO 63x/1,2 NA Objektiv aufgenommen. GFP wurde mit der Argon-Laserlinie (488 nm)
angeregt und die Emission confokaler Schnitte bei 500-540 nm gesammelt. Als Filter wurde
TD488/543/633 genutzt. Fm4-64 wurde etwa zehn Minuten vor den Aufnahmen in einer 10p
M Konzentration in das Medium der Zellen gegeben. Es wurde ebenfalls mit 488 nm angeregt
und bei 610-680 nm detektiert. Dabei wurde der Filter RSP500 eingesetzt.

Fiir die Darstellung und Auswertung der Bilder wurde die Leica Confocal Software 2.00

(Leica Microsystems GmbH, Heidelberg) verwendet.

2.8 Software und Internetprogramme

Zur Auswertung und Analyse von Daten wurden Excel (Microsoft), Clampfit (Axon
Instruments), OriginPro 7.0 (OriginLab Corporation) und Leica Confocal Software 2.00
(Leica Microsystems GmbH, Heidelberg) benutzt.

Folgende zur Suche, Verarbeitung und zum Vergleich von Sequenzen eingesetzte Programme

sind tiber das Internet frei verfiigbar:

TMHMM2.0 http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM

Tmpred http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED _form.html
DAS http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/maindas.html
ClustalW http://www.ebi.ac.uk/clustalw

NCBI (BLAST, Pubmed), http://www.ncbi.nlm.nih.gov

The RCSB Protein Database http://www.rcsb.org/pdb/
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3. Ergebnisse

3.1 Sequenzvergleiche

3.1.1 Vergleich der Aminosauresequenz von AtCLIC mit CLIC1 aus Homo sapiens

Das Gen fiir AtCLIC (AAF98403) stammt aus dem Genom von A. thaliana. Dieses Protein
wurde von Harrop et al. (2001) als einer der nahesten Verwandten des humanen
Chloridkanals CLIC1 bestimmt. Aus diesem Grunde sollte untersucht werden, ob das Protein
AtCLIC aufgrund seiner Ahnlichkeiten mdglicherweise ebenfalls die Funktion als Kanal mit
CLIC1 gemeinsam haben konnte. Bei Sequenzvergleichen mit dem Kanal CLIC1
(NM_001288) aus humanen Zellen zeigte AtCLIC 61 % Ahnlichkeit bzw. 27 % Identitit. Die
Homologien befinden sich besonders in Bereichen, die fiir die Funktion des Kanals CLIC1
wichtig sind. So besitzen beide Proteine die gleiche GSH-Bindedoméne (XXCPFSQRXX),
die das CPF Motiv der tierischen omega GSTs mit dem katalytischen Cystein enthilt (Cromer
et al. 2002). Auch eine prolinreiche Region (Harrop et al. 2001) ist bei beiden zu finden. Die
hydrophobe Porenregion zwischen Pro-25 und Asp-47 enthélt bei CLIC1 12 hydrophobe
Aminoséduren. Eine entsprechende Region ist auch bei AtCLIC vorhanden und beinhaltet 9

solcher Aminosauren.

AtCLIC MALEICVKAAVGAPDHLGDCPFSQRALLTLEEKSLTYKIHLINLSDKPQWFLDISPQGKVPV 62
+E VKA +G+CPFSQR + L K +T+ + ++ + o+ + P G++P
CLIC1 MAEEQPQVELFVKAGSDGAK-IGNCPFSQRLFMVLWLKGVTEFNVTTVDTKRRTETVQKLCPGGQLPF 66
*
AtCLIC LKIDDKWVTDSDVIVGILEE-———- KYPDPPLKTPAEFASVGSNIFGTFGTFLKSKDS—— 115
L + TD++ I LE +YP PE + G +IF F ++K+ +
CLIC1 LLYGTEVHTDTNKIEEFLEAVLCPPRYPKLAALNP-ESNTAGLDIFAKFSAYIKNSNPAL 125
AtCLIC NDGSEHALLVELEALENHLKS——-————————————— HDGPFIAGERVSAVDLSLAPKLY 159
ND E LL L+ L+N L S F+ G ++ D +L PKL+
CLIC1 NDNLEKGLLKALKVLDNYLTSPLPEEVDETSAEDEGVSQRKFLDGNELTLADCNLLPKLH 185
* ° *
AtCLIC HLQVALGHFKSWSVPESFPHVHNYMKTLFSLDSFEKTKTEEKYVISGWAPKVNP
+QV ++ +++PE+F VH Y+ ++ + F T A+ +
CLIC1 IVQVVCKKYRGFTIPEAFRGVHRYLSNAYAREEFASTCPDDEEILPKLHIVELAYEQVAKALK

Abb. 9: Sequenzvergleich der Proteine AtCLIC aus A. thaliana und CLIC1 aus H. sapiens.

Die Doménen von CLIC1, die fiir die Kanalfunktion wichtig sind, sind markiert: kursiv =GSH-Bindestelle mit katalytischem
Cystein (I ), fett= prolinreiche Region, unterstrichen = putative Transmembrandoméne, ® Ser/Thr- Doméne fiir
Helixkapping, * Strukturell wichtige Aminosiuren. Der Aminosiurevergleich wurde durch das BLAST-Programm (NCBI)
erstellt.
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Einige einzelne Aminosduren, die bei CLIC1 strukturelle Funktionen besitzen (Harrop et al.
2001), wie das Gly-171 oder das Pro-66, finden sich auch bei AtCLIC. Die Aminosiure Thr-
175 von CLIC1 gehort zu einem wichtigen Helix-Capping-Motiv am terminalen Ende von
Helix 6. Dieses Threonin kann in diesem Motiv auch durch ein Serin ausgetauscht sein
(Cromer et al. 2002), wie es bei AtCLIC der Fall ist. Der konservierte Asparaginsiurerest an
Stelle 178 von CLIC1 dient der N-terminalen Helix-Capping-Interaktion (Cromer et al. 2002).
Des Weiteren sind in Abbildung 9 die putativen Transmembrandoménen beider Proteine
gezeigt. Ein Protein, das in der Membran vorliegt, zeigt im Normalfall einen Bereich, der
hauptséchlich hydrophob ist, da dieser von den Lipiden der Membran umgeben ist. Fiir
CLIC1 wurde eine einzelne a-helicale Transmembrandomine zwischen Cys-24 und Val-46
(Tonini et al. 2000) vorhergesagt. Die Transmembrandomine des Proteins AtCLIC basiert auf
dem Vorhersage-Algorithmus des Computerprogramms TMpred (EMBnet). Diese putative
Transmembrandoméne von AtCLIC liegt nicht in der gleichen Region des Proteins, die fiir
CLIC1 angegeben wird. Von weiteren Transmembran-Vorhersageprogrammen TMHMM
(TMHMM Server v. 2.0. Prediction of transmembrane helices in proteins) und DAS (Dense
Alignment Surface method; transmembran prediction server) wird keine
Transmembrandomine in AtCLIC angegeben. Auf der Basis dieser Vorhersagen ist es daher
nicht mdglich zu entscheiden, ob AtCLIC eine Transmembrandoméne besitzt. Es besteht die
Moglichkeit, dass, wie auch im Falle von CLIC1, die Membraninsertion eher von den
Eigenschaften eines Dimers bestimmt wird (Littler et al. 2004).

Einige Bereiche des Proteins CLIC1 sind bei AtCLIC nicht zu finden, wie der negative Loop
(Stelle 147-163 bei CLIC1) und ein strukturelles Glycin an Stelle 39 (Littler et al. 2003).

3.1.2 Phylogenetischer Baum

Innerhalb des Tier- und Pflanzenreichs gibt es viele Proteine, die eine dhnliche

GST-Faltung wie AtCLIC besitzen. Im aktiven Zentrum tragen diese entweder ein Cystein
oder ein Serin (personliche Mitteilung Paul Curmi). Im folgenden phylogenetischen Baum
(Abb. 10) sind einige dieser Proteine beriicksichtigt. Unter ihnen sind die anderen drei
Vertreter der Klasse der DHARSs aus A. thaliana; sie sind die die am nahesten verwandten
Proteine zu AtCLIC und weisen entsprechend die hochste Identitdt mit diesem auf (Abb. 10).
AuBerdem sind einige Vertreter andere GST-Klassen aus A. thaliana und die Proteine der
CLIC-Familie aus H. sapiens beriicksichtigt. Die verwandtschaftliche Bezichung dieser

Proteine ist gemischt. Man findet, sowohl aus der Familie der GSTs (GSTZ2) als auch aus der
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Familie der humanen CLICs (HsCLIC6), sehr nahe Verwandte zu AtCLIC. Auch auf den
weiter entfernen evolutiondren Asten findet man Vertreter der CLICS (Hs_p64) und der GSTs
(AtGSTF4). Die CLICs und die GSTs sind also sowohl mit AtCLIC, als auch untereinander

verwandtschaftlich verbunden.

|: AtDHAR3

AtDHAR2
AtDHAR4

AtGSTZ2
HsCLICG

: AtGSTZA
' AtGSTA1
AtGSTL2

HsCLIC3
AGSTL1
| AtGSTTE1
AGSTF1

4| — AtGSTF2

L AGSTF3

HsCLIC1
; HsCLIC4
. HsCLICS

AtGSTF4
—l r Hs_p64
IHsCLIC2

Abb. 10: Phylogenetischer Baum der DHARSs und anderer Mitglieder der GST-Familie aus A. thaliana und der CLIC-Familie
aus H.sapiens.

Der Baum wurde mit dem Clustal W-Algorithmus (NCBI) erstellt. Legende der beriicksichtigten Proteine mit Genbank
Nummern in Klammern:

Aus A. thaliana: AtCLIC (AAF98403), AtDHAR2 (AB0266619), AIDHAR3 (AC025814), AtDHAR4 (AL391147), At
GSTZ1 (AC005312), AtGSTZ2 (AC005312), AtGSTA1 (AC000348), AtGSTLI (AJ131580), AtGSTL2 (AL132970),
AtGSTTE1 (AJ131580), AtGSTF1 (X68304), AtGSTF2 (X75303), AtGSTF3 (D17672), AtGSTF4 (D17673); aus Homo
sapiens: Hs_p64 (AAD26136), HsClicl (NM_001288), HsCLIC2 (CAA03948), HsCLIC3 (095833), HsCLIC4 (Q9Y696),
HsCLIC5 (AAF66928), HsCLIC6 (AAL24813)

Beim Vergleich der numerischen Sequenzéhnlichkeiten bietet sich allerdings ein anderes Bild
(siche Tabelle 2). Alle Vertreter der CLIC Familie besitzen Identitdt zwischen 25 — 21 % zu
AtCLIC. Die GSTs aus dem gleichen Organismus zeigen eine geringere Identitdt von

21-16 %. Auf Basis der Identititen konnte man AtCLIC daher eher der Gruppe der CLICs

zurechnen, als den GSTs.
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Tab. 2: Tabelle der prozentualen Identitéten zwischen AtCLIC und Proteinen aus den Familien der GSTs aus A. thaliana und
der CLICs aus H. sapiens.
Das Alignment wurde mit dem ClustalW-Algorithmus (NCBI) erstellt. Legende der beriicksichtigten Proteine mit Genbank
Nummern sieche phylogenetischer Baum (Abb. 10)

DHAR aus % Identitét zu CLIC aus % Identitét zu GST aus % Identitét zu
A.thaliana AtCLIC H.sapiens AtCLIC A.thaliana AtCLIC
AtDHAR3 75 Hs p64 25 AtGSTZ2 21
AtDHAR?2 66 HsCLIC2 25 AtGSTALI 20
AtDHAR4 66 HsCLIC1 24 AtGSTF4 19
HsCLIC3 23 AtGSTZ1 18
HsCLIC4 23 AtGSTF3 17
HsCLICS 22 AtGSTLL1 17
HsCLIC6 21 AtGSTL2 17
AtGSTEL 17
AtGSTF2 16
AtGSTF1 11

3.2 Elektrophysiologische Charakterisierung von AtCLIC

3.2.1 Messungen an HEK293 pEGFP-AtCLIC

3.2.1.1 Cell-attached-Messungen mit 140 mM TEA-Chlorid

Von CLIC1 ist bekannt, dass der Kanal bei transient transfizierten Sédugerzellen in der

Plasmamembran elektrisch zu messen ist. Um das Proteins AtCLIC auf eine mogliche

Kanalaktivitdt zu tiberpriifen, wurde das heterologe System HEK293-Zellen gewihlt.
Dazu wurden HEK293-Zellen, die mit pEFGP- AtCLIC transfiziert waren und so das

Fusionsprotein AtCLIC::GFP exprimierten, auf ihre Membranleitfahigkeit getestet. Durch das

GFP im Fusionsprotein fluoreszierten diese Zellen im UV-Licht und waren so leicht von

untransfizierten Zellen zu unterscheiden. Auch Kontrollzellen wurden gemessen, die mit dem

leeren Vektor pEFGP transfiziert waren und somit nur GFP exprimierten. Zur Registrierung

von Kanalaktivitdten wurde ein Membranpatch in der Cell-attached-Konfiguration mit Hilfe

eines Stufenprotokolls (Haltspannung: 0 mV, in Schritten von 25 mV bis zu Testspannungen

von -125 und +125 mV) vermessen (Abb.11 A). Da davon ausgegangen wurde, dass es sich

bei AtCLIC um ein Homolog zu CLIC1 handelt, wurden die meisten Messungen in der

vorliegenden Arbeit mit Losungen durchgefiihrt, die Chlorid als einziges Anion enthalten. Ob

noch weitere Anionen oder auch Kationen geleitet werden, wurde nicht untersucht. Aus
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diesem Grunde konnen nur Aussagen iiber die Chloridleitfahigkeit des Proteins gemacht
werden.

Abbildung 11 zeigt die Stromantworten der Kontrollzellen, die mit dem leeren Vektor pEGFP
transfiziert wurden (Abb. 11 B) und der pEGFP-AtCLIC transfizierten Zellen (Abb. 11 C) auf
das Standardpulsprotokoll (Abb. 11A). Der Unterschied der Stromantworten der
Kontrollzellen und der AtCLIC exprimierenden Zellen ist gut zu erkennen.

Die Kontrollzellen mit freiem GFP zeigten iiber den gesamten Spannungsbereich einen hohen
Widerstand. Dies steht mit der aus der Literatur bekannten niedrigen Leitfdhigkeit der
HEK293 Zellen im Einklang (Yu et al. 1998). Endogene Kaliumstrome der Zellen wurden
zusitzlich durch Zugabe des Kaliumkanalblockers TEA als Kation geblockt.
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Abb. 11: Cell-attached-Messungen an einer représentativen HEK293 pEGFP-AtCLIC Zelle und einer Kontrollzelle mit

140 mM TEA-Chlorid in der Pipettenldsung.

Standard Stufenprotokoll (A): Haltespannung 0 mV, Testspannungen in Stufen von 25 mV zwischen +125 und -125 mV;
Stromantworten einer HEK293-Kontrollzellen, die nur mit dem leeren Vektor pEGFP transfiziert wurde (B) und einer
HEK?293 pEGFP-AtCLIC-Zelle (C); Strom/Spannungs-Kennlinien (D) der Kontrollzellen und der mit AtCLIC transfizierten
Zellen; E: Vergleich der mittleren stationdren Strome von HEK pEGFP (n=11) und HEK pEGFP-AtCLIC (n=15)

+ Standardabweichung (SD) bei +125 mV und -125 mV; Badlosung a, Pipettenldsung c (siehe Punkt 2.6.2)
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Ein grofler Teil (ca. 70 %), der mit dem Fusionsprotein AtCLIC::GFP transfizierten Zellen
zeigte eine zusdtzliche Leitfahigkeit (11C) im Vergleich zu den Kontrollmessungen. Bei den
transfizierten Zellen flossen ein geringer Strom in Auswirtsrichtung und ein grofBerer in
Einwértsrichtung. Die Kinetik der Leitfahigkeit ist zweiphasig. Neben dem raschen
instantanen Strom zeigt sich eine trige Komponente, die mit zunehmend negativer Spannung
steigt.

Die Einwirtsrektifizierung der durch AtCLIC induzierten Leitfdhigkeit zeigt sich auch
deutlich in den I-V-Beziehungen (Abb. 11 D). Dabei kann man erkennen, dass bei Zellen, die
AtCLIC exprimieren, bei einer Spannung von -125mV ein stationdrer Strom von bis zu

380 pA iiber die Membran flief3t; bei den Kontrollzellen fliefit bei der gleichen Spannung nur
ein sehr geringer Strom von ca. 20 pA.

Der Unterschied der auswirts- und einwértsgerichteten Leitfdhigkeit ist in Abbildung 11 E
dargestellt. Bei einer Spannung von 125 mV flie3t nur 75 pA Strom, wohingegen bei -125mV
die Sfache Menge an Strom (380pA) abzulesen ist.

Das gemessene Umkehrpotential des Stromes liegt bei 0 mV. Da diese Messungen jedoch in
der Cell-attached-Konfiguration durchgefiihrt wurden, muss zur Testspannung noch die
freilaufende Membranspannung addiert werden. Diese betrigt ca. -40 mV

(gemessen -41 = 3 mV). Damit liegt das Umkehrpotential etwa in dem Bereich, der fiir
Chlorid-Anionen unter den gewihlten Bedingungen (140 mM in Pipettenlésung, 5-20 mM in
Cytoplasma) zu erwarten war (siehe Tabelle 3).

In Tabelle 3 sind die nach Nernst berechneten Umkehrpotentiale fiir die in der Losung

vorhandenen Ionen angegeben.

Tab. 3: Berechnete Umkehrpotentiale der relevanten Ionen fiir die benutzen Messlosungen.
Die Potentiale wurden nach der Nernst-Gleichung berechnet.

Im Cytosol der Zelle In der Pipettenlosung Umkehrpotential
[mM] [mM] [mV]

Cr 15 142,8 /16,8 -59/-2

TEA" 0 140 + o

Mg?*" 2 1 -8,7

Ca’ 0,001 1,8 +94

K" 100 0 -0
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3.2.1.2 Inhibierung mit 1AA-94

Die Kanile der CLIC-Familie zeichnen sich durch eine hohe Empfindlichkeit gegeniiber dem
Kanalblocker IAA-94 aus (Warton et al. 2002). Aus diesem Grunde wurde versucht, den
Strom durch AtCLIC mit dieser spezifischen Substanz zu blockieren.

Dazu wurde transfizierten Zellen, die den zu untersuchenden Strom aufwiesen, 1 mM des
Anionenkanalinhibitors {iber das Badmedium appliziert. Das Medium war auf einen leicht
sauren pH von 6 eingestellt um zu gewihrleisten, dass ein Teil des Inhibitors (pK 4,7) in
protonierter Form durch die Plasmamembran diffundieren kann. Im Cytosol (pH 7,4)
angelangt wird er dann wieder deprotoniert und kann so seine Wirkung entfalten. Nach
Berechnungen mit Hilfe der Henderson-Hasselbach-Gleichung sollte sich unter den gewéhlten
Bedingungen eine Konzentration von etwa 100 uM der Substanz im Inneren der Zelle
einstellen. Das entspricht der Konzentration, die laut Warton et al. (2002) bei CLIC1 eine

deutliche Inhibierung hervorrief.
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Abb. 12: Cell-attached-Messungen an HEK293 pEGFP-AtCLIC Zellen unter Zugabe des Blockers IAA-94.

A, Reprisentative Strom/Spannungs-Kennlinie der AtCLIC vermittelten Leitfahigkeit bei Vorhandensein des
Anionenkanalinhibitors IAA-94. Die cytoplasmatische Konzentration betrug ca. 100 pM IAA-94. Einzelne Spuren zeigen
den zeitlichen Verlauf der Inhibierung an; B, Verlauf ausgewéhlter Spuren der originalen Stromantworten der in A gezeigten
Zelle bei -125 mV nach 0, 1, 7, 13 und 19 Minuten nach Zugabe von IAA-94; C, Verlauf der Abnahme der Leitfahigkeit bei
einer Spannung von -125 mV mit der Zeit. Beriicksichtigt sind hier drei unterschiedliche Zellen.

Badlosung b (mit 1 mM [AA-94); Pipettenldsung ¢
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Der AtCLIC induzierte Strom in HEK293-Zellen konnte unter den beschriebenen
Bedingungen deutlich inhibiert werden (siche Abb. 12). Bei der gezeigten Messung war nach
10 min nur noch etwa 25 Prozent des Einwértsstromes vorhanden. Der Auswértsstrom nahm
etwas schwicher ab; nach 10 min waren noch etwa 50 % des Ausgangsstromes (0 min)
vorhanden. Die Leitfahigkeit nahm von 16 nS auf 9 ns ab. Diese Ergebnisse konnten durch

drei weitere Versuche verifiziert werden.

3.2.1.3 Cell-attached-Messungen mit 14 mM TEA-Chlorid

Beim beobachteten Anstieg der Leitfahigkeit bei AtCLIC exprimierenden Zellen gegeniiber
den Kontrollzellen konnte es sich theoretisch sowohl um Anionen als auch um
Kationenstrome handeln. Die “Auswirts*“-Stromkomponente konnte durch Anionen-Influx
(hier Chlorid-Einstrom) oder einen Kationen-Efflux zustande kommen.

Um dies zu iiberpriifen wurde die Chloridkonzentration im Pipettenmedium um den Faktor 10
(von 140 mM auf 14 mM) gesenkt. Wie in Abbildung 13 A und B zu sehen ist, war zu
beobachten, dass die Einwértsstrome gleich blieben, die Auswirtsstrome bei +125 mV aber
um Faktor 4 (von 125 pA auf 30pA) vermindert wurden. Dies ist auch in der I-V-Beziehung
der instantanen Strome deutlich zu erkennen. Der verringerte instantane Strom in der
Auswirtsrichtung bei 14 mM TEA ist noch gro3er als der Strom der Kontrollzellen, die mit
dem leeren Vektor pEGFP transfiziert waren. Die Leitfdhigkeit G, nahm um den Faktor 5
(von 1,6 nS auf 0,3 nS) ab. Da sich der Ionen-Influx mit der Chlorid-Konzentration im
Aussenmedium dnderte, kann davon ausgegangen werden, dass der beobachtete Strom von
Anionen getragen wurde. Der Chlorid-Efflux blieb erwartungsgemaiss davon unberiihrt. Des
Weiteren war zu beobachten, dass es zu einer Verschiebung der Umkehrspannung zu
positiveren Spannungen (ca. 25 mV) kommt. Unter den gewéhlten Versuchsbedingungen mit
einer Verminderung der Chloridkonzentration um den Faktor 10 wére nach Nernst eine
Verschiebung um 60 mV zu erwarten gewesen.

Dies deutet darauf hin, dass nur eine geringe Selektivitdt fiir Chloridionen besteht.
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Abb. 13.: Cell-attached-Messungen an HEK293 pEGFP-AtCLIC Zellen mit 14 bzw. 140 mM TEA-Chlorid in der
Pipettenlosung.

Reprisentative Stromantwort einer HEK293 pEGFP-AtCLIC-Zelle , die mit 140 mM TEA-Chlorid (A) oder mit 14 mM
TEA-Chlorid (B) in der Pipettenlosung gemessen wurde; C, Mittlere Strom/Spannungs-Kennlinien der AtCLIC vermittelten
Leitfahigkeit an HEK293 pEGFP-AtCLIC-Zellen (+ SD), gemessen mit Pipettenlosungen mit unterschiedlichen
Chloridkonzentrationen: 14 mM (n=12) und 140 mM TEA-Chlorid (n=15). Die Linie mit den kleinen Symbolen zeigt die
I/V-Kurve der Kontrollzellen (transfiziert mit dem leeren Vektor pEGFP) mit 140 mM Chlorid gemessen, an (n=11).
Badlésung a, Pipettenlosung ¢ (mit 140 mM TEA-Chlorid) bzw. d (mit 14 mM TEA-Chlorid).
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3.2.1.4 Cell-attached-Messungen mit 140 mM TEA-Acetat

Um die Selektivitidt des Anionenkanals AtCLIC fiir Chloridionen zu untersuchen, wurde das
Chlorid gegen die gleiche Menge eines viel grofleren Anions, Acetat, ausgetauscht. Dieses
sollte aufgrund seiner Grosse schwerer durch den Kanal in die Zelle einfliessen konnen. Als

Kation diente weiterhin TEA, um die Blockierung der Kaliumkanile zu gewéhrleisten.
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Abb. 14: Cell-attached-Messungen an HEK293 pEGFP-AtCLIC Zellen mit unterschiedlichen Anionen (Acetat und Chlorid)
in der Pipettenlsung.

Représentative Stromantwort einer HEK293 pEGFP-ATCLIC-Zelle , die mit 140 mM TEA-Chlorid (A) oder mit 140 mM
TEA-Acetat (B) in der Pipettenldsung gemessen wurde; C, Mittlere Strom/Spannungs-Kennlinien

(+ SD) der AtCLIC vermittelten Leitfahigkeit von HEK293 pEGFP-N2-AtCLIC-Zellen, gemessen mit unterschiedlichen
Anionen im Pipettenmedium AufBerdem ist die Kennlinie der Kontrollzellen (transfiziert mit dem leeren Vektor pEGFP) mit
140 mM Chlorid gemessen, gezeigt. Badlosung a, Pipettenldsung ¢ (mit 140 mM TEA-Chlorid) bzw.

e (mit 140 mM TEA-Acetat).
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Wie in Abbildung 14 zu sehen, ist die Stromantwort der HEK293 Zellen, die mit pEGFP-
AtCLIC transfiziert waren, mit TEA-Acetat (Abb. 14 B) in der Messlosung geringer als die
bei TEA-Chlorid (Abb.14 A).

Auch in der I-V-Beziehung (Abb. 14C) ist zu erkennen, dass nur wenige Acetat-lonen in die
Zelle einfliessen. Der Ionen-Influx ist im Vergleich zu den Messungen mit TEA-Chlorid bei
der Spannung 125 mV um den Faktor 5 kleiner. Er iibertrifft jedoch das Niveau der
Kontrollzellen, die mit dem leeren Vektor pEGFP transfiziert waren.

Der Einwiértsstrom bei TEA-Acetat in der Messlosung ist im Vergleich zu Messungen mit
TEA-Chlorid bei einer Spannung von -125 mV um die Hélfte verringert. Da sich in der Zelle
kein Acetat befindet, handelt es sich bei diesem Strom um Efflux von Chloridionen. Die
Tatsache, dass auch dieser verringert ist, konnte auf eine Blockierung der Kanéle durch das

grosse Anion Acetat zuriickzufiihren sein.

3.2.1.5 Whole-cell Messungen mit 140 mM TEA-Chlorid

Der Durchmesser des Membranflecks unter der Pipette, dessen Proteine bei den
Cell-attached-Messungen gemessen werden, betrdgt ca. 1um. In dieser Anordnung werden
nur die Proteine gemessen, die sich auf diesem Membranareal befinden. Bei Whole-cell-
Messungen hingegen werden alle Kanalproteine, die sich in der Plasmamembran der Zelle
befinden, gleichzeitig gemessen.

Auch in der Whole-cell-Konfiguration wurde ein Stufenprotokoll genutzt, mit dessen Hilfe die
Zellen von einer Haltspannung von 0 mV in Schritten von 10 mV zu Testspannungen
zwischen -40 mV und 80 mV geclampt wurden (Abb. 15 A).

Diese Messungen wurden mit unterschiedlichen Chloridkonzentrationen (14 mM und

140 mM TEA-Chlorid) in der Pipettenlosung an HEK293 pEGFP-ATCLIC durchgefiihrt. Als
Kontrollen dienten HEK293 Zellen, die mit dem leeren Vektor pEGFP transfiziert waren
(Abb. 15 B). Die Kontrollzellen HEK293 pEGFP zeigten iiber den gesamten
Spannungsbereich einen geringen, mit der Spannung leicht zunehmenden Strom von bis zu
500 pA bei 80 mV. Die AtCLIC exprimierenden Zellen zeigten eine AtCLIC vermittelte
Leitfahigkeit, die mit der Spannung stark zunahm und bei 80 mV bis zu 2200 pA betrug

(Abb. 15 E). Die Kinetik der Stromantwort war mit 14 mM (Abb. 15 C) und 140 mM (Abb.
15 D) TEA-Chlorid in der Pipettenldsung gleich. Auch die Hohe des Stromes (1149 bis zu 2200
pA , 114 bis zu 2000 pA ) und die Leitfahigkeit (G14=9 nS , Gj49=15 nS) waren bei 140mM
und 14mM TEA-Chlorid im Pipettenmedium sehr dhnlich.
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Die Kennlinien der Whole-cell-Messungen dhneln stark derjenigen aus den Cell-attached-

Messungen: Die Stromantworten beider Messkonfigurationen zeigten eine zweiphasige

Kinetik, die aus einer sehr raschen Komponente und einer trigen, zeitabhdngigen

Komponente besteht. Die I-V-Kennlinien zeigen in beiden Féllen eine Einwértsrektifizierung.

Bei der Verringerung der Konzentration der Chloridionen von 140mM auf 14mM wiére eine

Verschiebung des Umkehrpotentials um 60mV zu erwarten gewesen. Die Tatsache, dass trotz

dieser Konzentrationsédnderung keine Verschiebung zu finden ist, spricht dafiir, dass der

Kanal AtCLIC nicht selektiv fur Chlorid ist.
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Abb. 15: Whole-cell-Messungen an HEK293 pEGFP-AtCLIC Zellen mit 14 mM bzw. 140 mM TEA-Chlorid in der

Pipettenldsung.

A, Stufenprotokoll . Haltespannung 0 mV, Testspannungen in Stufen von10 mV zwischen -40 und 80 mV;

Stromantwort von HEK293-Kontrollzellen, die nur mit dem leeren Vektor pEGFP transfiziert waren (B);
Stromantworten einer reprasentativen HEK293 pEGFP-AtCLIC-Zelle, die mit 14 mM TEA-Chlorid (C) oder mit 140 mM

TEA-Chlorid (D) in der Pipettenldosung gemessen wurden; E, Mittlere Strom/Spannungs-Kennlinien der AtCLIC vermittelten
Leitfihigkeit von HEK293 pEGFP-N2-AtCLIC-Zellen (£SD). Gemessen wurden HEK293-Zellen, die mit pEGFP-AtCLIC
und Kontrollzellen (n=17), die mit dem leeren Vektor transfiziert waren. Die Pipettenldsung enthielt 14 mM (n=5) bzw. 140
mM (n=7) TEA-Chlorid. Badlosung a, Pipettenlosung g (mit 140 mM TEA-Chlorid) bzw. f (mit 14 mM TEA-Chlorid)
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3.2.2 Cell-attached-Messungen an HEK293 pIRES-EGPF-AtCLIC

Um neben den Kontrollzellen mit freiem GFP einen weiteren Nachweis zu haben, dass es sich
bei der beobachteten Zunahme der Leitfahigkeit nicht um ein Artefakt des Vektors oder eine
Reaktion auf ein fehlgefaltetes Protein handelt, wurde das Gen fiir AtCLIC in einen weiteren
Saugervektor kloniert. Es handelte sich dabei um pIRES-EGFP, einen bicystronischen
Vektor. Durch dessen speziellen Aufbau werden die auf dem Vektor vorhandenen Gene

(AtCLIC und GFP) zusammen abgelesen, aber einzeln exprimiert.
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Abb. 16: Cell-attached Messungen an HEK293 pEGFP-AtCLIC und HEK293 pIRES-AtCLIC Zellen mit 140 mM
TEA-Chlorid in der Pipettenldsung.

Représentative Stromantworten einer HEK293-Zelle , die mit pEGFP-ATCLIC (A) oder mit pIRES-EGFP-AtCLIC (B)
transfiziert waren; C, : Mittlere Strom/Spannungs-Kennlinien (=SD) von HEK293-Zellen, die mit pIRES-EGPF-AtCLIC
(n=9) oder pEGFP-ATCLIC (n=15) transfiziert waren. Badlésung a, Pipettenldsung c.
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Dadurch ist in transfizierten Zellen GFP als Marker fiir die Transfektion vorhanden, jedoch
nicht mit dem Zielprotein AtCLIC fusioniert.

Dies hat den Vorteil, dass eine mogliche sterische Behinderung der korrekten Faltung durch
die Fusion mit dem doch sehr grossen Protein GFP vermieden wird. Dieser Vektor wurde
dann in HEK293-Zellen gebracht und die Leitfahigkeit dieser Zellen gemessen.

Dabei kann, wie in Abbildung 16 gezeigt ist, beobachtet werden, dass die Strom-Spannungs-
Kennlinien, die bei der Transfektion mit pIRES-EGPF-AtCLIC entstehen, denen mit pEGFP-
AtCLIC sehr dhnlich sind. Man kann also ausschlielen, dass das Protein AtCLIC durch die

Fusion mit GFP eine Veridnderung in seiner Sekundérstruktur und damit der Funktion erféhrt.

3.2.3 Cell-attached-Messungen an CHO-K1 pEGFP-AtCLIC

Bei der bisher gezeigten Erhohung der Strome in AtCLIC exprimierenden Zellen konnte es
sich neben der AtCLIC vermittelten Leitfahigkeit auch um Verstarkung endogene Stréme der
HEK?293-Zellen handeln. Uberexpression eines heterologen Proteins kann zu einer
Stimulation von endogen vorhandenen Kanélen fiihren. Allerdings wurde eine
Leitfahigkeitsdnderung, wie sie mit AtCLIC zu sehen ist, bei HEK293-Zellen mit noch
keinem anderen Protein beobachtet, obwohl in unserem Labor zahlreiche Kanile in
HEK293-Zellen exprimiert und untersucht worden sind.

Um die Moglichkeit eines Zelllinien-spezifischen Artefakts der HEK-Zellen auszuschlief3en,
wurde das Fusionsprotein AtCLIC::GFP auch in CHO-K1-Zellen exprimiert. Handelt es sich
um eine Verstirkung von endogenen Stromen, so sollten diese aufgrund der verschiedenen
Zellsysteme unterschiedlich ausgeprigt sein. Wird die Leitfdhigkeit durch AtCLIC direkt
verursacht, so sollten in beiden Zellsystemen die gleichen Strome detektierbar sein.

Die Messungen zeigen, dass AtCLIC transfizierte CHO-K1-Zellen Strome zeigen, die
hinsichtlich der Spannungsabhéngigkeit und Kinetik den Stromen in transfizierten HEK-
Zellen sehr dhnlich sind (siehe Abbildung 17). Es scheint sich hier also offenbar um AtCLIC

induzierte Strome zu handeln.
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Abb. 17: Cell-attached-Messungen an HEK293 pEGFP-AtCLIC und CHO-K1 pEGFP-AtCLIC Zellen mit 140 mM TEA-

Chlorid in der Pipettenlosung.

Reprisentative Stromantworten einer HEK293-Zelle (A) und einer CHO-K1-Zelle (B), die mit pEGFP-ATCLIC transfiziert
waren; C, Mittlere Strom/Spannungs-Kennlinien (xSD) von HEK293- und CHO-K1-Zellen die mit pEGFP-AtCLIC oder
dem leeren Vektor (Kontrollen) transfiziert wurden. Badlosung a, Pipettenlosung c.
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3.3 Proteinbiochemische Detektion von AtCLIC in HEK293-Zellen

Um das Vorhandensein des Proteins AtCLIC in der Zelle nachzuweisen und dessen grobe
zelluldre Lokalisation zu untersuchen, wurde die Proteinverteilung mit Hilfe eines
Western-Blots untersucht. Dazu wurden die Plasmide pEGFP-AtCLIC und pEGFP in
HEK293-Zellen eingebracht. Die Zellen mit pEGFP-AtCLIC exprimierten das Fusionsprotein
AtCLIC::GFP, die mit dem leeren Vektor pEGFP dagegen nur GFP.

Durch differzielle Zentrifugation wurde die cytosolische Fraktion, die die 16slichen Proteine
enthilt, von der Membranfraktion mit den membrangebundenen Proteinen getrennt. Beide
Fraktionen (cytosolische und Membran-Fraktion) wurden iiber SDS-Elektrophorese
aufgetrennt.

Der nachfolgende Western-Blot (Abb. 18) mit Anti-GFP-Antikdrpern zeigte bei Konstrukt
pEGFP-AtCLIC eine deutliche Kreuzreaktion mit freiem GFP (27kDa) und einem Protein,
dessen apparente Molmasse mit der berechneten Molmasse des AtCLIC::GFP (50,5kDa)
iibereinstimmte. Der GFP-Antikdrper erkannte das Fusionsprotein sowohl in der
cytosolischen, als auch in der Membranfraktion, was den Schluss zulésst, das das Protein, wie

auch fiir CLIC1 beschrieben, sowohl in geldster als auch in membranstindiger Form vorliegt.

HEK293 HEK293

pEGFP pEGFP-AtCLIC Man s
: [kDa]

C M C M

- 75
AtCLIC::GFP
GFP
-3 —

- 05
20

Abb. 18: Western-Blot der cytosolischen Fraktion (C) und der Membranfraktion (M) aus HEK293 Zellen, die mit den
Konstrukten pEGFP (freies cytosolisches GFP) und pEGFP-AtCLIC (Fusionsprotein AtCLIC::GFP) transfiziert wurden.
Nachweis mit GFP-Antikorper.
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Man kann auch erkennen, dass ein recht grosser Teil des Fusionsproteins in der Zelle in die
Einzelproteine gespalten wurde. In den Fraktionen der Zellen, die nur GFP exprimierten, ist
eine Bande in der Grosse des freien GFPs in der cytosolischen Fraktion zu erkennen, in der

Membran erwartungsgemaf nicht.

3.4 Zellulare Lokalisation von AtCLIC in HEK293-Zellen

3.4.1 Lokalisation mit GFP

Eine weitere Untersuchung zur Membranlokalisation des Fusionsproteins AtCLIC::GFP
wurde mit Hilfe des Confokalen Laserscanning Mikroskops (CLSM) gemacht. Die
Abbildungen 18A und B zeigen den Vergleich zweier HEK293-Zellen, wovon die eine freies
GFP, die andere AtCLIC::GFP exprimierte. Bei beiden Zellen ist der Zellkdrper stark mit
GFP markiert, was bedeutet, dass sowohl das GFP als auch ein groBler Teil des
Fusionsproteins geldst im Cytosol vorliegen. Durch die starke Fluoreszenz ist es nicht
moglich, subzelluldre Strukturen zu erkennen. Allerdings zeigt sich bei Zellen, die das
Fusionsprotein exprimieren, ein markanter Unterschied zu den Kontrollzellen mit freiem
GFP. Bei Zellen mit dem Fusionsprotein sind die Filopodien regelmifig und stark markiert.
Da Filopodien membrandse Strukturen mit sehr wenig Cytosol sind, ist das von uns
berechnete Verhiltnis von Membran zu Cytosol hoher (PM/Cyt=2,25) als beim Zellkorper
(PM/Cyt=0,15). Dieses hohere Verhéltnis zugunsten der Plasmamembran ist besser fiir eine
Lokalisation geeignet, da im Zellkorper die Fluorophore im Cytosol die Fluoreszenz
derjenigen iiberstrahlen, die in der Plasmamembran oder intrazelluliren Membranen sind.
Nach Berechnungen, die diese Verhéltnisse beriicksichtigen, ist ein einzelnes GFP-Molekiil in
den Filopodien 15fach besser zu detektieren, als in der Plasmamembran des Zellkorpers.

Die Membranlokalisation des Fusionsproteins wird weiterhin durch Ergebnisse aus
Intensitétsplots entlang des Durchschnitts durch ein Filopodium bestitigt. Die Fluoreszenz in
Filopodien zeigt eine zweigipfelige Verteilung (Abb. 19D), deren Maxima wahrscheinlich mit
der Lage der Plasmamembran zusammen fallen. Man kann also aufgrund der markierten
Filopodien schliessen, dass, wie schon auf Proteinebene gesehen, zumindest ein Teil des

Fusionsproteins AtCLIC::GFP in der Membran vorhanden ist.
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rel. Signalintensitat

rel. Lange Plot B

Abb. 19: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von HEK293-Zellen, die cytosolisches GFP oder das Fusionsprotein
AtCLIC::GFP exprimieren.

A, Zelle, die mit pEGFP transfiziert wurde (cytosolisches GFP); B, Zelle, die mit pEGFP-AtCLIC transfiziert wurde
(Fusionsprotein AtCLIC::GFP), der Pfeil zeigt die Lage der Filopodien an;

C, VergroBerung eines Filopodiums. Die Markierung zeigt den Verlauf des Intensitétsplotes (o — ) in D an;

3.4.2 Colokalisation von GFP und Fm4-64

Um zu zeigen, dass es sich bei den Orten mit hohem GFP-Gehalt wirklich um die
Zellmembranen handelt, wurde eine weitere Versuchsanordnung gewihlt. Zu HEK293-
Zellen, die das Fusionsprotein AtCLIC::GFP exprimierten, wurde der Styrylfarbstoff Fm4-64
in einer Konzentration von 10 uM gegeben. Dieser Farbstoff zeigt im wissrigen Milieu keine
Fluoreszenz. Nach Insertion in die Membran ist er durch starken Gewinn an Fluoreszenz gut
zu sehen (Betz et al. 1992). Deshalb kann er als Membranmarker und zur Colokalisation mit
GFP dienen (Meckel et al. 2004). Bei den Untersuchungen konnte beobachtet werden, dass
sich das Griin des GFP und das Rot des Fm4-64 in der Zellmembran des Zellkdrpers und an
den Filopodien iiberlagerte (Abb. 20A und B). Auch Intensitétsprofile durch die genannten

Bereiche zeigten eine deutliche Colokalisation der beiden Fluoreszenzen (Abb. 20C und D).
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Die Ergebnisse dieser Untersuchungen bestirken die Vermutung, dass AtCLIC zum Teil in

der Membran lokalisiert ist.
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Abb.20: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer HEK293 pEGFP-AtCLIC Zelle, die mit dem Styrylfarbstoff Fm4-64
comarkiert wurden und deren Intensitétsplots.
A, HEK293 pEGFP-AtCLIC Zelle, Overlay des roten (FM4-64) und griinen (GFP) Kanals; B zeigt die Vergrosserung eines
einzelnen Filopodiums der Zelle in A. Die Linien (0. — 3/ y - 8) zeigen den Verlauf der Intensitatsplots in C und D an; C,

Intensitétsplot durch die Zelle in A; D, Intensitétsplot durch Filopodium in B

3.5 Aufreinigung von AtCLIC aus Escherichia coli

Zur Expression und Aufreinigung des Proteins AtCLIC wurde das codierende Gen in den

E.coli-Expressionsvektor pQE31 kloniert. Dieser Expressionsvektor trigt die

Codierungssequenz fiir einen His-Tag, der fiir die Aufreinigung des Proteins bendtigt wird.

Mit diesem Konstrukt wurde dann der Expressionsorganismus JM101 transformiert. Die

Aufreinigung geschah in zwei getrennten Ansétzen, nativ und denaturierend (siche Material

und Methoden). Bei beiden Vorgehensweisen wurden die Zellmembranen aufgeldst und die

16slichen Proteine aus dem Cytosol wurden zusammen mit den geldsten membranstindigen
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Proteinen von den Membranresten getrennt. Aus den Membranresten wurden dann mit Hilfe
einer denaturierenden Behandlung mit dem Detergenz Triton X100 die Proteine solubilisiert.
Alle Schritte wurden zweimal durchgefiihrt. Die 8 Fraktionen wurden iiber ein SDS-PAGE-
Gel getrennt und auf einer Membran geblottet. Das Protein wurde mit einem Anti-His-
Antikorper sichtbar gemacht.

Wie in Abbildung 21 zu sehen ist, konnten mit dem nativen Ansatz nur Spuren des Proteins
aufgereinigt werden. Der grossere Teil befand sich noch in den Resten der Membran und
konnte mit dem Detergenz Trition X100 denaturierend herausgeldst werden.

Die Aufreinigung mit denaturierenden Losungen dagegen zeigte schon in der cytosolischen
Fraktion Proteinbanden in der Grésse des Monomers und weitere Proteinbanden, deren
apparente Molmasse genau das Doppelte der AtCLIC-Bande zeigte. Ein Teil des Proteins

blieb auch hier im Pellet zuriick und konnte mit Triton X100 herausgeldst werden.

AtCLIC

Abb. 21: Western-Blot mit Proteinisolation aus AtCLIC transformierten E.coli-Bakterien.

Eluat (Cytosol. Fraktion und geldste Membranproteine) der nativen Priparation (1 & 2), Eluat (Cytosol. Fraktion und geldste
Membranproteine) der denaturierenden Priparation (3 & 4), Eluat der Membranreste der nativen Préparation nach
Behandlung mit Triton X100

(5 & 6), Eluat der Membranreste der denaturierenden Préparation nach Behandlung mit Triton X100 (7 & 8).
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Man kann also sagen, dass im heterologen, prokaryontischen Expressionssystem E.coli-Zellen
der grosste Teil des Proteins membrangebunden vorliegt und nicht, wie bei den
eukaryontischen HEK293-Zellen, im Cytosol. Die Identitét der Proteine in den markierten
Banden wurde durch MALDI-Analyse untersucht. Dabei zeigte sich, dass das Protein mit der
apparenten Molmasse von 50 kDa nicht das Dimer von AtCLIC darstellt. Dass die

Proteinbande bei 25 kDa aus AtCLIC besteht, konnte zweifelsfrei nachgewiesen werden.
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4.Diskussion:

Struktur und Sequenzvergleiche zeigen Ahnlichkeiten zwischen AtCLIC und CLIC1
Mitglieder der Gluthation-S-Transferase (GST) -Superfamilie, zu der auch das untersuchte
Protein AtCLIC gehort, haben eine sehr grosse funktionelle Diversitdt. Neben ihren
Funktionen in der Detoxifikation der Zelle spielen sie ebenfalls eine Rolle beim Transport
einiger Stoffe und fungieren auflerdem als Peroxidasen, Isomerasen, Carrierproteine,
Regulatoren und Inhibitoren. Auch eine Funktion als NO-Carrier und Modulator von
Calciumkanilen (Ryanodin Rezeptoren) hat man nachgewiesen (zusammengefasst in Cromer
et al. 2002). Bei einer solchen Diversitdt der Funktionen, die GSTs ausiiben konnen, und der
Menge an konstitutiv exprimiertem Protein (10 % der Proteinmenge im Cytosol) wére es
durchaus nicht erstaunlich, wenn auch die Funktion als Ionenkanal darunter ware.
Durchmusterungen des Genoms von A. thaliana zeigen, dass es mehrere Gene aus der GST-
Superfamilie gibt, die Ahnlichkeiten mit den tierischen CLIC-Kanilen aufweisen. Das in der
vorliegenden Arbeit untersuchte AtCLIC ist eines von ihnen. Bei der Untersuchung der
Sequenz von AtCLIC findet man konservierte Schliisseldoménen die AtCLIC, ebenso wie alle
Mitglieder der GST- und der CLIC-Familie besitzt. Diese, fiir die Funktion der Proteine
wichtigen (Cromer et al. 2002) Doménen sind:

= cis-Prolin Doméne, die die richtige Geometrie der Bindestelle garantiert,

= eine Asparaginsiure, fiir N-Terminale Helix Capping Interaktion,

= ein Glycin mit strukturellen Funktionen,

= (Cystein-Prolin-Phenylalanin-Motiv das das aktive Cystein oder Serin der Glutathion

Bindestelle beinhaltet,
= Ser/Thr am terminalen Ende der Helix 6, das die Thiolat-Form des gebundenen GSH

stabilisiert.

Im genannten konservierten Cystein-Prolin-Phenylalanin-Motiv besitzen die pflanzlichen
DHARs, darunter AtCLIC, im Gegensatz zu den anderen pflanzlichen GSTs ein Cystein statt
eines Serins. Diese strukturelle Besonderheit weisen nur noch die tierischen CLICs und die
Mitglieder der Omega GSTs auf (Dixon et al. 2002b).

Bei einem direkten Vergleich zwischen AtCLIC aus A. thaliana und CLIC1 aus H. sapiens
findet man neben diesen konservierten Doménen noch weitere Gemeinsamkeiten, wie
beispielsweise eine prolinreiche Region in der Mitte der Proteine. Auch eine hydrophobe

Region, die vermutlich bei CLIC1 die Pore formt, ist bei AtCLIC zu finden.
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Andere Strukturen, deren Funktionen bei CLIC1 noch diskutiert werden, fehlen bei AtCLIC
géinzlich. Zu nennen ist dabei beispielsweise der negative Loop (siehe Abb. 1: Prol147-
GIn164, zwischen a5 und a6), dessen Funktionen beim Einbau der CLICs in die
Plasmamembran diskutiert wird. Obwohl dieser eine wichtige Struktur zu sein scheint, ist er
auch innerhalb der Familie der CLICs nicht iiberall voll zu finden, sondern teilweise bis auf 3

Aminoséuren verkiirzt (Cromer et al. 2002).

AtCLIC zeigt Homologien zu der Familie der tierischen CLICs und den pflanzlichen GSTs
Bei Sequenzvergleichen tiber das ganze Protein findet man zwischen AtCLIC und CLIC1

61 % Ahnlichkeit bzw. 27 % Identitit. Die angegebene Identitit von 27 % scheint nicht sehr
hoch zu sein, aber auch in der Familie der tierischen CLIC:s ist die Heterogenitédt zwischen
den einzelnen Mitgliedern sehr groB. So betrigt die Identitét zwischen CLIC1 und CLICS aus
dem Menschen beispielsweise auch nur 50 %. Vergleicht man CLICs aus Vertebraten wie das
humane CLIC1 mit denen aus Invertebraten wie ECX-4 aus Caenorhabditis elegans, so
betrdgt die Identitdt sogar nur noch 17 %. Innerhalb der Familie der GSTs ist ebenfalls eine
Homologie von nur 10-30 % die Regel (Sheehan et al. 2001).

Als néchste verwandte Proteine der CLICs gelten die pflanzlichen GSH-abhingigen
Dehydroascorbat Reduktasen (DHAR). Unter diesen gelten die GSTs aus Zea mays L . mit

21 % Identitit als die nichsten CLIC-Verwandten mit bekannter Struktur (Harrop et al. 2001).
Das hier untersuchte Protein AtCLIC zeigt sogar noch eine etwas hohere Identitdt zu CLICI.
Zu zwei weiteren humanen Vertretern, CLIC2 und p64, hat AtCLIC sogar 25 % Identitét. Die
geringste Homologie zu einem Vertreter der humanen CLICs hat AtCLIC zu CLIC6 mit 21
%. Dieser Wert gibt gleichzeitig auch die hochste Homologie an, die AtCLIC zu einem
Vertreter der GSTs aus A. thaliana hat (siche Tabelle 2).

Das pflanzliche AtCLIC aus A. thaliana zeigt also eine hohere Homologie zu den CLIC-
Proteinen aus dem Menschen, als zu den anderen GSTs aus A. thaliana. Dies spricht fiir eine

sehr nahe Verwandtschaft und so eine mogliche Kanalfunktion dieses Proteins.

Im phylogenetischen Baum der im Rahmen dieser Arbeit entstanden ist (Abb. 9) kann man
erkennen, dass, neben den anderen drei DHARS aus A. thaliana, sowohl vier Vertreter der
GSTs aus Arabidopsis als auch zwei der menschlichen CLICs zu den sehr nahe verwandten
Proteinen von AtCLIC gerechnet werden konnen. Bei Untersuchungen der phylogenetischen
Verwandtschaft zwischen den DHARs und den Vertretern der anderen pflanzlichen und

tierischen GST-Klassen kamen Dixon et al. (2002) zu einem sehr dhnlichen Ergebnis. Die
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Daten der vorliegenden Arbeit geben daher einen Hinweis darauf, dass es einen gemeinsamen

Vorfahren der pflanzlichen DHARS und tierischen GSTs geben konnte.

Als einer der grofiten Unterschiede zwischen der GST- und der CLIC-Familie wurde lange
angefiihrt, dass CLICs als Monomere vorliegen, GSTs dagegen Dimere bilden. Allerdings
wurden in zwei Féllen auch monomere GSTs gefunden, eine Maleylacetoacetat Isomerase aus
der Klasse der Zeta GSTs (Polekhina et al. 2001) und die Tetrachlorohydroquinon
Dehalogenase (McCarthy et al. 1996). Die GSTs der Beta und Sigma Klasse liegen zwar
dimerisiert vor, jedoch ist die Dimerverbindung extrem polar. Das gilt als Uberbleibsel der
Entwicklung der GSTs aus den monomeren Vorfahren der Thioredoxin-Superfamilie (Cromer
et al. 2002). Nach neuesten Untersuchungen (Littler et. al 2003) kann in der CLIC-Familie
zumindest CLIC1 dimerisieren. Diese Dimere konnen dann einen aktiven Kanal bilden. Ob
AtCLIC ein Dimer bildet, ist noch ungekléart. Es wurde gezeigt, dass AtCLIC unter
Gelfiltrations-Bedingungen nur als Monomer vorliegt (Dixon et al. 2002b).

Eine mogliche Dimerisierung von AtCLIC konnte auf jeden Fall nicht nach demselben
Mechanismus verlaufen wie bei CLIC1: Es wurde nachgewiesen, dass eine Mutation von
Cys24 oder Cys59 zu Serin in CLICI einen Verlust der Funktion und Dimerisierungsfahigkeit
(Littler et al. 2003) bedingt. AtCLIC besitzt an der entsprechenden Stelle von vornherein ein
Serin. Das schlieft eine Funktionsfdhigkeit jedoch nicht aus, denn Cys59 ist nur bei CLIC1 zu
finden. In allen anderen CLICs befindet sich an dieser Stelle ein Alanin (Littler et al. 2003),

das ebenfalls nicht in der Lage ist, mit Cystein eine Disulfidbriicke zu bilden.

Zellen, die AtCLIC exprimieren, zeigen eine erhdhte Membranleitfahigkeit.

Aus den Daten ist zu ersehen, dass AtCLIC eine Membranleitfahigkeit in der Saugerzelllinie
HEK?293 induziert. Die Leitfahigkeit besitzt eine starke einwértsgleichrichtende Komponente.
Die Kinetik der Stromantworten zeigt Zweiphasigkeit mit einer schnellen und einer tragen,
zeitabhingigen Komponente.

Die gleiche Leitfahigkeit zeigte sich auch bei Transfektion der Zellen mit einem weiteren
Vektor (pIRES-AtCLIC) der ebenfalls AtCLIC trug. Bei Kontrollzellen, die nur mit GFP
transfiziert wurden, zeigte sich eine solche Membranleitfahigkeit nie. Auch Transfektion einer
weiteren Zelllinie (CHO-K1) mit AtCLIC fiihrte zu einer erhohten Leitféhigkeit, die der in
HEK?293-Zellen entsprach. Diese Versuche legen nahe, dass es sich bei der AtCLIC
induzierten Leitfahigkeit nicht um ein Artefakt von GFP, des Vektors oder der Zelllinie
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handelt. Allerdings konnte nicht vollstdndig geklart werden, ob AtCLIC alleine den Kanal
bildet. Es wire auch moglich, dass das Protein nur Teil eines Kanals ist oder endogene Kanile
aktiviert. Dies ist zwar aufgrund der sehr dhnlichen Stromantworten in unterschiedlichen
Zelllinien unwahrscheinlich, jedoch nicht unmdglich. Bis vor kurzem war auch bei der CLIC
Familie nicht klar, ob die Proteine selbst eine Ionenleitfahigkeit aufweisen, oder nur die
Aktivitdt endogener Kandle modulieren. Die Kanalaktivitit von CLIC1 wurde erst durch
Messungen an planaren Bilayern gezeigt, wo die rekonstituierten Proteine in
Phospholipidvesikeln funktionelle Kanile bilden kdnnen, deren Strome denen in Zellen, die
CLIC natiirlich exprimieren, sehr dhnlich sind (Warton et al. 2002; Ashley 2003). Eine solche
Vorgehensweise konnte auch bei AtCLIC sicher kldren, ob die beobachtete Erhohung der
Leitfahigkeit in HEK293- und CHO-K1-Zellen bei Expression von AtCLIC wirklich auf einer

Kanalfunktion dieses Proteins begriindet ist.

Die Stromantworten von AtCLIC exprimierenden Zellen wurden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit sowohl in der Cell-attached- als auch in der Whole-cell-Konfiguration
gemessen. Da in den Cell-attached-Messungen nur die Kanéle im Zellpatch unter der Pipette
gemessen werden, sollte bei der Messung in der Ganzzell-Konfiguration entsprechend mehr
Strom flieBen, da alle Kanile, die sich in der Zellenmembran befinden, bei dieser Messung
erfasst werden.

Die Steigerung des Stromes zwischen dem gemessenen Zellpatch (ca. 350 pA) in der Cell-
attached-Konfiguration und der ganzen Zelle (2500 pA) in der Whole-cell-Konfiguration
betrdgt etwa das 7fache. Die Flache der gemessenen Membran der ganzen Zelle betragt
anndhernd das 100-200fache des Patches. Fiir diese Erhohung der Membranfliche ist die
Stromzunahme ungewdhnlich gering. Dies spricht, genau wie die Tatsache, dass bei den
Cell-attached—Messungen nur bei etwa 70 % der Zellen Strome gemessen wurden dafiir, dass
es nur wenige Kanile gibt oder diese in der Membran geclustert vorliegen und sich so in 30 %
der Fille kein Kanal im gemessenen Zellpatch befand. Aber auch unter Beriicksichtigung
dieser Moglichkeiten, ist die 7fache Zunahme des Stromes bei einer so grossen Zunahme der
beriicksichtigten Membranfldche recht gering. Es besteht auch die Mdglichkeit, dass, dhnlich
wie bei CLIC1, der Kanal bei Whole-cell-Messungen aufgrund von fehlenden Faktoren, die
bei der Perfusion mit der Pipettenldsung ausgewaschen wurden, nicht mehr in die Membran

eingebaut wird (M. Mazzanti, personliche Mitteilung) oder sogar ein Ausbau erfolgt.
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AtCLIC exprimierende Zellen zeigen Membranleitfahigkeit. Die Cell-attached-Messungen
lassen jedoch nur auf eine sehr geringe, die Whole-cell-Messungen auf keinerlei
Chloridselektivitit schliessen. Der humane Kanal CLICI1 ist jedoch selektiv fiir Chlorid
(Tulk et al. 2000). Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeiten wiire jedoch auch eine
funktionelle Ahnlichkeit zu erwarten. Es besteht die Mdglichkeit, dass sich die Selektivitit
des tierischen Kanals erst im Laufe der Evolution entwickelt hat, wihrend diese
Spezialisierung bei dem pflanzlichen Protein AtCLIC unterblieben ist. Eine weitere
Moglichkeit wire, dass eine Selektivitit besteht, diese aber von Zellfaktoren abhingig ist, die
durch die Versuchsanordnung der Whole—cell-Messungen bei der Perfusion der Zelle
ausgewaschen wurden. Dafiir wiirde sprechen, dass in der Cell-attached-Konfiguration eine
geringe Chloridselektivitdt zu erkennen ist, die bei der Whole-cell-Konfiguration vollig
verschwindet. Um die Selektivitit des Proteins AtCLIC ndher zu untersuchen, wiren
Einzelkanaluntersuchungen notwendig, bei denen auch bestimmte Zellfaktoren einzeln
zugefiihrt werden konnen. Ein weiterer Gegensatz zwischen den beiden Proteinen ist die
einwértsgleichrichtende Funktion des Proteins AtCLIC, widhrend CLIC1 zu den
Auswirtsgleichrichtern gezihlt wird (Valenzuela et al. 1997; Tonini et al. 2000).

AtCLIC zeigt Ahnlichkeiten mit einem nativen Anionenkanal

AtCLIC zeigt nicht nur gewisse Ahnlichkeiten mit CLIC1, sondern auch zu nativen,
pflanzlichen Anionenkanélen auf. Die Kinetik und die Spannungsabhéngigkeit der
Leitfahigkeit die bei AtCLIC-exprimierenden Zellen beobachtet werden kann, dhnelt stark
den Eigenschaften des Malatkanals am Tonoplasten von Pflanzenzellen (Hafke et al. 2001;
Epimaskho et al. 2004). Die zweiphasige Aktivierung mit trager Komponente wurde auch fiir
diesen schon beschrieben.

Die AtCLIC induzierte Leitfahigkeit in HEK293-Zellen kann mit dem Anionenkanalinhibitor
Indanyloxyameisensdure (IAA-94) inhibiert werden. Mit diesem wurde auch schon die
Blockierung von Mitgliedern der CLIC-Familie mit hoher Affinitit (Tulk et al. 2002; Harrop
et al. 2001) beschrieben. IAA-94 ist eine homologe Substanz zum GST-Inhibitor
Ethacrynséure (Cromer et al. 2002), was wiederum die Ahnlichkeit der GST- und CLIC-
Familie unterstiitzt. Der Malatkanal am Tonoplasten von Pflanzen (Epimaskho et al.2004)
zeigte ebenfalls eine Empfindlichkeit gegen IAA-94.

Es ist anzumerken, dass sich AtCLIC und der einwirtsgleichrichtende Malatkanal aus

M. crystallinum nicht nur im Bezug auf ihre Kinetiken und der Inhibition durch IAA-94

dhneln. Der tonoplastiddre Malatkanal von M. crystallinum zeigt aulerdem
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Redoxempfindlichkeit (Epimashko et al. 2004). Dies wurde fiir AtCLIC zwar nicht direkt
nachgewiesen, es gibt jedoch Hinweise, dass das strukturell verwandte Protein CLIC]1eine
solche Eigenschaft besitzt (Littler et al. 2003). Die hohe Ahnlichkeit der Proteine lisst

vermuten, dass dies auch fiir AtCLIC der Fall sein konnte.

Das Protein AtCLIC ist sowohl im Cytosol als auch in der Membran lokalisiert

Bei den Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit wurde im heterologen System HEK293-
Zelle nachgewiesen, dass sich das Protein AtCLIC sowohl in Cytosol als auch in der
Zellmembran befindet. Dies zeigten mikroskopische Studien am CLSM, bei denen
besonderen Wert auf die Lokalisation des Proteins in den membrandsen Filopodien gelegt
wurde. In einer Colokalisationsstudie mit Hilfe des Membranmarkers Fm4-64 konnte
weiterhin belegt werden, dass AtCLIC an den gleichen Regionen (Zellmembran und
Filopodien) zu finden ist, in der sich der Membranmarker anreicherte. Daneben zeigte sich
aber sowohl in den mikroskopischen als auch bei proteinbiochemischen Lokalisationsstudien,
dass sich der grofite Teil des Proteins in HEK293-Zellen im Cytosol aufhélt. Dixon et al.
(2002b) haben bei Lokalisationsstudien gezeigt, dass von den vier DHARs aus A. thaliana,
drei im Cytosol der Zelle vorliegen, darunter auch AtCLIC.

Ob AtCLIC wie CLIC1 noch in weiteren intrazelluliren Membranen wie im
endoplasmatischen Retikulum, in Trans-Golgi-Vesikeln, in der nuklearen Membran, in
Mitochondrien oder in sekretorischen Vesikeln (Harrop et al. 2001; Warton et al. 2002;
Tonini et al. 2000) lokalisiert ist, wurde in dieser Arbeit nicht untersucht.

Es zeigte sich jedoch bei Western-Blot Analysen, dass das Protein bei Expression in den
prokaryontischen E.coli- Zellen hauptsichlich in der Zellmembran akkumuliert. Dies konnte
an den Unterschieden im Translationsapparat und Proteintargeting zwischen Prokaryonten

und Eukaryonten liegen.

Schlussfolgernd ist zu sagen, dass durch die Ergebnisse dieser Arbeit Hinweise vorliegen,
dass AtCLIC eine Doppelfunktion in der pflanzlichen Zelle erfiillt. Dabei liegt die Vermutung
nahe, dass das Protein unter Standardbedingungen gelost im Cytosol vorliegt und dort als
Dehydroascorbatreduktase fungiert. Auf einen Stimulus hin wird AtCLIC in eine Membran,
eingebaut und tibernimmt dort seine Funktion als Kanal. Da AtCLIC in vielen Punkten
homolog zum intrazelluldren Kanal CLIC1 ist, sollte als wahrscheinlichste native

Lokalisation von AtCLIC der Tonoplast der Pflanzenzelle in Betracht gezogen werden.
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5. Zusammenfassung:

Anionenkandle sind in den Membranen aller Eukaryonten vorhanden und wichtig fur viele
physiologische Prozesse. Pflanzliche Anionenkandle wurden in den vergangenen Jahren
intensiv mit elektrophysiologischen Methoden untersucht, Gber die molekularen
Eigenschaften der pflanzlichen Anionenkanéle ist jedoch nach wie vor sehr wenig bekannt.
Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag deshalb in der Untersuchung, ob ein Homolog
zu den tierischen “Chloride Intracellular Channels* (CLICs), das pflanzliche Protein AtCLIC,
als Anionenkanal funktionieren kann.

Um diese Fragestellung zu bearbeiten, wurden insbesondere spezielle elektrophysiologische,
proteinbiochemische und mikroskopische Methoden angewendet. Die wesentlichen
Ergebnisse aus diesen Untersuchungen kénnen wie folgt zusammengefasst werden:

Es konnte aufgezeigt werden, dass im Genom von Arabidopsis thaliana ein Protein codiert ist,
das eine grosse Ahnlichkeit mit dem intrazellularen Chloridkanal CLIC1 aus Homo sapiens
aufweist. Dieses Protein, im folgenden AtCLIC genannt, gehdrt zur Klasse der
Dehydroascorbat-Reduktasen (DHARS) aus der Familie pflanzlicher Gluthathion-S-
Transferasen (GSTs). AtCLIC zeigt jedoch deutlich héhere Sequenzidentitaten zu Vertretern
der tierischen CLIC-Familie, als zu den pflanzlichen GSTs aus A. thaliana. Vergleiche der
Phylogenie gaben einen Hinweis darauf, dass beide Familien, die der GSTs und der CLICs,
einen gemeinsamen Vorfahren haben kénnten.

Weiterhin wurde mit Hilfe der "Patch-Clamp-Technik™ nachgewiesen, dass das Protein
AtCLIC in humanen embryonalen Nierenzellen (HEK293) und Ovarienzellen des
chinesischen Hamsters (CHO-KZ1) eine einwartsgleichrichtende Leitfahigkeit mit geringer
Chloridselektivitat induziert.

Bei Inhibierungsexperimenten wurde deutlich, dass der untersuchte Kanal sensitiv auf den
Anionenkanal-Inhibitor IAA-94 reagiert.

Mittels Lokalisationsstudien durch confokale Laserscanning Mikroskopie wurde mit Hilfe des
Fusionsproteins AtCLIC::GFP die Verteilung von AtCLIC im heterologen System HEK293-
Zelle untersucht. Dabei wurde die Vermutung bestatigt, dass sich das Protein sowohl gel6st
im Cytosol als auch in der Plasmamembran aufhélt. Dies zeigte sich besonders an hoch
membrandsen Zellstrukturen, den Filopodien. Durch Colokalisation mit dem
Membranfarbstoff Fm4-64 konnte eine Membranlokalisation des Proteins AtCLIC bestétigt
werden.

Auch bei einer proteinbiochemischen Lokalisationsstudie wurde das Fusionsprotein
AtCLIC::GFP sowohl im Cytosol als auch in der Membran der Zellen nachgewiesen.

Das pflanzliche Protein AtCLIC aus A. thaliana ist also strukturell nah mit dem tierischen
Anionenkanal CLIC1 verwandt und induziert eine erh6hte Membranleitfahigkeit, wenn es in
einer Zelle exprimiert wird. Die Ergebnisse aus den vorliegenden Untersuchungen und
Experimenten legen die Vermutung nahe, dass das pflanzliche Protein AtCLIC ein Kanal ist,
der ein Anionenkanal am Tonoplasten von Pflanzen sein kann.
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