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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Biomembranen

Alle lebenden Zellen sind von einer biologischen Membran umgeben. Zusatzlich
besitzen eukaryotische Zellen zahlreiche interne Membranen. Die Aufgabe dieser
Membranen ist nicht nur die Abgrenzung des Zellinneren vom extrazellularen Milieu
bzw. die Aufteilung der Zelle in unterschiedliche Kompartimente. Wichtige
Zellfunktionen wie Signalaufnahme und Signalweiterleitung, Kontakt zwischen den
Zellen, Energiekonservierung, Transport oder Motilitat sind zu wesentlichen Teilen an
das Vorhandensein von Membranen gebunden (Kleinig und Sitte, 1999).

Die vielfaltigen Aufgaben einer biologischen Membran erfordern eine ganz besondere
molekulare Organisation. Membranen bestehen aus Proteinen und Lipiden, wobei der
Anteil dieser beiden Komponenten sehr stark zwischen den unterschiedlichen
Membranen variiert. Zum Beispiel besitzt die Membran der Schwannschen Zellen ein
Gewichtsverhaltnis Protein/Lipid von 0,25, die innere Membran der Mitochondrien ein
Verhaltnis von 5,0. Die aktuelle Vorstellung von einer Biomembran beruht auf dem
Fluid-Mosaic-Modell (Singer und Nicholson, 1972). Es besagt, dass das strukturelle
Gerust einer Membran aus einer flussig-kristallinen Lipiddoppelschicht besteht, in der
die eingebetteten Membranproteine lateral frei beweglich sind.

Die Lipide einer biologischen Membran treten in einer grof3en Vielfalt auf, besitzen
jedoch eine grundlegende gemeinsame Eigenschaft: Sie bestehen aus einem lipophilen
und einem hydrophilen Bereich, haben also amphipathische Eigenschaften. Der
lipophile Bereich besteht aus Fettsaureresten, die Uber Esterbindungen mit Glycerin
oder Uber Amidbindungen mit Sphingosin verbunden sind. Seltener sind, z.B. bei den
Archaea, langkettige Alkohole an den hydrophilen Bereich gekoppelt.

Die Art und die Anzahl der Membranproteine hangt von der Funktion der jeweiligen
Membran ab. Die Proteine sind die eigentlichen Trager der biologischen Funktionen der
Membran. Es werden zwei Gruppen von Membranproteinen unterschieden: Periphere
und integrale Membranproteine.

Die peripheren Proteine, die etwa 20% der Membranproteine ausmachen, sind nicht
uber hydrophobe Wechselwirkungen mit dem lipophilen Bereich der Membran
verbunden. Sie liegen der Membran nur auf und lassen sich recht leicht von der
Membran ablésen. Ein bekanntes Beispiel ist das Cytochrom C an der inneren

Mitochondrienmembran.
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Integrale Membranproteine bilden starke hydrophobe Bindungen zu den Lipiden der
Membran aus. Sie sind nur durch Detergenzien aus der Membran |6sbar. Die integralen
Teile dieser Proteine bilden eine a-Helix, die zumeist aus unpolaren Aminosauren wie
z.B. Leucin, Phenylalanin oder Valin besteht. Fur eine a-Helix, die die Membran

vollstandig durchspannt, sind 20 — 25 Aminosauren notwendig.

1.2 Membrantransport

Die Lipiddoppelschicht der Biomembran stellt eine etwa funf nm starke, hydrophobe
Schranke zwischen zwei wassrigen Phasen dar. Der Durchtritt wasserloslicher und
geladener Molekule durch diese Barriere ist zumeist auf Translokatoren angewiesen.
Nur sehr kleine polare Moleklule wie z.B. Wasser konnen frei durch die Membran
diffundieren. Hydrophobe (lipophile) Molekule (z.B. Steroidhormone) konnen dagegen
relativ ungehindert durch die Lipidschicht gelangen.

Die Tatsache, dass nicht alle Substanzen eine Membran in gleichem Mal} passieren

konnen, bezeichnet man als selektive Permeabilitat.

1.2.1 Transportproteine / Translokatoren

Biomembranen enthalten zahlreiche Transportproteine, die ihr Substrat nach sehr
unterschiedlichen Mechanismen transportieren. Sind bei einem Transportvorgang
solche Translokatoren beteiligt, spricht man von spezifischem Transport. Er kann von
der freien Diffusion anhand verschiedener Kriterien abgegrenzt werden:

1. er ist substratspezifisch

2. er ist saturierbar

3. er ist haufig hemmbar.
Ein Transportvorgang kann also mit einer enzymatischen Reaktion verglichen werden.
Grundsatzlich unterscheidet man zwei verschiedene Formen des spezifischen
Transports: Den passiven Transport, bei dem keine Energie aufgewendet werden muss,

und den aktiven Transport, der Energie benétigt.

1.2.1.1 Aktiver Transport

Der aktive Transport ist immer direkt an einen Energie liefernden Prozess gekoppelt.
Ein solches System kann daher auch den Transport eines Substrates gegen einen
bestehenden Konzentrationsgradienten leisten und so zur Anreicherung des Substrates

beitragen.
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Primar aktive lonentransporter werden als lonenpumpen bezeichnet. Diese konnen
verschiedene Energiequellen nutzen. Beispiele hierfur sind die Hydrolyse von ATP (z.B.
bei der H*-ATPase), Redox-Reaktionen (z.B. bei der Cytochromoxidase) oder Licht

(z.B. beim Bacteriorhodopsin).

1.2.1.2 Passiver Transport

Carrier

Carrier sind Membranproteine, die mit ihrem Substrat einen Komplex bilden und den
Transport durch die Membran ermoglichen. Die Bindung des Substrates ist je nach
Zustand des Carrier-Proteins immer nur auf der einen oder auf der anderen
Membranseite moglich. Der Substrattransport kann mit einer Konformationsanderung
des Carriermolekuls einhergehen oder durch Translokation des Carrier-
Substratkomplexes innerhalb der Membran erfolgen (Adam et al., 1995). Es werden
zwei Formen des Transports durch Carrier unterschieden: Cotransport und Uniport.

Cotransport (Sekundar aktiver Transport)

Cotransporter sind Membranproteine, die den Transport eines Substrates an den
Transport eines anderen Substrates koppeln. Der Transportvorgang ist nur indirekt an
den Energieverbrauch gekoppelt. Hier wird die Energie aus einem bestehenden
elektrochemischen Gradienten (z.B. von Na'- oder H*-lonen), der durch primér aktiven
Transport aufgebaut worden ist, genutzt, um ein anderes Substrat gegen seinen
Konzentrationsgradienten zu transportieren.

Werden die beiden Substrate in dieselbe Richtung transportiert, spricht man von einem
Symport, erfolgt der Transport der beiden Substrate in entgegengesetzte Richtung, so
spricht man von einem Antiport.

Sowohl Symport als auch Antiport kdnnen elektrisch neutral (es wird netto keine Ladung
transportiert) oder elektrogen (es wird netto Ladung transportiert) erfolgen.

Uniport

Uniporter sind Transportsysteme, die den Transport des Substrats nur entlang des
elektrochemischen Gradienten ermoglichen. Diesen Transportprozess bezeichnet man
auch als erleichterte Diffusion.

Eine weitere Klasse passiver Transportproteine sind die lonenkanale. Auf sie soll im

Weiteren naher eingegangen werden.
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1.3 lonenkanale

1.3.1 Typische Charakteristika von lonenkanalen

lonenkanale sind wassergeflllte Poren, die die Membran durchspannen und im
leitenden Zustand nach beiden Seiten hin offen sind. Der Zugang des Substrats an die
Bindestelle ist daher im Gegensatz zum Carrier von beiden Seiten der Membran
mdglich. lonenkanale zeichnen sich durch eine sehr hohe Transportrate von 10°-10’
Ladungen pro Sekunde und eine recht geringe Dichte in der Membran von etwa 1-10
Molekiilen pro um? aus. Carrier oder lonenpumpen weisen dagegen eine geringe
Transportrate (10%-10* Substratmolekiile/s) bei einer sehr hohen Dichte (10°-10°
Molekiile/um?) auf.

Ein lonenkanal kann grundsatzlich in zwei verschiedenen Konformationen, entweder
offen und elektrisch leitend oder geschlossen und nicht leitend vorliegen.
Abwechselndes Offnen und Schlielen, also das Schaltverhalten eines lonenkanals,
wird als Gating bezeichnet. Der reversible Ubergang zwischen leitendem und nicht
leitendem Zustand eines lonenkanals offenbart sich experimentell als spontane
Anderungen des gemessenen elektrischen Stroms, wie in Abbildung 1.1 am Beispiel
des pflanzlichen lonenkanals Tpk1p zu sehen ist. Dabei wird deutlich, dass die Zeit, die
ein lonenkanal im offenen oder geschlossenen Zustand verweilt, sehr variabel ist,
wahrend der Strom, der durch den offenen Kanal flieRt, konstant ist. Dieser Strom durch
den offenen Kanal wird unter symmetrischen Bedingungen durch die Leitfahigkeit

(9o=1/R,) des Kanals und der anliegenden Spannung (V) bestimmt.
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Kanal schlief3t

 J
o M ....... Kanal geosffnet

- - Kanal geschlossen

Kanal 6ffnet

Abbildung 1.1 Einzelkanalereignisse im Tonoplast von CEN.SR36-3¢c-TPK1

Typische Einzelkanalereignisse verursacht durch die Aktivitat von Tpk1p in Hefevakuolen. Die Membran-
spannung betrug 60 mV. Gemessen wurde in symmetrisch 100 mM KCI, die Badlésung enthielt
zusatzlich 1 mM CaCls.

Das Schaltverhalten wird bestimmt durch die mittlere Lebensdauer im leitenden und
nicht leitenden Zustand. Spezielle Strukturen in den Proteinen sind fiir den Ubergang
zwischen dem offenen, elektrisch leitenden, und dem geschlossenen, nicht leitenden
Zustand verantwortlich. Die Lebensdauer der beiden Zustande ist abhangig von
chemischen und physikalischen Faktoren. Beispiele dafur sind zyklische Nukleotide,
Calcium oder Acetylcholin aber auch mechanische Reize, Licht, Temperatur oder
Anderungen der Membranspannung. Die Verweildauer des Kanals im offenen und
geschlossenen Zustand bestimmt die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals. Eine
Offenwahrscheinlichkeit von 0,2 bedeutet, dass der Kanal sich im Durchschnitt wahrend
des Experimentes 20% der Zeit im offenen (also leitenden) Zustand befunden hat.

Die Triebkraft fir den Transport von lonen durch einen Kanal ist der elektrochemische
Gradient, bestehend aus dem elektrischen Gradienten (elektrische Potentialdifferenz:

Ex =AY = ¥;- ¥,) und dem chemischen Gradienten (Konzentrationsgradient: AC = C, -
C).

Die Membranspannung, bei der sich die aus dem elektrischen Feld stammende
Triebkraft und die entgegengesetzte Triebkraft aus dem Konzentrationsgradienten
genau aufheben, wird als Gleichgewichtspotential bezeichnet. Es Iasst sich fur ein

beliebiges lon Uber die Nernst-Gleichung bestimmen:
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E =Elnc"
C

7F

i

Hierbei steht E fur das Gleichgewichtspotential in Volt, R ist die Gaskonstante (8,314
JK'mol™), T ist die absolute Temperatur (in Kelvin), z ist die Wertigkeit des lons und F
die Faraday-Konstante (96500 Cmol™”). C, ist die Konzentration des lons auf der
Aulenseite der Membran, C; ist die Konzentration auf der Innenseite der Membran.
Der Strom durch einen Kanal im offenen Zustand folgt unter symmetrischen
Bedingungen naherungsweise dem Ohmschen Gesetz:

io=Vm/Ro
Dabei ist i, der Strom durch einen Kanal im offenen Zustand (Offenkanalstrom), Vp, ist
die Membranspannung und R, ist der Widerstand des Kanals fur ein bestimmtes lon.
In anderer Schreibweise, wobei die Leitfahigkeit des Kanals an Stelle des Widerstandes
verwendet wird (g = 1/ R), ergibt sich:

o = go Vm
Hierbei ist g, die Leitfahigkeit des Kanals fur ein bestimmtes lon im offenen Zustand.
Nach dem Ohmschen Gesetz besteht demnach ein linearer Zusammenhang zwischen
dem Offenkanalstrom i, und der Membranspannung V. Dies ist aus der Simulation in
Abbildung 1.2 ersichtlich.
Tragt man die Offenkanalamplituden aus Abbildung 1.2 A in einem Strom-Spannungs-
Diagramm gegen die Spannung auf, ergibt sich fur einen idealen Kanal unter
symmetrischen Bedingungen eine Gerade (Abbildung 1.2 C). Die Steigung dieser
Gerade ist die Leitfahigkeit des Kanals, sie betragt hier ca. 50 pS. Die Spannung, bei
der sich das Vorzeichen des gemessenen Stromes umkehrt, bei der also die Strom-
Spannungs-Kurve die X-Achse schneidet, ist das Gleichgewichts- oder
Umkehrpotential. Bei symmetrischer lonenverteilung betragt das Umkehrpotential 0 mV
(Abbildung 1.2 A und Dreiecke in 1.2 C). Bei der im zweiten Experiment gewahlten
unsymmetrischen lonenverteilung (Abbildung 1.2 B) treten auch bei —20 mV
Auswartsstrome auf. Das lonenverhaltnis betragt hier etwa 5:1, d.h. die Konzentration
der beweglichen Kationen (z.B. Kalium) ist in der Zelle funf mal groRRer als aulderhalb.
Dadurch verschiebt sich das Gleichgewichtspotential auf etwa —40 mV (Abbildung 1.2 B
und Dreiecke in 1.2 C).
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Abbildung 1.2 Herleitung der Strom-Spannungs-Beziehung fiir einen Einzelkanal

Die Daten wurden mit Hilfe des Simulationsprogramms Pulse-Sim (Heka, Lambrecht) gewonnen.

Naheres dazu im Text und unter 2.6.4

A Einzelkanalereignisse bei verschiedenen Membranspannungen und symmetrischem
lonenverhaltnis

B Einzelkanalereignisse bei verschiedenen Membranspannungen und nicht symmetrischem
lonenverhaltnis

C Die Darstellung der Offenkanalamplituden aus A (Kreise) und B (Dreiecke) als Funktion der
Membranspannung fuhrt zur Strom-Spannungs-Kurve fiir den Offenkanalstrom .

Wie aus Abbildung 1.2 ersichtlich ist, betragt die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals
sowohl bei positiven als auch bei negativen Membranspannungen etwa 0,3 — 0,6. Die
Offenwahrscheinlichkeit dieses Kanals ist also spannungsunabhangig. Zeigt ein
lonenkanal bei unterschiedlichen Membranspannnungen jedoch unterschiedliche
Offenwahrscheinlichkeiten wie in der Simulation von Abbildung 1.3 A, so spricht man

von einem spannungsabhangigen lonenkanal.

1.3.2 Makroskopische Strom-Spannungs-Beziehung

Der mittlere Strom (imean) €ines einzelnen Kanals ist proportional zur Offenwahr-
scheinlichkeit des Kanals bei der angelegten Spannung:

imean = Go Vm Po.
Dabei ist P, die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals bei einer bestimmten
Membranspannung. Betrachtet man nun nicht nur einen einzelnen Kanal sondern einen
Membranfleck mit einer Population aus n Kanalen einer Art, so ergibt sich fur den Strom
lwc durch die gesamte Membran einer Zelle:

lwe = io Po N = imean N
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Die makroskopische Strom-Spannungs-Kennlinie fur einen Kanal ergibt sich aus dem
Produkt der Strom-Spannungs-Kurve des Offenkanalstroms, der Offenwahrschein-
lichkeit und der Anzahl der betrachteten Kanale. Die Strom-Spannungs-Kurve fur eine
ganze Population von Kanalen unterscheidet sich von der mittleren Strom-Spannungs-
Kurve eines einzelnen Kanals folglich nur durch die GrofRe des Stromes.

Abbildung 1.3 zeigt auf der linken Seite simulierte Einzelkanalspuren bei unterschied-
lichen Haltespannungen. Rechts sind der Strom durch den offenen Kanal (B), die
Offenwahrscheinlichkeit des Kanals (C) und der mittlere Strom durch den Kanal bzw.
durch die gesamte Zellmembran (D) gegen die herrschende Membranspannung
dargestellt. Bei —140 mV ist der Offenkanalstrom deutlich einwarts gerichtet, tragt also
ein negatives Vorzeichen (Abbildung 1.3 A und B). Da die Offenwahrscheinlichkeit bei
Spannungen negativer als —100 mV jedoch verschwindend gering ist (Abbildung 1.3 C),
kann hier fast kein mittlerer und kein makroskopischer Strom beobachtet werden
(Abbildung 1.3 D). Wird die Membran auf Spannungen positiver als —-40 mV geklemmt,
steigt die Offenwahrscheinlichkeit fur die Kanale deutlich an. Mit steigender
Offenwahrscheinlichkeit nimmt auch der mittlere bzw. der makroskopische Strom zu. Da
die Membranspannung dann positiver als das Gleichgewichtspotential fur die
beweglichen lonen (hier —40 mV) ist, ist der Strom auswarts gerichtet (positives
Vorzeichen). Bei einer Spannung von +100 mV und positiver nahert sich die
Offenwahrscheinlichkeit asymptotisch der maximalen Offenwahrscheinlichkeit von 1,0.
Der hier betrachtete Kanal zeigt eine deutliche Gleichrichtung des Stromes. Der mittlere
Strom durch den Kanal ist bei negativen Membranspannungen sehr gering. Erst bei
Spannungen positiver als —40 mV ist ein deutlicher Auswartsstrom erkennbar. Kanale
mit dieser Bevorzugung von Auswartsstromen werden als Auswartsgleichrichter
bezeichnet. Entsprechend bezeichnet man Kanale, die eine Praferenz fur
Einwartsstrome zeigen, als Einwartsgleichrichter.
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Abbildung 1.3 Herleitung der makroskopischen Strom-Spannungs-Kurve

Die Daten wurden mit Hilfe des Simulationsprogramms Pulse-Sim (Heka, Lambrecht) gewonnen.

Erklarung im Text.

A Stromspuren bei unterschiedlichen Haltespannungen. Die Pfeile symbolisieren das Niveau, bei dem
alle Kanale geschlossen sind.

B Strom-Spannungs-Kurve des Offenkanalstroms

C Offenwahrscheinlichkeit

D Strom-Spannungs-Kurve fir den mittleren Strom (imean) und fiir den Strom durch eine Population
von 1000 Kanalen, z.B. in einem Whole-Cell-Experiment ().

1.3.3 Zeitabhangiges Verhalten von lonenkanalen (Kinetik)
Im einfachsten Fall liegt ein lonenkanal in zwei diskreten Zustanden vor: geschlossen
(c) oder offen (0).

C —bkco O

Der Ubergang vom geschlossenen in den offenen Zustand wird durch die
Geschwindigkeitskonstante k., beschrieben.
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Unter der Annahme, dass sich der Kanal zum Zeitpunkt t = 0 im geschlossenen
Zustand (c) befindet, folgt der Zerfall des Zustands (c) einer Exponentialfunktion. Bei
einem spannungsabhangigen Kanal, wie z.B. in der Simulation zu Abbildung 1.4, ist der
Reiz, der den Zerfall des Zustand (c) auslost, eine Anderung der Membranspannung.
Betrachtet man einen Kanal zu einem bestimmten Zeitpunkt t nach der Anderung der
Membranspannung, so gilt fir die Wahrscheinlichkeit, dass der Kanal in diesem
Moment geschlossen ist, folgende Beziehung:

P(t)=e""
Far die Offenwahrscheinlichkeit P, zum Zeitpunkt t ergibt sich damit

P()=1-P(1)=1-e"".
Fir einen einzelnen Kanal ist nicht prazise vorhersagbar, wann der Ubergang vom
geschlossenen in den offenen Zustand erfolgt. Allerdings wird in der Simulation zu
Abbildung 1.4 A deutlich, dass bereits unmittelbar nach Anderung der
Membranspannung (to) die ersten Kanale 6ffnen. Nach 200 ms (t1) befinden sich bereits
4 Kanale im leitenden Zustand, nach 0,8 s (t2) sind alle sechs betrachteten Kanale
offen. Dieses zeitabhangige Verhalten wird als Kinetik des Kanals bezeichnet.
Betrachtet man eine Population von 10 Kanalen (Abbildung 1.4 B), so ist der
allmahliche Ubergang der Kanale in den offenen Zustand als treppenformiger Anstieg
des Stromes zu erkennen. Vergrof3ert man die betrachtete Kanalpopulation auf 100
oder 1000 Kanale, so glattet sich der stufenweise Anstieg des Stroms. Nach ca. 1 s
erreicht in Abbildung 1.4 B der Strom nahezu einen konstanten Wert. In Abbildung 1.4 A
wird deutlich, dass die Kanale nach der Anderung der Membranspannung alle nach
einer gewissen Zeit vom geschlossenen in den offenen Zustand Ubergehen. Die Kanale
wechseln aber dennoch immer wieder in den geschlossenen Zustand zuriuck. Die
Anderung der Membranspannung bewirkt also kein fixes ,Umschalten“ des Kanals von
geschlossen nach offen sondern erhoht nur die Verweildauer im offenen Zustand (die
Offenwahrscheinlichkeit). So stellt sich nach einer gewissen Aktivierungszeit ein
Gleichgewicht zwischen der Hin- und der Ruckreaktion ein, was dadurch deutlich wird,
dass der sich einstellende Gleichgewichtsstrom konstant bleibt (Abbildung 1.4 B).
Dieser Gleichgewichtszustand wird je nach Kanal unterschiedlich schnell erreicht. Viele
Kanale besitzen eine charakteristische Kinetik, durch die sie im Experiment leicht
identifizierbar sind.
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Abbildung 1.4 Simulation zur Kinetik von lonenkanélen

A Reaktionen eines spannungsabhangigen Kanals auf eine Depolarisierung von —80 mV auf +80 mV.
ty = Zeitpunkt der Anderung der Membranspannung, t; = 0,2 s nach Spannungsanderung, t, = 0,8 s
nach Spannungsanderung

B Summierung der Reaktionen unterschiedlich vieler Einzelkanale aus A auf die Depolarisierung

Die Daten wurden mit Hilfe des Simulationsprogramms Pulse-Sim (Heka, Lambrecht) gewonnen.

Wird auch die Ruckreaktion (siehe spontane SchlieBungen in Abbildung 1.4 A, Spur 3,

5 und 6)

C e g
berucksichtigt, dann ergibt sich fur die Wahrscheinlichkeit, dass ein Kanal zum
Zeitpunkt t nach Anderung der Membranspannung geschlossen ist:
P.(1) = e otk
Die Offenwahrscheinlichkeit zum Zeitpunkt t 1asst sich dann errechnen uber:
P (1)=1-¢ """,

1.3.4 Struktur spannungsabhangiger lonenkanale

lonenkanale, deren Offenwahrscheinlichkeit von der Membranspannung abhangt,
werden als spannungsabhangige Kanale bezeichnet. Sie sind unter anderem an der
Entstehung des Aktionspotentials in Neuronen beteiligt. Ein typischer Vertreter
spannungsabhangiger lonenkanale ist der Shakerkanal aus Drosophila, der aus vier

11
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Untereinheiten mit je sechs Transmembransegmenten (S1-S6) besteht und eine lange
Schleife hydrophober Aminosauren zwischen S5 und S6 aufweist. Das
Transmembransegment S4 besitzt eine charakteristische Anhaufung positiv geladener
Aminosauren und scheint die Aufgabe des Spannungssensors zu ibernehmen. Von der
langen hydrophoben Kette zwischen S5 und S6 wird angenommen, dass diese die
zentrale Pore auskleidet und als Selektivitatsfilter fungiert (Fox & Guerinot, 1998). Die
Untereinheit des Shaker-Kanals (6TM-1P) kann als grundlegender Baustein fur viele
lonenkanale gelten. Natrium- und Calciumkanale bestehen aus einer einzigen
Polypeptidkette mit 24 Transmembrandomanen, die aus 4 Wiederholungen einer
Shaker-Kanal-Untereinheit aufgebaut ist (Abbildung 1.5).

Shaker-Kanal

Na* / Ca2*-Kanal

Abbildung 1.5 Der Shaker-Kanal als Grundbaustein von Natrium- und Calciumkanilen

Schematische Darstellung einer Untereinheit des Shaker-Kanals und eines Natrium- oder Calciumkanals.
Der Spannungssensor wird als griines Rechteck, die Porenloops als rote Schleifen dargestellt. N und C
symbolisieren das aminoterminale bzw. das carboxyterminale Ende des Proteins. Sie befinden sich auf
der cytoplasmatischen Seite der Membran.

1.3.5 Kaliumkanale

Kaliumkanale zeigen eine hohe Selektivitat fur Kalium gegenuber anderen Kationen.
Die Permeabilitat fir K™ ist typischerweise etwa 100 mal gréRer als fir Na*. Diese
Selektivitat wird bestimmt durch den Aufbau der Kanalpore, die von vier sogenannten
Porenloops ausgekleidet wird. Ein funktionaler Kanal ist entweder ein Tetramer aus vier
a-Untereinheiten mit je einem Porenloop pro Untereinheit oder ein Dimer aus zwei
Untereinheiten mit je zwei Porenloops pro Untereinheit (Abbildung 1.6). Die
Untereinheiten besitzen im Porenloop die flur Kaliumkanale charakteristische Sequenz
aus neun Aminosauren (TXXTXG(Y/F)GD, Abbildung 1.7). Diese stark konservierte

12
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Sequenz wird fur die hohe Selektivitat der Kaliumkanale verantwortlich gemacht
(Heginbotham et al., 1994). Sie findet sich sowohl in Kanalen vom Shaker-Typ, beim
Ki-Typ (2TM-1P) und auch bei den TPK-Kanalen, die Uber zwei Porenloops pro
Untereinheit verfugen (4TM-2P).

1P - Kanale 2P - Kanadle
2TM-1P 4TM-2P
aulien P1 P2
innen :! g —! U E
N C
Kir-Typ-Kanéle TPK-Kanile
z.B. K 1p (Tiere), KcsAp z.B. Twik1p (Tiere), Tpk1p,
(Bakterien), Kco3p (Pflanzen) Tpk4p (Pflanzen)
6TM-1P 8TM-2P

ML ML

Shaker-Typ-Kanéle

z.B. Shaker (Drosophila), z.B. Tok1p (Hefe, Neurospora)
Akt1p, Kat1p (Pflanzen)

Funktional als Tetramer Funktional als Dimer

Abbildung 1.6 Strukturmerkmale spannungsabhangiger Kaliumkanale

Schematisch dargestellt ist jeweils die Topologie einer kanalbildenden Untereinheit von Kaliumkanalen,
sowie im unteren Teil der Abbildung der Aufbau als Tetramer (links) bzw. als Dimer (rechts).
Die Porenloops (P) sind orange dargestellt.

Der in der Hefe gefundene auswartsgleichrichtende Kaliumkanal Tok1p besitzt - wie
auch die TPK-Kanale - zwei Porenloops (8TM-2P). Die aus 8 Transmembrandomanen
bestehende Struktur erinnert an einen Kaliumkanal der Shaker-Familie kombiniert mit
der Untereinheit eines Ki-Typ-Kanals (Bertl et al., 1998a).

13
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Aktlp RYVTSMYWSITTLTTTGYGDLHPVNTK
KcsAp RYVTALYWSITTLTTTGYGDFHAENPR
Shaker SIPDAFWWAVVTKTTVGYGDMTPVGFW
Tpklp-P1 GVVDALYFCIVTMTTVGYGDLVPNSSA
Tpklp-P2 PVISAFYCVCSTVTTLGYGDKSFNSEA
Tpkdp-P1 LFVDAFYFSIVTFSTVGYGDIVPSTST
Tpkdp-P2 DWLDSVYLSVISVTTVGYGDKTFKTVE
Kco3p GWLDSFCFSVMMVTTVGEFGDRAFNTWL

Abbildung 1.7 Porenregion verschiedener Kaliumkanale

Sequenz-Alignment der Porenregion verschiedener Kaliumkanéle. Die Kaliumkanal-Signatursequenz
(Heginbotham et al., 1994) ist rot hervorgehoben. P1 bezeichnet den N-terminalen Porenloop, P2 steht
fur den C-terminalen Porenloop.

1.4 Kaliumhaushalt und beteiligte Systeme

Kalium ist das vorherrschende Kation im zellularen Milieu der meisten pro- und
eukaryotischen Zellen. Kaliumionen spielen eine wichtige Rolle bei vielen zellularen
Prozessen wie Proteinsynthese, Osmoregulation, Enzymfunktion usw. und sind deshalb
fir das Zellwachstum unentbehrlich. Eine starke Abnahme der intrazellularen K'-
Konzentration hat schadigende Auswirkungen auf die Zelle. Bei einem sehr geringen
Angebot an K*-lonen im externen Medium muss ein gewisser Anteil des normalen K-
Gehalts durch andere Kationen ersetzt werden, um zumindest die elektrische Neutralitat
zu gewabhrleisten.

Natriumionen konnen bis zu einem gewissen Grad die Funktion von Kaliumionen in der
Zelle Gbernehmen. Unter starkem Kaliummangel kann in Gegenwart von Natrium eine
Wachstumsférderung auftreten, ab einem bestimmten Na®-K*-Verhéltnis iberwiegt
jedoch die toxische Wirkung von Natrium (Rodriguez-Navarro, 2000).

Die meisten Zellen erhalten intrazellular eine deutlich Uber der Umgebung liegende
Kaliumkonzentration aufrecht und miissen demnach in der Lage sein, K* entgegen dem
chemischen Gradienten in die Zelle zu transportieren.

In tierischen Zellen ist die Kaliumaufnahme im wesentlichen ein primar aktiver Prozess,
der durch die Na*/K*-ATPase bewerkstelligt wird. Diese Na'/K*-ATPase nutzt die aus
der Hydrolyse von ATP gewonnene Energie, um Na*-lonen aus der Zelle zu exportieren
und K*-lonen in die Zelle aufzunehmen.

Im Gegensatz zu tierischen Zellen mussen sich Pflanzen, Pilze und Bakterien an grol3e
Schwankungen im extrazellularen Kaliumangebot anpassen kdnnen. Die zellularen
Mechanismen des K'-Transports iber die Plasmamembran sind daher komplex. Es
sind verschiedene hoch- und niederaffine Transportsysteme beteiligt.
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Die Triebkraft fur die Aufnahme von K*-lonen (und anderen Substanzen) liefert hier eine
H*-ATPase im Plasmalemma (z.B. Pma1p bei Hefe). Diese H*-ATPase verwendet die
Energie aus der Hydrolyse von ATP, um Protonen aus der Zelle zu exportieren. Die
Folge dieser Aktivitat ist der Aufbau eines elektrochemischen Protonengradienten uber
der Plasmamembran. Der pH-Unterschied zwischen Cytoplasma und dem
extrazellularen Raum betragt etwa 2 pH-Einheiten. Untrennbar mit dem Aufbau des
Protonengradienten (Ladungstransport) verbunden ist der Aufbau einer elektrischen
Potentialdifferenz Uber der Plasmamembran. Diese elektrische Potentialdifferenz
erreicht bei Pflanzen und Pilzen durchschnittlich Werte um ca. —120 bis -240 mV (innen
negativ).

Die Aufnahme von Kalium und anderen lonen kann dann sowohl passiv (Uber
lonenkanale) als auch sekundar aktiv (z.B. gekoppelt an einen H'-Import) erfolgen.
Sekundar aktiv kann Kalium bis zu 6 GroRRenordnungen akkumuliert werden. Eine
elektrische Potentialdifferenz von —240 mV wdrde alleine bereits eine Akkumulierung
von Kalium um den Faktor 10* erméglichen. Zusétzlich kann beim H*-Cotransport
jedoch noch der chemische Gradient der Protonen fur die Kaliumaufnahme genutzt

werden.

1.4.1 Kaliumtransport in der Backerhefe Saccharomyces cerevisiae

Die Hefe S. cerevisiae wird nicht erst seit der vollstandigen Sequenzierung ihres
Genoms (1996) in der Zell- und Molekularbiologie haufig als eukaryotischer
Modellorganismus eingesetzt. Die relativ einfache genetische Manipulation macht
Saccharomyces cerevisiae auch zu einem beliebten Modellsystem zur Expression und
Untersuchung verschiedener eukaryotischer Gene.

Die Backerhefe, die schon seit dem Altertum zur Bereitung von Lebensmitteln wie Brot
und Bier verwendet wird, ist ein einzelliger Pilz aus der Abteilung der Eumycota,
Unterabteilung Ascomyceten, Klasse Hemiascomyceten, Ordnung Endomycetales,
Familie Saccharomycetaceae (Webster, 1983).

Hefen sind heterotrophe, fakultativ anaerobe Mikroorganismen, die sich durch
Sprossung vegetativer Zellen vermehren.

Im Plasmalemma der Backerhefe gibt es verschiedene K'-Transportsysteme, von
denen einige bereits identifiziert sind. Auf die wichtigsten soll hier kurz eingegangen
werden (Siehe auch Abbildung 1.8).
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Trk1p und Trk2p werden mit hoch- bzw. moderat affiner K*-Aufnahme assoziiert. Trk1p
besteht aus 1235 Aminosauren und hat eine Masse von 141 kDa. Das Protein besitzt
12 hydrophobe Segmente, mutmaliliche Transmembrandomanen, sowie eine maogliche
Nukleotidbindestelle (Gaber et al., 1988). Trk1p ermoglicht die Aufnahme von K*-lonen
in die Zelle mit hoher Affinitat, wofiir ein Symportmechanismus mit H* (Rodriguez-
Navarro, 2000) diskutiert wird.

Trk2p ist zu 55% identisch mit Trk1p, allerdings erfolgt die Aufnahme von Kaliumionen
in die Zelle mit deutlich geringerer Affinitat. Fur die Kaliumaufnahme Uber Trk2p wird
ebenfalls ein Protonensymport diskutiert (Bihler et al., 1999). Die Deletion von TRK1
und TRK2 fuhrt zu Hefestammen, die nicht mehr in der Lage sind, bei millimolaren
Kaliumkonzentrationen zu wachsen.

Eine weitere Moglichkeit zur Aufnahme von Kalium in die Hefezelle ist ein
nichtspezifischer lonenkanal, der als Nsc1p (Non-selective-cation-channel) bezeichnet
wird. Die fur diesen Kanal codierenden Gene sind bisher noch nicht identifiziert worden,
Nsc1p ist jedoch sicher unabhangig von Trk1p und Trk2p (Bihler et al., 1998, Bihler et
al., 2001). Nsc1p wird durch millimolare Konzentrationen zweiwertiger Metallionen wie
Ca* und Mg®" und durch eine Absenkung des extrazellularen pH-Wertes auf 3,5
blockiert.

S. cerevisiae besitzt zusatzlich einen auswartsgleichrichtenden Kaliumkanal, der als
Tok1p bezeichnet wird. Dieser spannungsabhangige Kanal ist beim negativen
Ruhepotential der Zellmembran normalerweise geschlossen und offnet bei positiven
Spannungen (Bertl et al., 1998a). Die Uberexpression von Tok1p kann das Wachstum
von trk-Doppel-Deletionsmutanten in millimolaren Kaliumkonzentrationen teilweise
wiederherstellen.

In der vakuolaren Membran der Hefe sind bisher eine Protonen-ATPase (Vma1p) und
ein als Yvc1p bezeichneter lonenkanal elektrophysiologisch charakterisiert worden.
Yvc1p ist ein unspezifischer Kationenkanal, der eine deutliche Einwartsgleichrichtung

vom vakuolaren Lumen ins Cytoplasma zeigt (Bertl und Slayman, 1990).
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Vakuole
K+, Ca2+

Tok1p

Nsc1p

v K+

Pmaip

Abbildung 1.8 Kaliumtransport in S. cerevisiae
Schematische Darstellung der wichtigsten am Kaliumtransport beteiligten Systeme. Naheres siehe Text.

1.4.2 Kaliumkanale in Arabidopsis

Das Genom von Arabidopsis thaliana enthalt 15 Gene, die fur Kaliumkanale codieren.

Sie konnen nach ihrer Topologie in drei Familien eingeteilt werden (Maser et al., 2001):

Shaker-Typ, 6TM-1P TPK-Typ, 4TM-2P Ki-Typ, 2TM-1P
AKT1, At2g26650 TPK1, At5955630 KCO3, At5g46360
AKT2, At4g22200 TPK2, At5g46370

AKT5, At4g32500 TPK3, At4gl8160

AKT6, At2g25600 TPK4, At1g02510

KAT1, At5g46240 TPK5, At4g01840

KAT2, At4gl8290

KAT3, At4g32650
GORK, At5g37500
SKOR, At3g02850

Tabelle 1.1 Kaliumkanale in A. thaliana

Mitglieder der drei vertretenen Kaliumkanalfamilien mit der gebrauchlichen Bezeichnung und der
Bezeichnung des Genlocus. Kandle vom Shaker-Typ zeichnen sich aus durch sechs
Transmembrandoméanen und einen Porenloop. Die Kanadle der TPK-Familie besitzen vier
Transmembrandomanen und zwei Porenloops, die Kanale vom K;-Typ besitzen dagegen nur zwei
Transmembrandomanen und einen Porenloop.

In A. thaliana finden sich neun Mitglieder der Shaker-Familie (Very, Sentenac, 2003),
die Ki-Familie ist durch ein Mitglied vertreten (KCO3). Funf Kanale lassen sich der
Familie der Zwei-Porenloop-Kanale (TPK) zuordnen, Uber die bis heute noch wenig
bekannt ist.
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1.4.2.1 TPK-Kanile (Two-Pore-K*-Channel)

Die ursprungliche Bezeichnung der Kanale dieser Familie als KCO-Kanéale beruhte auf
anfanglichen Experimenten zur Charakterisierung von TPK1 (ehemals KCO1) in
Insektenzellen (Sf9, Sf21; Czempinski et al., 1997). In diesen Experimenten wurde ein
calciumabhangiger Auswartsstrom am Plasmalemma transfiszierter Sf9-Zellen der
Aktivitat des TPK7-Genproduktes zugeschrieben, was zum Namen KCO1 fur K'-
outward-rectifying fuhrte. Entsprechend wurden die anderen funf Mitglieder der Familie,
die groRe Sequenzhomologien aufweisen, mit den Namen KCOZ2 bis KCO6 bezeichnet.
Da jedoch kurz darauf festgestellt wurde, dass dieselben calciumabhangigen
Auswartsstrome auch an Insektenzellen auftraten, die nicht mit TPK71 (KCOT)
transfisziert worden waren, kamen Zweifel an der Beschreibung von KCO1 auf
(Czempinski et al., 1997b). Spater konnten zwei Arbeitsgruppen zeigen, dass Tpk1p in
Pflanzen in der vakuolaren Membran lokalisiert ist (Czempinski et al., 2002;
Schonknecht et al.,, 2002). Da die Bezeichnung KCO fur diese Familie von
lonenkanalen nun nicht mehr zutreffend schien, einigte man sich auf den Begriff TPK-
Kanale (Two-Pore-K*-Channels).

Die Familie der TPK-Kanale in Arabidopsis besteht eigentlich nur aus funf Mitgliedern.
Obwohl KCO3 nur uber zwei Transmembrandomanen und einen Porenloop verfugt,
wird der Kanal wegen seiner hohen Ubereinstimmung in der Sequenz jedoch haufig zur
Familie der TPK-Kanale gezahlt. Tpk1p, Tpk2p, Tpk3p und Kco3p zeichnen sich durch
den Besitz von EF-Handen in der C-terminalen Domane aus. EF-Hande sind
Proteindomanen, die Calciumionen mit hoher Spezifitat binden kdnnen (Kretsinger et
al., 1973). Die mit dem lon gebildete Struktur erinnert an eine greifende Hand. Das
Vorhandensein dieser Strukturen im c-terminalen Bereich eines Kanalproteins deutet
auf eine direkte Regulierung der Aktivitat des Kanals durch Calcium hin.
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Abbildung 1.9 Strukturmodell von Tpk1p als Beispiel fiir TPK-Kanile

Modell von Tpk1p, hergeleitet aus Hydrophobizitatsanalysen und Sequenzmotiven. Gezeigt sind die vier
Transmembrandomanen (gelb), die beiden Porenloops (rot), die Bindestelle fur 14-3-3 Proteine (blau)
und die beiden EF-Hande (griin). Nach Becker et al., 2004

Zusatzlich besitzen Tpk1p, Tpk2p, Tpk3p und Tpk5p eine Bindungsstelle fur 14-3-3-
Proteine sowie mehrere mogliche Phosphorylierungsstellen. 14-3-3-Proteine sind eine
Klasse hoch konservierter regulatorischer Proteine, die in allen darauf untersuchten
eukaryotischen Zellen vorkommen. Typischerweise besitzt jeder Organismus mehrere
dieser sogenannten GRFs (General Regulating Factors). Sie besitzen die Fahigkeit, an
andere Proteine zu binden und diese in ihrer Aktivitat zu beeinflussen. Auch Transporter
im Plasmalemma und im Tonoplast werden durch 14-3-3-Proteine reguliert (Bunney et
al., 2002). Wahrend S. cerevisiae nur zwei GRFs besitzt, verfugt A. thaliana uber 13
verschiedene GRFs.

Neben Tpk1p wurden bisher nur an Tpk4p Untersuchungen zur funktionalen
Charakterisierung durchgefuhrt. Tpkd4p wurde als spannungsunabhangiger, kalium-
selektiver Kanal charakterisiert, der in der Plasmamembran von Pollen lokalisiert ist.
Tpk4p besitz keine EF-Hande und kein Bindungsmotiv fur 14-3-3 Proteine (Becker et
al., 2004).

Einen Uberblick (iber die TPK(KCO)-Kanale und einige grundlegende Merkmale gibt
Tabelle 7.1 im Anhang. Hier finden sich auch die Sequenzen der in dieser Arbeit
untersuchten Kanale KCO3, TPK4 und TPK1.
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1.5 Die pflanzliche Vakuole

Die Vakuole dient der Pflanzenzelle als zentrales Kompartiment zur Speicherung von
organischen und anorganische lonen, zum Abbau von Proteinen und zur Entsorgung
giftiger Substanzen. Sie ist jedoch auch z.B. durch die Freisetzung von Ca* an
intrazellularen Signalwegen beteiligt.

lonenkanale, lonenpumpen und Carrier im Tonoplasten tragen wesentlich zur
Homoostase des lonenhaushalts der Zelle bei.

Die treibende Kraft fir die Akkumulation von Stoffen in der Vakuole ist ein
Protonengradient, der durch die Aktivitat der V-Typ H*-ATPase und der H*-PPase, die
das vakuolare Lumen ansauern, erzeugt wird. Die Vakuole ist mit einem pH von ca. 5
deutlich saurer als das Cytoplasma (pH 7).

In elektrophysiologischen Untersuchungen an pflanzlichen Vakuolen wurden eine Reihe
von lonenkanalen entdeckt, die eine Rolle im Kaliumhaushalt der Pflanzenzelle spielen
konnten. Der dominierende lonenkanal in der Membran pflanzlicher Vakuolen ist ein
langsam aktivierender, spannungsabhangiger Kanal, der als SV-Kanal (Slow-Activating-
Vacuolar-Channel) bezeichnet wird und in allen bisher daraufhin untersuchten Pflanzen
gefunden wurde. SV-Kanéle weisen zwar eine starke Ca**-Abhangigkeit auf, benétigen
zur Aktivierung allerdings unphysiologisch hohe cytoplasmatische
Calciumkonzentrationen (>1uM). Ein weiteres Charakteristikum der SV-Kanale ist deren
fehlende Selektivitat. SV-Kanéale sind fir monovalente Kationen wie Na®*, K*, Rb* sehr
gut permeabel (Pna/Pxk = 1), wahrend die Durchlassigkeit fur divalente Kationen (Ca2+,
Mg?*) oder gar Anionen kontrovers diskutiert wird (Pottosin et al., 2001). Obwohl SV-
Kanale funktional bereits seit 20 Jahren beschrieben sind und wie erwahnt auch in allen
bislang daraufhin untersuchten Pflanzen gefunden wurden, blieb deren molekulare
Identitat lange verborgen. Erst kurzlich wurde das Genprodukt von TPK1, das
fluoreszenzoptisch als Tonoplastenprotein identifiziert wurde (Schonknecht et al., 2002,
Czempinski et al., 2002), als Komponente des SV-Kanals beschrieben (Schonknecht et
al., 2001). Dagegen diskutierten Peiter et al. (2005) in A. thaliana einen Zusammenhang
zwischen SV-Kanal-Strom und dem Produkt des Gens TPC1.

Im Gegensatz zum spannungsabhéangigen SV-Kanal sind die sogenannten FV-Kanale
(Fast-Activating-Vacuolar-Channel) und die VK-Kanéle (Vacuolar-K*-selective-Channel)
spannungsunabhangig (Ward et al., 1994). VK-Kanale sind, ahnlich wie die SV-Kanale,

nur in hohen cytoplasmatischen Calciumkonzentrationen aktiv, zeigen aber eine hohe
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Selektivitat fur Kalium. Sie sind bisher in den Vakuolen von Schliel3zellen und auch in
den Vakuolen der Wurzel von Beta vulgaris beobachtet worden (Pottosin et al., 2003).
Im Gegensatz dazu werden die wenig selektiven FV-Kanale durch Calcium blockiert
(Hedrich und Neher, 1987).

1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war die funktionale Charakterisierung von lonenkanalen aus
Arabidopsis thaliana. Dazu sollten die Kanale KCO3, TPK4 und TPK1 in geeigneten
Hefestammen funktional exprimiert werden. Durch elektrophysiologische und
zellbiologische Methoden sollten charakteristische Eigenschaften wie Selektivitat und
Schaltverhalten der Kanale untersucht werden.

Insbesondere sollte Uberpruft werden, inwiefern ein kausaler Zusammenhang zwischen
der Aktivitat des TPK171-Genprodukts und den SV-Stromen pflanzlicher Tonoplasten
besteht (Schonknecht et al., 2002). Zur Klarung dieser Frage sollten Charakteristika wie
Selektivitat und Spannungsabhangigkeit von Tpk1p in Hefe mit den elektrischen
Eigenschaften der vakuolaren Membran der Blattmesophyllzellen von Arabidopsis
verglichen werden.

Einige der Daten zur funktionalen Charakterisierung von Tpk1p wurden bereits vorab
publiziert (siehe Publikationsliste: Bihler et al., 2005). Alle in dieser Arbeit dargestellten
Experimente wurden jedoch von mir selbst durchgefuhrt.
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Organismen, Plasmide und Oligonukleotide

2.1.1 Verwendete Ausgangsstamme von Saccharomyces cerevisiae

Stamm Genotyp Quelle
PLY232 MATa his3A200 leu2-3, 112 trp1A901 ura3-52 P. Ljungdal,
suc2A9 Stockholm
PLY246 MATa his3A200 leu2-3, 112 trp1A901 ura3-52 P. Ljungdal,
suc2A9 trk1A51 trk2A50::kanMX tok1A1::HIS3 Stockholm
CEN.SR36-3C | CEN.PK; Mat a; ura3-52; his3A1;leu2-3_112; Euroscarf,
trp1-289;YOR087w/088w::HIS3 Frankfurt

Tabelle 2.1 Herkunft und Genotypen der verwendeten Hefestamme

2.1.2 Verwendete Escherichia coli

Stamm | Genotyp Quelle

DH5a deoR, endA1, gyrA96, hsdR17(rk'mk™), recA1, Clontech,
relA1, supE44, thi1, A(lacZYA-argFV169), Heidelberg
¢80d8lacZAM15, F~, \

Tabelle 2.2 Herkunft und Genotypen der verwendeten E. coli

2.1.3 Verwendete Linien von Arabidopsis thaliana

Name Beschreibung Quelle
Columbia-0 Wildtyp-Linie Botanischer
Garten der
Universitat
Karlsruhe
tpk1A (KCO1-2), Deletionsmutation im Gen TPK1 (KCO1, NASC,
At5g55630), Stammnummer SALK146903 | Nottingham
tpc1-2 Deletionsmutation im Gen TPC1 NASC,
(At4g03560), Stammnummer SALK145413 | Nottingham

Tabelle 2.3 Herkunft und Eigenschaften der verwendeten Arabidopsis-Linien
NASC = Nottingham Arabidopsis Seed Collection

In der Arabidopsis-Linie tpk1A wurde das Gen TPK1 (At5g55630) durch eine T-DNA-
Insertion im Exon Nr. 2 des Gens deletiert ( Alonso et al., 2003). Die Uberpriifung der
T-DNA-Insertion erfolgte wie unter 2.5 beschrieben.

Die Linie tpc1-2 besitzt eine homozygote Insertionsmutation im Exon Nr. 17 des Gens
At4g03560 (Alonso et al., 2003). Mittels RT-PCR wurde nachgewiesen, dass diese
Linie Uber kein vollstandiges Transkript von TPC1 mehr verfugt. Auch die dem Protein
entsprechende Bande bei 73 kDa konnte in der Deletionsmutante nicht mehr
nachgewiesen werden (Peiter et al., 2005).
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Abbildung 2.1 Lage der T-DNA-Insertion in tpk1A und tpc1-2
Schematische Darstellung der Genloci von TPK1 (At5g55630) und TPC1 (At4g03560) mit der Lage der
T-DNA-Insertion in den Deletionsmutanten tpk1A (Exon Nr. 2) bzw. tpc1-2 (Exon Nr. 17).

2.1.4 Verwendete Plasmide

Plasmid Beschreibung Quelle
pFL61 episomaler Expressionsvektor fur Hefe, H. Sentenac,
mit PGK-Promotor Montpellier
pA112A1XE episomaler Expressionsvektor fur Hefe, K. Czempinski,
mit ADH-Promotor Potsdam
pcDNA3.1D-TOPO Amplifikationsvektor fur E. coli D. Becker,
Wiurzburg

Tabelle 2.4 Herkunft und Eigenschaften der verwendeten Plasmide

Das Gen TPK1 und TPK1-GFP wurden mir freundlicherweise als c-DNA auf dem
Plasmid pA112A1XE von Katrin Czempinski, Potsdam, zur Verfugung gestellit.

Die Gene TPK1, KCO3 und TPK4 wurden mir freundlicherweise als c-DNA auf dem
Plasmid pcDNA3.1D-TOPO von Dirk Becker, Wurzburg, zur Verfugung gestellt.

2.1.5 Synthetische Oligonukleotide

Primer Sequenz 5 —=3° Annealing- Hersteller
Temperatur

TPK1-1 GCTATCTTGCGGCCGCATGTCGAG 57°C Roth
TGATGCAGCTCG

TPK1-2 GCTATCTTGCGGCCGCTTAAGCGC 56°C Roth
TCCTTTGAATCTGAGACG

TPK1-GEN1 CTGTGAGAACATCATCAATGAAGAC 60°C Roth
C

TPK1-GEN2 ACGATCAAAGAGTTAGAGTGTGGC 60°C Roth

KCO3-1 GCTATCTTGCGGCCGCATGCCAAT 57°C Roth
GACTCCATC

KCO3-2 GCTATCTTGCGGCCGCTTAAGCGC 57°C Roth
TAACAGAAGTTGC

TPK4-1 GCTATCTTGCGGCCGCATGGAAGA 58°C Roth
AGAGAACC

TPK4-2 GCTATCTTGCGGCCGCTCATGATC 57°C Roth
CGCTTGATG

PGKTERM CCGAACATAGAAATATCGAATGG 51°C Roth

PGKPROM AACTTGCATAAATTGGTCAATGC 50°C Roth

Tabelle 2.5 Verwendete Oligonukleotide (Primer) fiir die PCR und Sequenzierungen
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2.1.6 Nomenklatur von Genen und Proteinen

In dieser Arbeit wurden durchgangig die fur Hefe ublichen Bezeichnungen fur Gene
und die entsprechenden Proteine angewandt. So bezeichnet z.B. TPK1 das
funktionale Gen des Wildtyps und tpk71 das nicht funktionale Gen in der
Deletionsmutante. Tpk1p steht fur das Genprodukt des Wildtyp-Gens.

2.2 Medien

Die verwendeten Laborchemikalien wurden im analytischen Reinheitsgrad von den
Firmen Sigma—Aldrich (Deisenhoven) bzw. Roth (Karlsruhe) bezogen. Chemikalien
fur Kulturmedien stammten au3erdem von Clontech und Difco.

Zymolyase 20T zur Protoplastierung wurde von ICN Biochemicals (Eschwege)
bezogen, samtliche Restriktionsendonucleasen von NEB (Heidelberg). Ebenso
stammten die DNA-Polymerase, Calf-Intestinal-Phosphatase sowie die DNA-Ligase

von NEB. Die Ex-Tag-Polymerase wurde von Cambrex (Verviers, Belgien) bezogen.

2.2.1 Kulturmedien

Zur Herstellung der Medien wurde bidestilliertes Wasser verwendet. Liel3 es die
Stabilitat der gelosten Substanzen zu, wurden die Medien 15 Minuten bei 121°C
autoklaviert, ansonsten wurden sie sterilfiltriert. Zur Verfestigung wurde den Medien
2% Agar zugegeben. Dem SDAP-Medium, das fur die Kalium-abhangigen
Wachstumstests verwendet wurde, wurde zur Verfestigung 2% aufgereinigter Agar
(Sigma) zugegeben.

* LB - Medium
1% Bactotrypton
0,5% Hefeextrakt
0,5% NaCl

* LB - Ampicillin — Medium
100 pg Ampicillin / ml LB — Medium

* YPD - Medium (Yeastextract-Bactopepton-Dextrose) +50 KCI
1% Hefeextrakt
2% Bactopepton
2% Glucose
50 mM KCI
50 mg/l Adeninsulfat
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* SD -Ura-Medium +50 KCI
Uracil-Mangelmedium (Clontech) Die Zubereitung erfolgte
nach Herstellerangaben aus Minimal-SD-Base und Zugabe von
—Ura Drop-Out-Supplements
50 mM KCI
50 mg/l Adeninsulfat

* SD -Trp-Medium +50 KCI
Tryptophan-Mangelmedium (Clontech) Die Zubereitung erfolgte
nach Herstellerangaben aus Minimal-SD-Base und Zugabe
von —Trp Drop-Out-Supplements
50 mM KCI
50 mg/l Adeninsulfat

* SDAP: Medium fur Wachstumstests (Tropftests, Flussigkultur und Haloassays)
(Synthetisches Dextrose-Arginin-Phosphat-Medium)

Glucose 2%

L-Arginin 10 mM (1,74 g/l)
MgSO4 2mM

CaCl, 0,2 bzw. 5 mM
KCI siehe Legenden zu den Abbildungen
Spurenelemente

FeNaEDTA 13 uM

H3BO3 8 HM

CuSOy4 0,25 uM

Ki 0,6 uM
MnSO4 2,7 uM
NaxMoOg4 1 uM

ZnS0O4 2,5 yM

CoCl; 0,5 uM

NiCl; 0,5 uM
Vitamine

Biotin 2 pg/l
Calciumpantothenat 400 pg/l
Folsaure 2 g/l

Inositol 2 mg/l

Niacin 400ug/l
p-Aminobenzoesaure 200 pgl/l
Pyridoxinhydrochlorid 400 pg/l
Riboflavin 200 pg/l
Thiaminhydrochlorid 400 pg/l
Histidin 50 mg/l

Leucin 50 mg/I
Tryptophan 50 mg/l

pH 6,5 mit H3PO4 (85%)
Fur Medien mit pH 3,5 wurde nach dem Autoklavieren weitere 50 pl
85% H3PO4 auf 100 ml Medium zugegeben.
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2.2.2 Losungen zur Plasmidisolierung aus Hefezellen

* Sorbitol/EDTA
0,9 M Sorbitol
0,1 M EDTA
pH 7,5

* Sorbitol/EDTA/B-Mercaptoethanol
0,9 M Sorbitol
0,1 M EDTA
14 mM  -Mercaptoethanol
pH 7,5

* Zymolyase 20T - Stammldsung
Zymolyase aus Arthrobacter luteus, 20 000 U/g
2 mg/mlin 1 M Sorbitol
* TE - Puffer
10 mM Tris
1 mM EDTA
pH 7,5, eingestellt mit HCI

* EDTA/Tris/SDS
0,5MEDTA
2 M Tris
10 % (w/v) SDS

* Puffer HB und Waschpuffer aus E.Z.N.A. Plasmid Miniprep-Kit (Peqlab, Erlangen)

2.2.3 Losungen zur Praparation kompetenter Hefezellen und zur
Transformation von Hefezellen mit Plasmid-DNA
* Heringssperma - DNA
10 pg/ul, Yeastmakerkit K 1606-1, Firma Clontech

* PEG/LiAc (fir 10 ml)

8 ml 50% PEG (Polyethylenglycol) -L6sung
1 ml 10x TE-Puffer, pH7.5
1 ml 1 M LiAc (Lithiumacetat) —Losung

* LIAc/TE (fur 10 ml)
1 ml 1M LiAc-Losung
1 ml 10x TE-Puffer
8 ml H,O

* LiIAc/TE/Glycerin (fur 10 ml)
1 ml 1M LiAc-L6sung
1 ml 10x TE-Puffer
1,5 ml Glycerin
6,5 ml H,O
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Folgende Losungen wurden dem Yeastmaker-Kit der Firma Clontech
entnommen:

* 50% PEG

* 10x TE-Puffer

* 10x (1 M) Lithiumacetat

2.2.4 Losungen zur Protoplastierung von Hefe

* Puffer 1 (Inkubationspuffer)
50 mM KH:PO:
30 mM 2-Mercaptoethanol
mit KOH titriert auf pH 7,2

« Puffer 2 (Protoplastierungspuffer)

50 mM KH:PO4

2,4 M Sorbit

30 mM 2-Mercaptoethanol

mit KOH titriert auf pH 7,2
* Resuspensionspuffer 1

220 mM KCI

10 mM CaCl;

5 mM MgCl;

5 mM MES

0,6% Glucose

mit Tris titriert auf pH 7,2

2.2.5 Losungen zur Elektrophysiologie an Hefeprotoplasten

* Pipettenlosung 1
175 mM KCI
4 mM MgClz
4 mM ATP
1 mM EGTA
0,152 mM CaCl,
mit KOH titriert auf pH 7,0

* Badl6sung 1
150 mM KCI
10 mM CaCl;
5 mM MgCl;
mit Tris titriert auf pH 7,5

2.2.6 Losungen zur Elektrophysiologie an Hefevakuolen

* Pipettenlosung 2
100 mM KCI
5 mM MgCl;
10 uM CacCl,
pH 7,0 mit Tris/MES
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* Badl6sung 2
100 mM KCI
5 mM MgCl;
1 mM CaCl,
pH 7,0 mit Tris/MES

* Puffer zur Freisetzung der Vakuolen (Citratpuffer)
100 mM KsCitrat
0,2% Glucose
pH 6,8 mit MES

2.2.7 Losungen zur Elektrophysiologie an Arabidopsisvakuolen

* Protoplastierungslosung 3
0,6 M Sorbitol
10 mM KCI
pH 5,8 mit Tris/MES
5 mg/ml BSA
5 mg/ml Macerozym R-10 (Serva)
5 mg/ml Cellulase Onozuka R-10 (Serva)

* Resuspensionspuffer 3
0,6 M Sorbitol
10 mM KCI
pH 5,8 mit Tris/MES

* Pipettenlosung 3
150 mM KCI
5 mM MgCl;
10 uM CacCl,
pH 7,0 mit Tris/MES

* Badl6sung 3
150 mM KCI
5 mM MgCl;
1 mM CacCl,
pH 7,0 mit Tris/MES

2.2.8 Lésungen zur Bestimmung der Offnungsweite der Stomata

* MES-KOH-Puffer (Standardmedium)
10 mM MES
50 mM KCI
100 pM CaCl;
pH 6,15 mit KOH

2.2.9 Losungen zur Bestimmung der Keimungsrate

* MES-KOH-Puffer
10 mM MES
pH 6,0 mit KOH
Abscisinsaure 0/0,1/1/10 yM
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2.2.10 Sonstige Losungen

* Kryol6sung fur kompetente E. coli
50 mM CaCl,
15 % (w/v) Glycerin

* TAE-Puffer zur DNA Gelelektrophorese
40 mM Tris
1 mM EDTA
pH 8,3
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2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Praparation kompetenter E. coli (DH5a) mit CaCl,

Ein Inoculum E. coli (DH5a) wurde auf eine LB-Agarplatte ausgestrichen und Uber
Nacht bei 37°C inkubiert.

Eine Einzelkolonie wurde mit einer sterilen Pipettenspitze in 10 ml LB-Medium
Uberfiihrt und Uber Nacht bei 37°C und 200 Upm inkubiert.

100 ml LB-Medium wurden mit 0,5 - 1 ml der Ubernachtkultur angeimpft, dadurch
wurde eine Anfangs-ODegoo von ca. 0,06 erreicht.

Nachfolgend wurde bei 37°C und 200 Upm inkubiert bis eine ODgyo von 0,7 - 1,0
erreicht war. Dies dauerte ca. 3 Stunden. Anschliel3end wurden die Zellen 5 Minuten
auf Eis gekuhilt.

Die Zellen wurden in sterilen Zentrifugenréhrchen 10 Minuten mit 3000 Upm und 4°C
in einer Hermle Z 383 K Zentrifuge abzentrifugiert, das Pellet in 2 ml vorgekuhlter,
steriler 50 mM CaCly-Losung resuspendiert und weitere 18 ml CaClx>-L6sung
zugegeben.

Die Suspension wurde eine Stunde auf Eis gestellt.

AnschlieRend wurde erneut sedimentiert (siehe oben), der Uberstand dekantiert, die
Restlosung vollstandig mit einer Pipette abgezogen und das Pellet in 1 ml kalter
Kryoldsung (50 mM CaCl;, 15% Glycerin) resuspendiert.

500 ul Aliquots wurden in vorgekuhlte 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefalle pipettiert
und bei -80°C tiefgefroren.

2.3.2 Praparation kompetenter Hefezellen nach der LiAc — Methode

10 ml YPD—-Medium wurden mit einer Einzelkolonie Hefezellen beimpft und Uber
Nacht bei 30°C und 200 Upm inkubiert.

Zwei sterile Erlenmeyerkolben mit je 50 ml YPD—Medium wurden mit je ca. 1,5 yl der
Ubernachtkultur angeimpft und tiber Nacht bei 30°C und 200 Upm inkubiert.

Die Zellsuspension wurde auf 4 sterile 25 ml Zentrifugenrohrchen verteilt und 5
Minuten mit 3000 Upm in einer Hermle Z 383 K Zentrifuge abzentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen, und die Pellets in je 8 ml steriler LIAc/TE-Lésung
resuspendiert.

Diese Suspension wurde wiederum 5 Minuten mit 3000 Upm abzentrifugiert, die

Zellpellets in je 0,25 ml LiAc/TE-LOsung resuspendiert, und jeweils 2 Ansatze in
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einem 1,5 ml Reagiergefall zusammengefuhrt. Anschlieliend wurde fur eine Stunde
bei 30°C und 75 Upm inkubiert.

Zur langerfristigen Aufbewahrung (bis zu maximal 2 Monaten) wurden die Zellen bei
3000 Upm in einer Eppendorf Tischzentrifuge Modell Nr. 5415 C abzentrifugiert und
die Pellets in je 0,5 ml LiAc/TE/Glycerin—Ldsung resuspendiert.

Aliquots zu je 300 pl wurden in 1,5 ml Eppendorf Reagiergefallen bei —80°C

eingefroren.

2.3.3 Transformation kompetenter E. coli mit Plasmid-DNA

(Hitzeschock-Methode nach Bignell und Evans (1996), modifiziert)

Die nachfolgenden Arbeitsschritte erfolgten alle auf Eis.

Die kompetenten E. coli wurden auf Eis aufgetaut. Entsprechende Volumina der
Plasmid—DNA (fur 0,5 und 1 pg) wurden in sterile, vorgekuhlte 1,5 ml Reagiergefalie
vorgelegt. Es wurden 200 pl kompetenter E. coli zu den DNA-L6sungen zugetropft
und der Ansatz vorsichtig durch Aufziehen in die Pipettenspitze gemischt.
AnschlieRend wurde 30 Minuten auf Eis gekuhlt. Ebenso wurde mit einem
Kontrollansatz ohne Plasmid—DNA verfahren.

Alle Ansatze wurden 1 Minute im Thermostat auf 42°C erhitzt (Hitzeschock) und
sofort anschlielfend zwei Minuten auf Eis gekuhlt.

Zu jedem Ansatz wurde 1 ml LB-Medium pipettiert und durch Aufziehen in die
Pipettenspitze vorsichtig gemischt. AnschlieRend wurden die Ansatze 60 Minuten bei
37°C und 200 Upm inkubiert.

Die Ansatze wurden 3 Minuten mit 12000 Upm in einer Eppendorf Tischzentrifuge
abzentrifugiert, vom Uberstand 1 ml abpipettiert und das Pellet im Restmedium
resuspendiert.

Je 100 ul der Zellsuspension wurden auf eine LB-Ampicillin-Platte ausplattiert und
uber Nacht bei 37°C inkubiert.

5 - 10 ml LB-Ampicillin-Medium wurden mit einer Einzelkolonie transformierter E.
coli beimpft und bei 30°C und 200 Upm Uber Nacht inkubiert.

Zur Aufbewahrung bei —80°C wurden 0,5 ml steriles 40% -iges Glycerin in einem
Kryoréhrchen vorgelegt, 0,5 ml der Ubernachtkultur dazu pipettiert und gut
durchmischt.
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2.3.4 Transformation von Hefezellen nach der LiAc - Methode

(Clontech-Yeastmaker-Protokoll K1606-1)

Die kompetenten Hefen wurden auf Eis aufgetaut, die Heringssperma—DNA in einem
Thermoblock 10 Minuten bei 100°C denaturiert und anschlieRend auf Eis abgekunhlt.
Entsprechende Volumina an Heringssperma-DNA wurden in sterile 1,5 ml
Reagiergefalie vorgelegt und entsprechende Volumina pDNA dazu gegeben (siehe
Tabelle).

pDNA-Konzentration Heringssperma-DNA | Heringssperma-DNA
in ng in ug Stammisg. [10 pg/ul]
in pl
0 0 0
1000 500 50

Jeweils 100 ul kompetenter Hefezellen wurden zugegeben und die Ansatze gemischt.
Nach Zugabe von je 0,6 ml steriler PEG/LiAc-Losung wurde kurz gevortext und bei
30°C, 200 Upm fir 30 Minuten inkubiert.

AnschlieRend wurden die Ansatze 15 Minuten bei 42°C im Thermoblock erhitzt und
dann 3 Minuten auf Eis abgekuhilt.

Zur Pelletierung der Zellen wurde 5 Sekunden mit 14000 Upm in einer Eppendorf
Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und das Pellet in 0,5
ml 1x TE-Puffer resuspendiert. Von jedem Ansatz wurden 100 ul auf Selektivmedium
(SD -Ura bzw. SD -Trp) ausplattiert. Die Platten wurden fiir 2-3 Tage bei 30°C
inkubiert.

Zur Anfertigung von Kryokulturen wurden 10 ml Selektivmedium mit einer
Einzelkolonie transformierter Hefen beimpft und bei 30°C und 200 Upm Uber Nacht
inkubiert. 0,5 ml steriles 40% -iges Glycerin wurde in Kryorohrchen vorgelegt, 0,5 mi
der Ubernachtkultur zugegeben und gut durchmischt. Die Kulturen wurden bei —80°C
aufbewahrt. Als Arbeitskultur wurden die transformierten Zellen auf Selektivmedium
ausgestrichen und 48 Stunden bei 30°C inkubiert. Alle 2-3 Wochen wurden die
tiefgefrorenen Zellen aufgetaut und neue Arbeitskulturen auf Selektiv-Agarplatten (SD
—Trp bzw. SD —Ura) angelegt. Von diesen Arbeitskulturen erfolgte die Animpfung der
fur die Wachstumstests und elektrophysiologischen Messungen bendétigten

Ubernachtkulturen in Flissigmedium.
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2.3.5 Plasmidisolierung aus Hefe

10 ml SD —-Ura—Medium (SD —Trp-Medium fur p112A1XE) wurden mit einer
Einzelkolonie beimpft und bei 30°C und 200 Upm Uber Nacht inkubiert. 10 ml dieser
Vorkultur wurden in einem sterilen 25 ml Zentrifugenréhrchen mit 3000 Upm far 5
Minuten in einer Hermle Z 383 K Zentrifuge abzentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml
Sorbitol/EDTA-LOsung resuspendiert und in ein 1,5 ml Eppendorf Reagiergefal®
uberfuhrt. Die Zellsuspension wurde bei 3000 Upm far 10 Sekunden in einer
Eppendorf Tischzentrifuge abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet
wurde in 0,4 ml Sorbitol/EDTA/3-Mercaptoethanol-Losung resuspendiert.

0,1 ml Zymolyase-L6sung wurden dazu pipettiert und der Ansatz 30 Minuten bei 37°C
inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen in 30 Sekunden bei 3000 Upm in einer
Eppendorf Tischzentrifuge pelletiert.

Der Uberstand wurde vollstandig abgezogen und verworfen, das Pellet in 0,4 ml
TE-Puffer resuspendiert, 90 yl EDTA/Tris/SDS-L6sung dazu gegeben, der Ansatz
gemischt und fiir 30 Minuten bei 65°C inkubiert.

Anschlie3end wurden 80 ul 5 M Kaliumacetat—-Losung zupipettiert, gemischt und 60
Minuten auf Eis inkubiert. Die Ansatze wurden 10 Minuten mit 14000 Upm in einer
Eppendorf Tischzentrifuge zentrifugiert.

Die weitere Aufreinigung der Plasmid—DNA aus dem Uberstand erfolgte mit Hilfe
eines Plasmid—Mini—Praparationskits (Peqglab, Erlangen), nach Herstellerangaben.
Die Konzentrationsbestimmung der Plasmid—DNA erfolgte photometrisch mit einem
Bio-Photometer (Eppendorf, Hamburg).

2.3.6 Plasmidisolierung aus E. coli

Die Plasmidisolierung aus E. coli erfolgte mit einem Plasmid—Mini—Praparationskit

(Peqlab, Erlangen) nach Herstellerangaben.

2.3.7 Agarosegele

Agarosegele zur DNA—-Elektrophorese enthielten 1% Agarose in TAE-Puffer. Die
DNA wurde in 1,5 bis 2 Stunden bei einer Spannung von 75 V bei 100 mA
aufgetrennt. Als Stromquelle diente Modell Nr. E835 (Consort).

Die Farbung erfolgte durch Baden des Gels fur ca. 20 Minuten in einer
Ethidiumbromidlosung (0,04 pg/ml).
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2.3.8 Klonierung der Gene TPK1, KCO3 und TPK4 in pFl61

Da die Gene TPK1, KCO3 und TPK4 auf dem Vektor pcDNA3.1D-TOPO, der zur
Expression in Hefe ungeeignet ist, zur Verfugung standen, mussten sie in den Vektor
pF161 umkloniert werden. Dieser Vektor besitzt die ndtigen Voraussetzungen fur eine
Amplifizierung und die Expression der Gene in Hefe. Dazu gehdren neben dem
Selektionsmarker URA3 und dem fur Hefe geeigneten Replikationsstartpunkt auch
der Promotor- und der Terminatorbereich der Phosphoglycerinkinase aus Hefe. Die
Gene wurden in die Notl-Schnittstelle ligiert und stehen damit unter der Kontrolle des
PGK-Promotors. Folgende Schritte wurden durchgefluhrt:

1. PCR zur Insertion zusétzlicher Notl-Schnittstellen

Die Klonierung in pFI61 sollte Uber die Notl-Schnittstelle des Vektors erfolgen. Daher
erfolgte die PCR mit Primern, die am 5-Ende ebenfalls eine Notl-Schnittstelle
besitzen (TPK1-1/-2, KCO3-1/-2 bzw. TPK4-1/2, siehe oben).

PCR-Ansatz:
0,3 - 1,0ul pDNA (ca.100ng)
0,60 pl Primer 1 (TPK1-1, KCO3-1 bzw. TPK4-1)
0,60 pl Primer 2 (TPK1-2, KCO3-2 bzw. TPK4-2)
8,00 pl dNTP-Mix (200 uM je dNTP)
10,00 pl Pfu-Polymerase-Puffer (10fach)
0,67 ul Pfu-Polymerase
ad 100 ul H20 bidest, steril

PCR-Programm

Temperatur Zeit Zyklenanzahl
Initiale Denaturierung 94°C 30 sec. 1
Denaturierung 94°C 30 sec. 30
Primer-Annealing 54°C 1 Minute
Elongation 72°C 4 Minuten
Terminale Elongation 72°C 7 Minuten 1

Die PCR wurde in einem Thermocycler Modell PC-960 (Corbett Research, Sydney)
durchgefuhrt.
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2. Aufreinigung des PCR-Produktes liber Agarose-Gelelektrophorese

Der PCR-Ansatz wurde uber eine Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt, die DNA
mittels Anfarbung mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht und die dem PCR-Produkt
entsprechende Bande ausgeschnitten. So konnte der Ausgangsvektor vom Produkt
abgetrennt werden. Die Aufreinigung der DNA aus der Agarose erfolgte mit einem

Gelextraktions-Kit (Peqglab, Erlangen) nach Herstellerangaben.

3. Zweite PCR zur Amplifizierung des aufgereinigten Produktes der ersten PCR

Zur Amplifizierung des PCR-Produktes wurde die PCR nach oben stehendem
Schema wiederholt und dabei das aufgereinigte Produkt der ersten PCR (das
jeweilige Gen mit einer Notl-Schnittstelle an beiden Enden) als Template eingesetzt.
So konnte weitestgehend sichergestellt werden, dass sich keine Teile des
Ausgangsvektors mehr in der DNA-L6sung befanden und genug DNA fur die spatere
Ligation vorhanden war.

Die Aufreinigung des Produkts der zweiten PCR erfolgte Uber einen Cycle-Pure-Kit
der Firma Peqglab (Erlangen) nach Herstellerangaben.

4. Restriktionsspaltung des Vektors pFl61

Zur Restriktionsspaltung des Vektors pFl61 wurde die Vektor-DNA aus E. coli isoliert
und 10 pg der DNA in einem 100ul-Ansatz mit 30 Units Notl-Enzym im
entsprechenden Puffer (NEB-Puffer 1, mit BSA) Uber Nacht bei 37°C gespalten. Zur
Verhinderung von Religationen des Vektors wurde anschlieffend zum
Restriktionsansatz 1 ml CIP (Calf-Intestinal-Phosphatase) zupipettiert und fur eine
weitere Stunde inkubiert.

5. Restriktionsspaltung des PCR-Produktes mit Notl

Nach den beiden PCR-Schritten verfugten die Gene uber eine Notl-Schnittstelle an
beiden Enden der DNA. Um diese DNA in den mit Notl gespaltenen Vektor ligieren zu
konnen, mussten sie ebenfalls mit Notl geschnitten werden, da die durch die PCR
erzeugten Schnittstellen doppelstrangig vorlagen.

Zur Restriktionsspaltung des PCR-Produktes wurden 16,8 pl des aufgereinigten PCR-
Produktes (ca. 600 ng) in einem 20-pl-Ansatz mit 5 Units Notl in Puffer NEB1 mit BSA
bei 37°C Uber Nacht gespalten.
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6. Aufreinigung der Restriktionsansétze (iber Agarose-Gelelektrophorese

Die Restriktionsansatze mit dem Vektor und dem PCR-Produkt wurden Uber ein
Agarosegel aufgetrennt, die DNA durch Anfarbung mit Ethidiumbromid sichtbar
gemacht und die entsprechenden Banden ausgeschnitten.

Die Aufreinigung der DNA aus dem Gel erfolgte uber einen Gelextraktions-Kit

(Peqlab, Erlangen) nach Herstellerangaben.

7. Ligationsansatz

Zur Ligation des mit Notl geschnittenen PCR-Produktes in die Notl-Schnittstelle des
geschnittenen Vektors wurden ca. 100 ng Vektor-DNA und 300 ng PCR-Produkt
zusammen pipettiert, mit HO pigest auf 17,5 pl aufgefullt, 2 pl Ligase-Puffer (10fach)
und 0,5 ml DNA-Ligase zugegeben. Der Ansatz wurde Uber Nacht im Kiuhlschrank
inkubiert.

8. Transformation von E. coli
Die ligierte DNA wurde mit 100 pl kompetenten E. coli versetzt und die

Transformation wie oben beschrieben durchgefuhrt.

9. Uberpriifung der Transformanten

Zur Uberpriifung des korrekten Einbaus des DNA-Inserts in den Vektor wurden einige
transformierte Kolonien in je 5 ml LB-Ampicillin-Medium Uberfuhrt, tber Nacht bei
37°C und 200 Upm inkubiert und die DNA mit einem Plasmid-Mini-Praparationskit
(Peqlab, Erlangen) nach Herstellerangaben isoliert.

Die isolierte DNA wurde einem Restriktionsansatz unterzogen. Dabei kamen folgende

Enzymkombinationen zum Einsatz:

TPK1: Ncol in NEB-Puffer 4 mit BSA
KCQO3: Xbal in NEB-Puffer 2 mit BSA
TPK4: Xbal und Hindlll in NEB-Puffer 2 mit BSA

Pro Enzym und Restriktionsansatz wurden 3 Units Enzym pro pug Plasmid-DNA
eingesetzt. Nach einer Inkubationszeit von 6 Stunden wurde die DNA mittels
Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und durch Anfarben mit Ethidiumbromid

sichtbar gemacht.
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Folgende Banden wurden bei korrektem Einbau des Inserts in den Vektor erwartet:

TPK1: 4350 und 2202
KCO3: 1096 und 5119 Basenpaare
TPK4: 1599 und 4681 Basenpaare

Zur Uberpriifung wurden die positiven Klone mit den Primern PGKProm und
PGKTerm von GATC (Konstanz) sequenziert (Sequenzen der Primer siehe oben).

10. Transformation der Hefe mit den Plasmiden

Die korrekten Plasmide wurden wie oben beschrieben zur Transformation des
Hefestamms PLY246 verwendet. Anschlielend wurden die Plasmide wie oben
beschrieben aus der Hefe isoliert und erneut sequenziert.

2.4 Zellbiologische Methoden

2.41 Wachstumstests: Tropftest

1 ml einer Ubernachtkultur wurde in einem sterilen 1,5 ml Reagiergefalt mit 4000
Upm fir 3 Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet
zweimal mit 1 ml sterilem H:Opigest gewaschen. Nach dem zweiten Waschschritt
wurde die ODeggo auf 1,0 = 0,05 eingestellt und Verdinnungen von 1:10, 1:100 und
1:1000 mit HOpigest hergestellt. Je 7 ul jeder Verdunnung wurden auf SDAP-
Agarplatten der angegebenen Zusammensetzung pipettiert. Die Platten wurden bei
30°C flr 72 Stunden inkubiert.

AnschlieRend wurden die Platten mit einer Auflosung von 600 dpi eingescannt und
mit der Bildbearbeitungssoftware Adobe Photoshop die Helligkeit und der Kontrast
der Abbildungen nachreguliert.

2.4.2 Wachstumstests: Messung der optischen Dichte (ODgq)

15 ml SDAP-Medium der jeweils angegebenen Zusammensetzung wurde mit einer
entsprechenden Menge einer Ubernachtkultur auf eine Anfangs-OD von 0,1
angeimpft.

Die Kulturen wurden bei 30°C und 200 Upm inkubiert. Die ODgoo der Proben wurde in

einem Bio-Photometer (Eppendorf, Hamburg) bestimmt.
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2.4.3 Hemmhoftest (Haloassay)

1 ml einer Ubernachtkultur wurde in einem sterilen 1,5 ml Reagiergefalt mit 4000
Upm fir 3 Minuten abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet
zweimal mit 1 ml sterilem HxOpigest gewaschen. Nach dem zweiten Waschschritt
wurde die ODggp auf 1,0 + 0,05 eingestellt. Von dieser Zellsuspension wurden 100 pl
zu 5 ml warmen (45°C) SDAP-Agar (0,5% Agar) zupipettiert und damit eine SDAP-
Agar-Platte der entsprechenden Kaliumkonzentration Uberschichtet. Nach dem
Erstarren des Agars wurden sterile Filterplattichen aufgelegt und je 10 ul der
entsprechenden Hemmstofflosung aufgetropft. Die Konzentration der
Hemmestofflosungen betrug 1 mol/l. Die Platten wurden 72 Stunden bei 30°C inkubiert
und dann der Durchmesser der Hemmhofe durch Ausmessen an der Platte bestimmit.
AnschlieBend wurden die Platten mit einer Auflosung von 600 dpi eingescannt und
mit der Bildbearbeitungssoftware Adobe Photoshop die Helligkeit und der Kontrast

der Abbildungen nachreguliert.

2.4.4 Bestimmung der Offnungsweite der Stomata von A. thaliana

Blatter von funf Wochen alten Pflanzen wurden 3 Stunden im Dunkeln in 10 mM
MES-KOH-Puffer (pH 6,15, 50 mM KCI, Abscisinsdure wie in der Abbildung
angegeben) inkubiert und anschliel3end 3 Stunden belichtet. Die Epidermis wurde in
Streifen abgezogen, unter dem Mikroskop bei 400facher Vergrof3erung betrachtet und
mit einer Digitalkamera abfotografiert. Das Ausmessen der Offnungsweite erfolgte

dann am Computer.

2.4.5 Bestimmung der Keimungsrate von A. thaliana

Samen der entsprechenden Linien von A. thaliana wurden zur kalten Stratifikation
drei Tage bei 4°C im Dunkeln in MES-KOH-Puffer (pH 6,0) mit der entsprechenden
Abscisinsaurekonzentration inkubiert. AnschlieBRend wurden die Samen auf
Agarplatten mit derselben Abscisinsaurekonzentration verteilt und bei Licht und 22°C
inkubiert. Jeden Tag wurde die Anzahl der gekeimten Samen unter dem
Stereomikroskop bestimmit.
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2.5 Uberpriifung der Deletionsmutation in der Arabidopsislinie
tpk1A (KCO1-2)

Die Linie tpk1A (KCO1-2) wurde von NASC (Nottingham Arabidopsis Seed Collection)
bezogen (Stamm-Nummer SALK146903). Sie besitzt eine homozygote
Insertionsmutation im Exon Nr. 2 des Gens TPK1 (At5g55630; Alonso et al., 2003).
300 mg Blatter wurden unter Kuhlung mit flussigem Stickstoff in einem Morser
zerkleinert. Die Isolierung der DNA aus dem zerriebenen Blattmaterial erfolgte unter
Verwendung eines DNeasy-Plant-MiniKit (Qiagen, Hilden).

Das Gen At5g55630 wurde durch eine PCR amplifiziert. Es wurde je ein Ansatz mit
DNA aus dem Wildtyp (Columbia-0) und aus tpk1A bearbeitet.

PCR-Ansatz:
2 ul DNA (ca.100 ng)
2 pl Primer TPK1-GEN1
2 pl Primer TPK1-GEN2
4 yl dNTP-Mix
10,00 yl ExTaqg-Polymerase-Puffer, 10fach (Cambrex, Verviers, Belgien)
0,3 pl ExTag-Polymerase (Cambrex, Verviers, Belgien)
ad 50 pl H20 bidest, steril

Die Tabelle zeigt das verwendete PCR-Programm:

Temperatur Zeit Zyklenanzahl
Initiale Denaturierung 96°C 60 s 1
Denaturierung 94°C 15s 30
Primer-Annealing 60°C 30s
Elongation 72°C 1 Minute

Nach erfolgter PCR wurde der Ansatz Uber ein Agarosegel aufgetrennt, und die PCR-
Produkte aus dem Gel isoliert. Das Gel zeigte beim Wildtyp eine Bande bei ca. 1800
BP und bei tpk1A eine Bande in der Grolke von ca. 2300 BP.

Anschliefend wurden die PCR-Produkte unter Verwendung eines TOPO TA Cloning-
Kits (Invitrogen, Karlsruhe) in den Vektor pCRII-TOPO (Invitrogen, Karlsruhe) ligiert,
und kompetente E. coli mit der Plasmid-DNA transformiert. Nach Amplifizierung der
DNA wurden die Plasmide isoliert und einem Restriktionsverdau mit EcoRI
unterzogen. Hierbei wurde das zuvor in den Vektor ligierte PCR-Fragment wieder
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herausgeschnitten. Durch die Auftrennung der Restriktionsansatze Uber ein
Agarosegel (Abbildung 2.2) wurde erkennbar, dass das aus dem Vektor
ausgeschnittene DNA-Stuck bei der Deletionsmutante deutlich groRer ist als beim
Wildtyp. Dies zeigt, dass die T-DNA tatsachlich im Bereich des angegebenen
Genlocus lokalisiert ist. Die genaue Lage der T-DNA-Insertion im Exon Nr. 2 des
Gens TPK1 wurde durch Sequenzierung des Plasmids pcRII-TOPO-tpk1A Uberpruft.
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Abbildung 2.2 Uberpriifung der T-DNA-Insertion in tpk1A

Agarsosegel-Elektrophorese nach Restriktionsverdau mit EcoRI. Verdaut wurde der Vektor pcRIl-
TOPO mit dem Insert aus der PCR-Reaktion des Wildtyps (links) bzw. der Deletionsmutante tpk1A
(Mitte). Die VergroRerung des PCR-Inserts in tpk1A bestatigt die Lage der T-DNA-Insertion im Gen
TPK1.

2.6 Elektrophysiologie / Patch—-Clamp-Technik

Mit der von Neher und Sakmann entwickelten Patch-Clamp-Technik (Hamill et al.,
1981) konnten durch Aufsetzen einer Glaspipette erstmals einzelne lonenkanale in
biologischen Membranen elektrisch isoliert und untersucht werden. Diese Methode
erfordert einen hohen Abdichtwiderstand (Gigaseal) zwischen Glas- und
Membranoberflache, daher ist eine saubere Membranoberflache eine wichtige
Voraussetzung, um einen hohen Abdichtwiderstand zu erhalten. Eine die Membran
bedeckende Zellwand oder andere Strukturen mussen moglichst vollstandig entfernt
werden, ohne jedoch das Plasmalemma zu schadigen.

2.6.1 Elektrophysiologie an Hefeprotoplasten

Die Praparation von Hefeprotoplasten und die Durchfihrung der Patch-Clamp-
Experimente erfolgte weitgehend nach den Protokollen von Bertl et al. (1998b) und
wird im Folgenden kurz beschrieben.
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2.6.1.1 Praparation von Hefeprotoplasten

Zur Protoplastierung der Hefezellen wurden 10 ml einer Ubernachtkultur bei 2000
Upm fur 5 Minuten abzentrifugiert, das Pellet in 3 ml Puffer 1 resuspendiert und 30
Minuten bei Raumtemperatur und 200 Upm inkubiert.

Anschlielend wurden 4 ml Puffer 2 sowie ca. 60 mg Rinderserumalbumin und ca. 12
mg Zymolyase 20T zugegeben und 45 Minuten bei Raumtemperatur und 200 Upm
inkubiert.

Zymolyase ist ein Enzymcocktail aus Glukanasen, Proteasen und Mannasen, die das
Polysaccharid-Netzwerk der Zellwand aufbrechen. Das Rinderserumalbumin soll eine
Beschadigung der Membranproteine durch die in der Zymolyase enthaltenen
Proteasen verhindern.

Danach wurden die Protoplasten abzentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Pellet
in 10 ml Resuspensionspuffer 1 aufgenommen und 150 pl einer 40%igen Glukose-
I6sung zugegeben.

2.6.1.2 Herstellung von Glasmikropipetten

FUr die Herstellung der Messpipetten wurden Kapillaren aus Borsilikatglas verwendet
(Kimax-51, Kimble, USA). Die Kapillaren wurden in ein vertikales Pipettenziehgerat
(Modell Nr. 750, David Kopf, USA) eingespannt und in zwei Schritten ausgezogen, so
dass aus einer Kapillare zwei Pipetten mit einem Spitzendurchmesser von 1 - 2 ym
entstanden.

Zur Beseitigung von eventuell durch den Zugvorgang an der Spitze entstandenen
Abrisskanten wurden die Pipetten in einer selbstgebauten Hitzepoliereinheit an einem
Platindraht glatt geschmolzen.

2.6.1.3 Aufbau des Messplatzes

Der Messplatz bestand im Wesentlichen aus einem schwingungsgedampften Tisch
auf dem ein inverses Mikroskop (Axiovert 135, Zeiss, Oberkochen), eine
Messkammer, ein Mikromanipulator mit Grob- und Feintrieb (MP87, Sutter, USA) und
ein Vorverstarker mit Pipettenhalter (Firma Heka, Lambrecht) platziert wurden. Der
gesamte Aufbau wurde durch einen Faradaykafig gegen elektrische Storsignale aus
der Umgebung abgeschirmt.

Eine am Mikroskop angebrachte CCD-Videokamera ermoglichte auch bei
geschlossenem Faradaykafig die Beobachtung des Messobjektes Uber einen Monitor.
Das gemessene Signal wurde Uber den Vorverstarker und ein abgeschirmtes Kabel
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an den eigentlichen Patch-Clamp-Verstarker (EPC9, Heka, Lambrecht) weitergeleitet,
digitalisiert, gefiltert und in einen Apple Maclntosh Computer eingespeist. Die weitere
Verarbeitung und Auswertung erfolgte mit dem Softwarepaket Pulse/PulseFit 8.0
(Heka, Lambrecht).

2.6.1.4 Sealformation und Ganzzellableitung

Nach dem Befullen der Messkammer mit Badlosung 1 wurde ein Tropfen frisch
praparierter Protoplasten zugegeben und einige Minuten gewartet, um die Zellen auf
den Boden der Messkammer absitzen zu lassen.

Danach wurde eine frische Messpipette mit sterilfiltrierter Pipettenlosung 1 gefullt und
in den Pipettenhalter eingespannt.

Um eine Verschmutzung der Pipettenspitze durch Schmutzpartikel in der Losung zu
verhindern, wurde an die Pipette mittels eines Schlauchsystems ein Uberdruck von
ca. 10 cm Wassersaule angelegt.

Nach dem Eintauchen der Pipette in die Badlésung wurden die Spannungsoffsets,
hervorgerufen durch Verstarker und Ubergangspotentiale zwischen Pipetten- und
Badl6sung, abgeglichen.

Anschlielend wurden Pipettenspitze und Protoplast mit Hilfe des Mikromanipulators
und Mikroskopes in Fokus gebracht und der Uberdruck von der Pipettenspitze
genommen. Der ausgewahlte Protoplast wurde durch Anlegen eines kleinen
Unterdrucks angesaugt und vom Boden der Messkammer angehoben. Durch
gleichmaliges, vorsichtiges Saugen lieR sich die Membran etwas in die
Pipettenspitze einsaugen und ein hoher Abdichtwiderstand erreichen. Zur
Beobachtung der Sealbildung wurde der Abdichtwiderstand durch Anlegen eines
Testpulses (5 mV, 5 ms) an die Pipette kontinuierlich gemessen. Die entsprechende
Stromantwort wurde in einen Widerstandswert umgerechnet und konnte am
Oszilloskopmodul des Rechners als Pipetten- bzw. Abdichtwiderstand abgelesen
werden. Werte von 1 GQ und mehr zeigten das Erreichen des Cell-Attached-
Zustandes an (Abbildung 2.3, oben).

Um elektrisch Zugang zur gesamten Zellmembran zu erhalten, musste der
Membranfleck, der die Pipettendffnung abdichtet, durchbrochen werden. Dies
geschah durch Anlegen eines relativ hohen Spannungspulses (ca. 1 V) fur 100-200
us bei gleichzeitigem Anlegen eines leichten Unterdruckes.

Nach dem Durchbrechen der Membran und einer Wartezeit von einigen Minuten, um

einen weitgehenden Austausch von Cytoplasma durch die Pipettenlosung zu
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gewahrleisten, wurde die eigentliche Messung begonnen. Dazu wurde die Membran
auf verschiedene Spannungen geklemmt und die entsprechende Stromantwort
aufgezeichnet.

StandardmafRig wurden die Daten mit 1 kHz aufgezeichnet und bei 400 Hz gefiltert.

Gigaohm Seal Cell-attached-

/" Konfiguration
hoher \
Spannungspuls

und saugen ziehen

ziehen

MNucleus

Whole-cell- Outside-out- Inside-out-
Konfiguration Konfiguration Konfiguration

Abbildung 2.3 Messkonfigurationen in Patch-Clamp-Experimenten
Aus Numberger und Draguhn, 1996

2.6.2 Elektrophysiologie an Hefevakuolen

Das Vorgehen bei den elektrophysiologischen Untersuchungen an Hefevakuolen war
dem Verfahren an Hefeprotoplasten sehr ahnlich. Zur Freisetzung der Vakuolen aus
den Protoplasten wurde die Messkammer nach Absetzen der Protoplasten einige
Minuten mit Citratpuffer durchspult, bis die ersten Vakuolen sichtbar wurden. Dann
wurde die Losung in der Messkammer durch die Badlosung 2 fur Hefevakuolen
ersetzt. Als Pipettenlosung diente Pipettenlosung 2 fur Hefevakuolen. Abweichungen
hiervon sind in den Abbildungen angegeben. Die Daten wurden im Normalfall mit 1
kHz aufgezeichnet und mit 250 Hz gefiltert.

2.6.3 Elektrophysiologie an Arabidopsisvakuolen

Das Vorgehen bei der Durchfuhrung elektrophysiologischer Experimente an Vakuolen
von A. thaliana ist dem Verfahren bei Hefevakuolen recht ahnlich. Auf die

Unterschiede wird im Folgenden kurz eingegangen.

2.6.3.1 Praparation von Protoplasten aus Arabidopsis-Mesophyllzellen

Einige Blatter von funf Wochen alten Pflanzen wurden abgeschnitten und die untere
Epidermis vorsichtig abgezogen. Die Blatter wurden 1 Stunde bei 30°C und 100 Upm
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in Protoplastierungslosung 3 inkubiert und die groben Blattrickstande anschlieRend
entfernt. Die grunliche, die Protoplasten enthaltende Losung, wurde in ein 1,5 ml
Reagiergefald Uberfuhrt und 3 min bei 500 g abzentrifugiert. Die Protoplasten wurden
in Resuspensionspuffer 3 resuspendiert, erneut zentrifugiert und wiederum

resuspendiert. Die Aufbewahrung erfolgte bis zu maximal 5 Stunden auf Eis.

2.6.3.2 Freisetzung der Vakuolen aus Arabidopsisprotoplasten

Zur Freisetzung der pflanzlichen Vakuolen war die Perfusion der Messkammer mit
Badlosung 3 ausreichend. Bereits nach wenigen Minuten wurden die ersten Vakuolen
sichtbar.

Das weitere Vorgehen war identisch mit dem Ablauf bei den Messungen an
Hefevakuolen, es wurden jedoch die Bad- und Pipettenldsung 3 fur Vakuolen aus
Arabidopsis verwendet.

2.6.4 Simulation elektrophysiologischer Experimente

Die Simulationen zu den Abbildungen 1.2, 1.3, 1.4 und 2.4 wurden mit dem
Programm Pulse-Sim (Heka) durchgefuhrt. Dieses Programm ermoglicht die
Simulation der Eigenschaften eines einzelnen lonenkanals oder auch einer ganzen
Population von lonenkanalen basierend auf kinetischen Modellen. Als einfachstes
kinetisches Modell zur Beschreibung eines spannungsabhangigen lonenkanals kann
ein Zweizustandsmodell betrachtet werden. In diesem Modell kann der Kanal nur in

zwei diskreten Zustanden vorliegen: geschlossen (c) oder offen (0).

kCO
C &—/—=20
k

oC

Die Ubergénge zwischen diesen beiden Zustdnden werden durch die
Geschwindigkeitskonstanten k., und k., beschrieben. Im Falle eines
spannungsabhangigen lonenkanals sind diese beiden Geschwindigkeitskonstanten

spannungsabhangig in der Form:
k — kO ezeV/skT Und k — kO e—zeV/(l—s)kT

Dabei sind k. und k° die fundamentalen Geschwindigkeitskonstanten bei einer

elektrischen Spannung von V = 0 Volt, k ist die Boltzmannkonstante, e ist die
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Elementarladung, z ist die Ladungszahl, T ist die absolute Temperatur und s ist ein
Malf fur die Lage der Energiebarriere. Die beiden Zustande (c) und (o) geben im Falle
von Einzelkanalen die Aufenthaltswahrscheinlichkeit im offenen bzw. geschlossenen
Zustand an. Bei Betrachtung einer ganzen Population von lonenkanalen ist dies die
Anzahl der Kanale im jeweiligen Zustand (N, und N;).

Die fur die Simulationen eingesetzten Parameter sind in Tabelle 2.6 aufgelistet.

Parameter/Variable Abbildung Abbildung | Abbildung | Abbildung
1.2A 1.2B 1.3 1.4
Spannungsabhangigkeit nein nein ja ja
Anzahl der Kanale 1 1 1 1/10/
100/ 1000
a = Ubergangsrate kco (s™) 5 5 5 1
p = Ubergangsrate koc (s™) 5 5 5 5
g = Anzahl zu verschiebender | 1 1 1 1
Ladungen
s = Position der 0,5 0,5 0,5 0,5
Energiebarriere
Jo = Leitfahigkeit des 50 50 50 50
Offenkanals (pS)
Haltespannung (mV) 0 0 0 -80
Umkehrspannung (mV) 0 -40 -40 -40

Tabelle 2.6 Zur Simulation eingesetzte Variablen und Parameter

Die Berechnung der Offenwahrscheinlichkeit in Abbildung 1.3 C erfolgte nach
folgender Gleichung:

kCO

P(V)=—<<°>—.
0( ) kco+k0c

2.6.5 Bestimmung der Offenwahrscheinlichkeit eines lonenkanals

Die Bestimmung der Offenwahrscheinlichkeit erfolgte uber Amplitudenhistogramme
(Bertl und Slayman, 1990). Das Vorgehen soll anhand einer simulierten
Einzelkanalableitung kurz erklart werden (Abbildung 2.4). Fur die Simulation wurde
wie unter 2.6.4 das einfachste kinetische Modell angenommen, bei dem der
lonenkanal nur geschlossen (c) oder offen (o) vorliegen kann. Die Ubergange
zwischen dem geschlossenen (c) und dem offenen (o) Zustand sind durch die
Geschwindigkeitskonstanten k., und ko charakterisiert, wobei die mittleren

Verweildauern im offenen bzw. im geschlossenen Zustand die Reziprokwerte der
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entsprechenden Geschwindigkeitskonstanten (t, = 1/koc und Tt = 1/K¢) sind. Fur die

Simulation der Stromspur in Abbildung 2.4 wurden folgende Paramter verwendet:

n =4 (Anzahl der Kanale)
keo =55 (Geschwindigkeitskonstante fiir Ubergang ¢ — o)

koc = 10 8™ (Geschwindigkeitskonstante fiir Ubergang o — c)
do = 50 pS (Offenkanalleitfahigkeit)
Vi = 80 mV (Membranspannung)
f = 1 kHz (Abtastrate)

Die theoretisch zu erwartende Offenwahrscheinlichkeit ist durch das Verhaltnis der

Geschwindigkeitskonstanten nach folgender Gleichung bestimmit:
Po = Keo / (kco+koc) =1,/ (To + Tc)
Unter Berucksichtigung der oben angegebenen Parameter ergabe dies fur dieses

Experiment eine theoretische Offenwahrscheinlichkeit von 0,33.

5pA

8
8

Anzahl der Punkte

1000

8
8

3
8

Stromamplitude (pA)

Ay
Aq
Ag

0 100 200
Anzahl der Punkte pro Bin

“Ag=14

Abbildung 2.4 Bestimmung der Offenwahrscheinlichkeit iilber Amplitudenhistogramme
Oben: Stromspuren eines mit der Software Pulse-Sim simulierten Experimentes mit dem dazu

gehoérenden Amplitudenhistogramm (rechts).
Unten: Das Integral des Amplitudenhistogramms liefert die Anzahl der Datenpunkte unter den Peaks.

Nahere Erklarung im Text
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Zur experimentellen Bestimmung der Offenwahrscheinlichkeit wurden Amplituden-
histogramme erstellt. In der Praxis wird eine Stromspur in ein Raster mit einer
bestimmten Binweite (in diesem Falle 70 fA) aufgeteilt und die Anzahl der
Datenpunkte, die in jedem dieser Bins liegen, in einem Diagramm aufgetragen
(Abbildung 2.4 A, rechts neben der Stromspur). Wie in dieser Abbildung zu sehen ist,
ergeben sich diskrete Peaks, die den diskreten Leitfahigkeitsniveaus in der
Originalstromsspur zugeordnet werden kdnnen. Der Peak um 0 pA (Ap) reprasentiert
die Grundlinie mit allen Kanalen im geschlossenen Zustand. Die anderen Peaks
entsprechen den Leitfahigkeitsniveaus mit einem (A4), zwei (A2), drei (As) oder vier
(A4) gleichzeitig offenen Kanalen, wobei die Flache unter diesen Peaks die Anzahl
der Datenpunkte wiedergibt. Da jeder Datenpunkt 1 ms entspricht (Abtastrate 1 kHz =
1x10° s7) entspricht die Flache A, also der Zeit, in der alle Kanéle geschlossen sind,
A1 entspricht der Zeit, die 1 Kanal offen ist (3 Kanale sind geschlossen), A, entspricht
der Zeit, die 2 Kanale gleichzeitig offen sind etc.

Durch Integration des Amplitudenhistogramms (Abbildung 2.4, unten) konnte die
Flache der Peaks und damit die Anzahl der Datenpunkte (Verweildauern) bei den
unterschiedlichen Stromamplituden bestimmt werden. Diese entsprechen den
jeweiligen Abstanden zwischen den einzelnen Plateaus in Abbildung 2.4 (unten) und
sind rechts als solche markiert. Die tatsachliche Offenwahrscheinlichkeit (P,) kann
nun durch folgende Gleichung berechnet werden:

P = (A, +2A,+..4nA))
0" n(A,+A +A,+..+A)

Dabei sind Ag, A1, Ag,... bis A, die Flachen unter den Peaks fur 0, 1, 2, bzw. n offene
Kanale. Die Bestimmung nach dieser Methode ergab fur das simulierte Experiment in
Abbildung 2.4 (oben links) eine Offenwahrscheinlichkeit von 0,36, was sehr nahe an
der theoretischen Offenwahrscheinlichkeit von 0,33 liegt und somit die Gultigkeit
dieser Berechnung demonstriert.
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3. Ergebnisse

3.1 Das Expressionssystem Hefe

In elektrophysiologischen Ganzzellableitungen an Wildtypzellen (PLY232) von
Saccharomyces cerevisiae treten nach plétzlichen Anderungen der Membranspannung
(siehe Spannungsprotokoll in Abbildung 3.1) groRe, langsam aktivierende
Auswartsstrome und kleine, instantane Einwartsstrome auf (Abbildung 3.1). Die
Auswartsstrome gehen auf die Aktivitat des spannungsabhangigen Kaliumkanals Tok1p
zuruck, wahrend die kleinen Einwartsstrome aus der Aktivitat der beiden
Kaliumaufnahmesysteme Trk1p und Trk2p resultieren (Bertl et al., 1995). In
Abwesenheit divalenter Kationen (M92+, Ca2+) treten zusatzlich grof3e, langsam
aktivierende Einwartsstrome auf (hier nicht gezeigt), die der Aktivitat eines bislang
molekular nicht identifizierten niederaffinen Kationenaufnahmesystems zugeordnet
werden (Bihler et al., 1999).

Im Hefestamm PLY246, in dem die Gene fur Trk1p, Trk2p und Tok1p deletiert wurden,
sind in Anwesenheit von millimolaren Konzentrationen externen Calciums keine
messbaren lonenstrome am Plasmalemma zu entdecken. Dieser Hefestamm schien
daher fur die Expression sowie fur die elektrophysiologische ldentifikation und

Charakterisierung der zu untersuchenden Kanale pradestiniert zu sein.

Vm(mV)
100

-100

100 pA PLY246

PLY232

05s

Abbildung 3.1 Kanalaktivitat am Plasmalemma von Hefe

Ganzzellableitungen an PLY232 bzw. PLY246 mit Bad- und Pipettenldsung 1. Das verwendete
Spannungsprotokoll ist links oben dargestellt: Ausgehend von einer Haltespannung von —40 mV wurde
die Membran in Schritten von 20 mV auf Spannungen von —100 mV bis 100 mV geklemmt. Nach 2,5 s
wurde die Membran erneut auf die Haltespannung geklemmt. Zwischen den Pulsen lagen Zeitintervalle
von 0,5 s. Die Daten wurden bei 400 Hz gefiltert und mit 1 kHz aufgezeichnet.
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100 mM KCI 10 mM KCI 1 mM KCI

Abbildung 3.2 Erhéhter Kaliumbedarf von PLY246

Tropftests der beiden Hefestamme auf SDAP-Agarplatten mit unterschiedlicher Kaliumkonzentration bei
pH 6,5 und 5 mM CaCl,. Aufgetropft wurden je 7 pl einer Zellsuspension, oben beginnend mit ODgop = 1,0
und darunter die jeweiligen Verdinnungen 1:10, 1:100, 1:1000. Die Platten wurden fur 3 Tage bei 30°C
inkubiert. Das Wachstum der beiden Stamme erfolgte jeweils auf derselben Platte, zur besseren
Ubersicht werden die Tropfreihen jedoch getrennt dargestellt.

In Wachstumstests auf Medien mit unterschiedlicher Kaliumkonzentration zeigte sich,
dass die Abwesenheit von Auswarts- und Einwartsstromen in der trk1trk2tok1-
Deletionsmutante (PLY246) mit einem Wachstumsdefekt auf Kalium-limitierten Medien
korreliert. Wahrend der Wildtyp (PLY232) auf Kaliumkonzentrationen von 100 mM bis
weniger als 1 mM sehr gutes Wachstum zeigte (Abbildung 3.2), bendtigte die
trk1trk2tok1-Deletionsmutante (PLY246) fur ein gutes Wachstum Kaliumkonzen-
trationen von deutlich Uber 10 mM. Somit wurde sich der PLY246-Stamm nicht nur fur
die elektrophysiologische ldentifikation und Charakterisierung heterologer lonenkanale
eignen, sondern auch zur physiologischen ldentifikation von Transportproteinen mit
Kaliumaufnahmefunktion mittels Wachstumsexperimenten. Membranproteine, die das
Wachstum der PLY246-Mutante in limitierenden Kaliumkonzentrationen verbessern,
sollten nicht nur Transportfunktion zeigen, sondern diese Funktion auch im

Plasmalemma ausitiben.

3.2 Funktionale Expression von Kanalen der TPK-Familie in Hefe

Zur Untersuchung der Eigenschaften der TPK-Kanale wurden die fur diese pflanzlichen
Kanale codierenden Gene in den Hefeexpressionsvektor pFI61 kloniert und der
Hefestamm PLY246 mit den Konstrukten transformiert. Im pFl61-Vektor, der das URA3-
Gen als Selektionsmarker tragt, stehen die Gene unter der Kontrolle des konstitutiven
PGK-Promotors. Um maogliche, mit der Transformation durch die pflanzlichen
lonenkanale assoziierten Wachstumsphanotypen zu entdecken, musste das Wachstum
der transfomierten Hefestamme mit dem der Kontrollstamme (PLY232 und PLY246) auf

der gleichen Agarplatte verglichen werden. Da aber die Kontrollstamme PLY232 und
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PLY246 Uracil-auxotroph, die transformierten Stamme durch das Plasmid aber Uracil-
autotroph sind, wurden die Kontrollstdmme mit dem leeren Vektor pFl61 (mit URAS3-
Marker) transformiert. Mit den transformierten Stammen wurde ein Tropftest auf SDAP-
Agarplatten mit unterschiedlicher Kaliumkonzentration durchgefuhrt (Abbildung 3.3). Um
eine eventuelle Aufnahme von Kalium durch Nsc1p auszuschlielien, wurden die
Experimente in 5 mM CaCl, durchgefuhrt, da Nsc1p unter diesen Bedingungen nicht
mehr aktiv ist (Bihler et al., 2002).

100 mM KCl

10 mM KCl

1 mMKCl

Abbildung 3.3 TPK4 und KCO3 komplementieren die Kaliumaufnahme

Tropftests auf SDAP-Agarplatten mit Kaliumkonzentrationen wie jeweils links angegeben, in 5 mM CaCly,
pH 6,5. Aufgetropft wurden je 7 ul einer Zellsuspension, oben beginnend mit ODgog = 1,0 und darunter die
jeweiligen Verdiunnungen 1:10, 1:100, 1:1000. Das Wachstum erfolgte bei 30°C fur 3 Tage. Der
Wachstumstest mit PLY246-TPK1 (ganz rechts) wurde auf einer separaten Platte durchgefiihrt. Die
beiden Kontrollstdmme mit dem leeren Plasmid zeigten hier ein vergleichbares Wachstum wie im linken
Teil der Abbildung und wurden der besseren Ubersichtlichkeit wegen nicht nochmals abgebildet.

Beide Kontrollstamme, PLY232-pFI61 und PLY246-pFI61, zeigten dasselbe
Wachstumsmuster wie die entsprechenden Ausgangsstamme, die nicht mit dem leeren
Vektor transformiert wurden. Der Wildtyp PLY232-pFI61 zeigte in allen
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Kaliumkonzentrationen ein sehr gutes Wachstum, wahrend der trk1trk2tok1-Deletions-
stamm PLY246-pFI61 nur bei 100 mM KCI wuchs.

Die Expression des TPK4-Gens in PLY246 fuhrte zu einer deutlichen Veranderung des
kaliumabhangigen Wachstums des Deletionsstammes. Anders als der Wirtsstamm
PLY246, aber sehr ahnlich dem Wildtypstamm PLY232, wuchs der TPK4 exprimierende
Stamm bei allen Kaliumkonzentrationen sehr gut. TPK4 komplementiert also den
Wachstumsdefekt der trk7trk2tok1-Deletionsmutante in millimolaren Kaliumkonzen-
trationen.

Die Expression des Gens fur den Kaliumkanal Kco3p fuhrte ebenfalls zu einer
deutlichen Wachstumsverbesserung von PLY246. Zwar wuchs der transformierte
Stamm (PLY246-KCO3) auf Platten mit 100 mM und 10 mM KCI noch sehr gut, bei 1
mM KCI war allerdings kein Wachstum mehr zu beobachten.

Ein ahnliches Bild wie in den Tropftests (Abbildung 3.3) zeigte sich beim Wachstum der

Stamme in Flussigkultur.

2.5+

2.0+

1.5 4

0D bei 600 nm

’ PLY232-pFI61
PLY246-TPK4

| PLY246-KCO3
PLY246-pFl61

1.0+

0.5

Zeit (h)

I I I I I
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Abbildung 3.4 Wachstum in Fliissigkultur mit 100 mM KCI

Zeitlicher Verlauf der optischen Dichte bei 600 nm als MaB fiir das Wachstum der vier untersuchten
Hefestdmme in SDAP-Medium bei 100 mM KCI, pH 6,5 und 0,2 mM CaCl,. Die Daten sind Mittelwerte
aus drei unabhangigen Experimenten, die Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwertes an.

Aus Abbildung 3.4 ist erkennbar, dass alle vier Stamme in 100 mM KCI ein sehr gutes
Wachstum zeigten. Die Unterschiede sowohl in der Geschwindigkeit der Zunahme der
optischen Dichte der Zellkultur als auch in der nach ca. 48 Stunden erreichten Zelldichte
waren gering. PLY232-pF161 erreichte mit einer OD von 2,6 einen hoheren Wert als die
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drei anderen Stamme, deren ODggo nach 48 Stunden zwischen 1,8 (PLY246-pFI61) und
2,2 (PLY246-TPK4) lag. Dieses Ergebnis ist mit dem Wachstum auf Platte (Abbildung
3.3) gut vergleichbar.
Zur ubersichtlicheren Darstellung wurde an die Datenpunkte fir jeden einzelnen Stamm
eine sigmoide Kurve (durchgezogene Linie) angepasst, die durch folgende Gleichung
beschrieben wird:
Y =Ko+ Ky /[1+exp (-(t-Kz) / Ks)]

Dabei ist Y die optische Dichte bei 600 nm und t die Inkubationsdauer in Stunden.
Die Parameter Ky — K3 haben folgende Bedeutung:

Ko: Theoretischer Minimalwert der Funktion (ODeqo)

K1: Theoretischer Maximalwert der Funktion (ODeqo)

K2: Umkehrpunkt der Funktion (X-Koordinate in h)

Ks: MaR fiir die Steigung der Funktion im Umkehrpunkt (in h™)
Die Darstellung und die Kurvenanpassung erfolgte mit dem Softwarepaket IGOR-Pro.
Die errechneten Werte fur die einzelnen Parameter sind der Vollstandigkeit wegen in
Tabelle 3.1 aufgeflhrt.
Im Medium mit geringer Kaliumkonzentration (5 mM KCI) zeigten sich deutlichere
Unterschiede im Wachstum der einzelnen Stamme. PLY232-pFI61 wuchs auch hier
sehr gut und erreichte nach 48 Stunden eine optische Dichte von uber 2,5 (Abbildung
3.5).
Das Wachstum des Stammes PLY246-TPK4 war etwas schneller als das des
Wildtypstammes PLY232-pFL61 und erreichte bereits nach etwa 30 Stunden sein
Maximum, das allerdings mit einer ODgpp von 2,1 etwas geringer war als das des
Wildtypstammes.
Der KCO3 exprimierende Stamm wuchs deutlich langsamer und erreichte nach 48
Stunden auch nur eine optische Dichte von ca. 1,2. Dennoch war dieses Wachstum
deutlich starker als das der trk7trk2tok1-Deletionsmutante mit dem leeren Vektor
(PLY246-pFL61). Dieser Stamm wuchs in 5 mM KCI sehr langsam und erreichte auch

nach 48 Stunden nur eine OD von etwa 0,3.
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Abbildung 3.5 Wachstum in Fliissigkultur mit 5 mM KCI

Zeitlicher Verlauf der optischen Dichte bei 600 nm als MaB fiir das Wachstum der vier untersuchten
Hefestdmme in SDAP-Medium in 5 mM KCI, pH 6,5 und 0,2 mM CaCl,. Die Daten sind Mittelwerte aus
drei unabhangigen Experimenten, die Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwertes an.

100 mM KClI
Stamm Ko K K, (h) Ks(h")
PLY246-pFl61 | 0,068 1,823 13,341 3,494
PLY246-KCO3 | -0,061 2,093 9,900 3,768
PLY246-TPK4 | 0,024 2,125 7,887 2,489
PLY232-pFl61 | -0,644 3,226 7,217 5,777
5 mM KCI
Stamm Ko K K, (h) Ks(h")
PLY246-pFl61 | -0,159 0,511 -0,514 12,531
PLY246-KCO3 | -1,903 3,097 -8,172 13,808
PLY246-TPK4 | -0,039 2,076 7,713 2,986
PLY232-pFl61 | -0,728 3,181 6,943 6,162

Tabelle 3.1 Parameter zur Beschreibung der Daten der OD-Messung
Die Tabelle zeigt die Werte der Variablen, die das Computerprogramm ,IGOR-Pro* zur Beschreibung der
Daten der OD-Messung ermittelt hat. Nahere Erklarung im Text.

Diese Unterschiede im Wachstum entsprechen den Ergebnissen der Tropftests auf
Agarplatten (Abbildung 3.3). TPK4 komplementierte die Kaliumaufnahme so gut, dass
nahezu ein dem Wildtyp (PLY232-pFI61) vergleichbares Wachstum erreicht wurde.
Auch die Expression von KCOJ3 bewirkte eine deutliche Verbesserung der Kalium-
aufnahme verglichen mit dem Deletionsstamm mit dem leeren Vektor (PLY246-pFL61).
Unterhalb von 5 mM Kalium ermoglichte KCO3 jedoch, wie schon im Tropftest zu sehen

war, kein Wachstum mehr.
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Die TPK4- und KCO3-vermittelte Verbesserung des Wachstums von PLY246 in Medien
mit millimolaren Kaliumkonzentrationen lasst vermuten, dass sowohl Tpk4p als auch
Kco3p in Hefe funktional sind. Da die beiden Genprodukte in Hefe ganz offensichtlich
an der Aufnahme von Kalium aus dem externen Medium in die Zelle beteiligt sind, ist zu
erwarten, dass diese beiden lonenkanale, wie fur Tpkdp in Pflanzenzellen bereits
gezeigt (Becker et al., 2004), auch in Hefe ihre Funktion im Plasmalemma ausuben.
Ganz anders als bei KCO3 und TPK4 bewirkte die Transformation von PLY246 mit
TPK1 keine Verbesserung des Wachstums der Deletionsmutante. Da, wie in Abbildung
3.3 ersichtlich, das Wachstumsmuster des TPK1 exprimierenden Stammes (PLY246-
TPK1, aulerste rechte Verdunnungsreihe) ganz ahnlich dem des Kontrollstammes
PLY246-pFL61 (zweite Verdlinnungsreihe von rechts) mit dem leeren Plasmid ist, liegt
die Vermutung nahe, dass TPK1 entweder nicht exprimiert wurde, oder aber das
Protein Tpk1p nicht funktional war.

Mittels Fluoreszenzmikroskopie konnte in Blattmesophylizellen von Tabak und
Arabidopsis nachgewiesen werden, dass Tpk1p in der vakuolaren Membran lokalisiert
ist (Czempinski et al., 2002; Schonknecht et al., 2002). Die Lokalisation im Tonoplasten
von Hefe ware eine weitere mogliche Erklarung fur die fehlende Verbesserung des
Wachstums von PLY246 in niedrigen Kaliumkonzentrationen durch die Expression von
TPK1.

3.2.1 Lokalisation von Tpk1p im Tonoplasten von Hefe

Da TPK1 in Pflanzenzellen offensichtlich in der vakuolaren Membran exprimiert und die
Expression von TPK1 in PLY246 nicht zu einer Veranderung des kaliumabhangigen
Wachstumsmusters fuhrte, wurde versucht, das TPK7-Genprodukt in Hefe
fluoreszenzoptisch zu lokalisieren. Dazu wurde der Hefestamm PLY246 mit dem Vektor
p112A1XE, der als Insert ein Gen fur ein Fusionsprotein aus Tpk1p und GFP trug,
transformiert. Bei anschlieRenden fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen zeigte
sich eine deutliche griine Fluoreszenz in der vakuolaren Membran (Abbildung 3.6), was
darauf hindeutet, dass der Kanal auch in der Hefe im Tonoplasten exprimiert. Dies
erklart, warum PLY246-TPK1 auf niedrigen Kaliumkonzentrationen nicht besser wachst
als der trk1trk2tok1-Deletionsstamm mit dem leeren Plasmid (PLY246-pFI161). Da Tpk1p
in der vakuolaren Membran lokalisiert ist und keinen Einfluss auf die
Kaliumabhangigkeit der Hefestamme aufwies, wurde PLY246-TPK1 in den folgenden

Wachstumsexperimenten nicht mitgefuhrt.
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5 um

Hellfeld Fluoreszenzlicht

Abbildung 3.6 Lokalisation von Tpk1p im Tonoplasten von Hefe

Mikroskopische Aufnahmen eines Protoplasten des Hefestammes PLY246, transformiert mit dem Gen fiir
ein Fusionsprotein aus Tpk1p und GFP auf dem Vektor p112A1XE, bei 1250facher VergrofRerung. Die
Aufnahmen wurden mit einem Mikroskop vom Typ Axioskop (Zeiss) mit einem Olimmersionsobjektiv
(100x Neofluar, Zeiss) gemacht. Es wurde der Filtersatz FT510 (Zeiss) verwendet.

3.3 Funktionale Charakterisierung der TPK-Kanale

3.3.1 Elektrophysiologische ldentifizierung von Kco3p im Plasmalemma

von Hefe

Aus den Wachstumsexperimenten (Abbildung 3.3 bis 3.5) ist ersichtlich, dass Kco3p
funktional an der Kaliumaufnahme in Hefe beteiligt ist, so dass eine Lokalisation des
Kanalproteins im Plasmalemma zu vermuten ware.

Sollte dies der Fall sein, so mussten am Plasmalemma des transformierten Stamms
PLY246-KCO3 lonenstrome messbar sein. Tatsachlich konnte in einigen Experimenten
eine Kanalaktivitat festgestellt werden, wie das Beispiel in Abbildung 3.7 zeigt. Da der
Ausgangsstamm PLY?246 keine derartigen Strome aufweist, ist es sehr wahrscheinlich,
dass die beobachteten Einzelkanalereignisse auf die Aktivitat des KCO3-Genprodukts
zuruckzufuhren sind. Die Kco3p-assoziierten Einzelkanalstrome traten nur bei sehr
negativen Membranspannungen (< -100 mV) auf und hatten eine Offenkanalleitfahigkeit
von ungefahr 70 pS unter den gegebenen experimentellen Bedingungen. Die
Kanalereignisse traten in Bursts auf und zeigten ein sehr schnelles Schalten innerhalb
der Bursts. Allerdings war die Haufigkeit und die Dauer der erfolgreichen Kco3p-
Messungen zu gering, um eine genauere elektrophysiologische Charakterisierung
dieses Kanals durchzufuhren.
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Abbildung 3.7 Einzelkanalaktivitat im Plasmalemma von PLY246-KCO3

Einzelkanalereignisse im Plasmalemma von PLY246-KCO3 in Bad- und Pipettenldsung 1 bei einer
Haltespannung von —140 mV. Gemessen wurde in der Whole-Cell-Konfiguration. Die durchgezogene
Linie symbolisiert das Niveau, bei dem alle Kanédle geschlossen sind. Die gestrichelten Linien
symbolisieren die Leitfahigkeitsniveaus fur einen bzw. zwei offene Kanale. Die Daten wurden bei 400 Hz
gefiltert und mit 1 kHz aufgezeichnet.

3.3.2 Funktionale Charakterisierung von Kco3p durch

Wachstumsexperimente

Modulation von Kco3p durch monovalente Kationen

Die Funktion und Modulation von Kco3p durch externe Kationen wurde durch
Wachstumsexperimente mit dem Stamm PLY246-KCO3 naher untersucht. Dazu
wurden Experimente in Form von Tropftests wie in Abbildung 3.3 und in Form von
Hemmhoftests durchgefuhrt. Um in diesen Experimenten verlassliche Informationen
uber die Funktion und Modulation des lonenkanals zu erhalten, mussten die
Experimente unter Bedingungen durchgefuhrt werden, unter denen das Wachstum des
transformierten Hefestammes von der Aktivitat des heterologen lonenkanals abhangig
ist.

Diese experimentellen Bedingungen sind in Abbildung 3.8 dargestellt. Wie bereits in
Abbildung 3.3 gezeigt, konnten in 100 mM KCI bei pH 6,5 sowohl die beiden
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Kontrollstamme mit dem leeren Plasmid (PLY232-pFI61 und PLY246-pFI61), als auch
die mit KCOJ3 transformierte trk1trk2tok1-Deletionsmutante (PLY246-KCO3) sehr gut
wachsen (Abbildung 3.8, oben links). In 10 mM KCI war der Stamm PLY246-pFI61 nicht
mehr in der Lage zu wachsen, wahrend sowohl beim Wildtyp PLY232-pFI61 mit
funktionalen Trk1p- und Trk2p-Kaliumaufnahmesystemen, als auch beim Stamm
PLY246-KCO3 keine Beeintrachtigung des Wachstums zu beobachten war.

Ein ahnliches Wachstumsmuster wie unter limitierender Kaliumkonzentration (10 mM)
war in hoher Kaliumkonzentration (100 mM) und saurem Medium (pH 3,5) zu
beobachten. Bei pH 3,5 war die trk1trk2tok1-Deletionsmutante trotz hohen
Kaliumangebots nicht in der Lage zu wachsen, wahrend sowohl Wildtyp als auch der
mit KCOJ3 transformierte Deletionsstamm annahernd normales Wachstum zeigten.
Somit ist das Wachstum des Stammes PLY246-KCO3 sowohl in geringen
Kaliumkonzentrationen (bei pH 6,5) als auch in hoher Kaliumkonzentration aber saurem
Milieu von der Aktivitat des KCO3-Genproduktes abhangig.

100 mM KCI

10 mM KCI

pH 6,5 pH 3,5

Abbildung 3.8 Wachstum bei saurem pH

Tropftest auf SDAP-Agarplatten mit 5 mM CaCl, und unterschiedlichem KCI-Angebot (siehe Angaben
links) bzw. pH (jeweils unter der entsprechenden Spalte angegeben). Aufgetropft wurden je 7 pl einer
Zellsuspension, oben beginnend mit ODgoo = 1,0 und darunter die jeweiligen Verdinnungen 1:10, 1:100,
1:1000. Die Platten wurden fiur 3 Tage bei 30°C inkubiert. Die Abbildungen bei pH 6,5 (linke Spalte)
stammen aus demselben Experiment wie in Abbildung 3.3. Zur besseren Ubersicht werden die
Tropfmuster der Stdmme einzeln dargestellt, auch wenn das Wachstum jeweils auf derselben Platte
erfolgte.
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Die Erniedrigung der Kaliumkonzentration bei saurem pH (rechte Spalte, unten) hatte
zur Folge, dass auch der Stamm PLY246-KCO3 nicht mehr wachsen konnte. Da jedoch
das Wachstum des Kontrollstammes PLY232-pFI61 keinerlei Beeintrachtigung im
Wachstum zeigte, muss angenommen werden, dass die Aktivitat von Kco3p pH-
abhangig ist.

Zur Untersuchung der Interaktion von Kco3p mit Alkalimetallkationen wurden
Wachstumsexperimente mit PLY246-KCO3 in 10 mM KCI und in Anwesenheit der
potentiell toxischen monovalenten Kationen Li*, Cs™ und Na* durchgefiihrt. Bihler et al.
(2002) konnten zeigen, dass beispielsweise 10 mM Li" im AuRenmedium fiir Hefezellen
toxisch ist, wenn ein Li*-permeables Transportsystem (Nsc1p) im Plasmalemma aktiv
ist. In 5 mM CaCl, ist dieses nicht selektive Kationenaufnahmesystem vollstandig
gehemmt, was zur Folge hat, dass die trk7trk2tok1-Deletionsmutante in 10 mM KCI
nicht mehr wachsen kann (Abbildung 3.9). Sowohl der Wildtypstamm PLY232-pFI61 mit
funktionalen Trk1p- und Trk2p-Kaliumaufnahmesystemen, als auch der KCO3
exprimierende Stamm PLY246-KCO3 zeigten dagegen sehr gutes Wachstum. Das
Wachstum von PLY232-pFI61 wurde weder durch 10 mM LiCI noch durch 10 mM CsCl
oder 90 mM NaCl beeinflusst. Dies war auch nicht zu erwarten, da die TRK-
Genprodukte eine hohe Affinitat fir Kalium zeigen und fir Na*, Li* und Cs” nicht
permeabel sind. Dagegen war das Wachstum des Stammes PLY246-KCO3, das unter
diesen Bedingungen von der Aktivitat des KCO3 Genproduktes abhangt, in Gegenwart
von 10 mM LiCl vollkommen und in 10 mM CsClI sehr stark gehemmt. Die Zugabe von
90 mM NaCl hatte jedoch keinen Effekt auf das KCO3-abhangige Wachstum.
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10 mM KCI 10 mM KCI 10 mM KCI 10 mM KCI
10 mM LiCl 10 mM CsCl 90 mM NacCl

Abbildung 3.9 Wachstum in Gegenwart von Lithium, Casium und Natrium

Tropftests auf SDAP-Agarplatten mit unterschiedlichen lonenverhaltnissen in 5 mM CaCl,, pH 6,5.
Aufgetropft wurden je 7 pl einer Zellsuspension, oben beginnend mit ODgoy = 1,0 und darunter die
jeweiligen Verdunnungen 1:10, 1:100, 1:1000. Die Platten wurden fir 3 Tage bei 30°C inkubiert. Das
Wachstum der Stamme erfolgte jeweils auf derselben Platte, zur besseren Ubersicht werden die
Tropfreihen jedoch getrennt dargestellt. Die Kontrollabbildungen in 10 mM KCI (links) stammen aus
demselben Experiment wie in Abbildung 3.3.

Hemmhoftests zur Identifikation potentieller Inhibitoren von Kco3p

Hemmbhoftests (Haloassays) sind gut geeignete Tests um den Einfluss mehrerer
verschiedener Substanzen auf das Wachstum von Hefen oder Bakterien auf einer
Agarplatte zu untersuchen und miteinander zu vergleichen. Dazu wird eine Suspension
der Zellen in Weichagar maoglichst gleichmafig auf einer SDAP-Agarplatte der in den
Abbildungen angegebenen Zusammensetzung verteilt. Nach Erstarren des Agars
werden sterile Filterplatichen aufgelegt und diese mit 10 ul der zu untersuchenden
sterilen Testlosung getrankt. Die Testlosung diffundiert in den Agar, und es bildet sich
um das Filterplattchen ein nach auf3en hin abnehmender Gradient der Testsubstanz.
Die GroRRe eines um das Filterplattchen herum entstehenden Hemmbhofes ist ein Mal}
daflr, wie stark sich die Testsubstanz auf das Zellwachstum auswirkt. Unter den hier
gewahlten Wachstumsbedingungen (10 mM KCI, 5§ mM CaCly) hangt die Kalium-
aufnahme und somit das Wachstum von PLY246-KCO3 von der Funktion des
heterologen Kaliumkanals ab. Die Entstehung eines Hemmhofes weist also auf eine
Storung der Kaliumaufnahme Uber den exprimierten Kanal hin. Der Wildtyp PLY232-
pFI61 wurde im Experiment als Kontrolle mitgefuhrt, um eine eventuelle toxische
Wirkung der Testsubstanzen, die unabhangig von der Aktivitdt des KCO3-
Genproduktes ist, identifizieren zu kdnnen.

Die nachfolgenden Abbildungen der Agarplatten wurden auf 50% ihrer OriginalgrofRRe

(Originaldurchmesser 92 mm) verkleinert. Die angegebenen Durchmesser der
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Hemmhofe wurden direkt an der Platte vermessen, da die Hemmhofe trotz hoher
Auflosung und Nachbearbeitung am PC in den Abbildungen teilweise nur sehr
undeutlich sind. Bei manchen der verwendeten Salzlosungen bildete sich um das
Filterplattchen ein weiller Niederschlag, erkennbar als grol3er weil3er Kreis in Abbildung
3.10. Dies war z.B. bei Lanthan (untere Reihe, jeweils rechts unten) und in geringerem

Ausmal} auch bei Barium der Fall, da die Phosphate dieser Metalle schwer I6slich sind.

Abbildung 3.10 Hemmhoftest PLY232-pF161 und PLY246-KCO3

Hemmbhoftests auf SDAP-Agarplatten nach 72 Stunden Inkubation bei 30°C. Die Hemmlésungen wurden
nach den abgebildeten Schemata aufgetropft. Ba=Bariumchlorid, Li=Lithiumchlorid, La=Lanthanchlorid,
Cs=Casiumchlorid, Ca=Calciumchlorid, Rb=Rubidiumchlorid, TEA=Tetraethylammoniumchlorid. Die
Medien enthielten 5 mM CaCl, und 1 mM KCI fiir PLY232-pF161 bzw. 10 mM KCI fir PLY246-KCO3. Die
Grolle der abgebildeten Platten betragt 50% der Originalgroie.

Unter den gewahlten Bedingungen zeigte keiner der getesteten potentiellen Inhibitoren
einen Hemmhof auf den Agarplatten mit dem Kontrollstamm PLY232-pFL61 (Abbildung
3.10, linke Spalte). Da hier das Wachstum durch die Aktivitat der TRK-Genprodukte
bestimmt wird, diese aber durch keines der getesteten lonen hemmbar sind, sollten auf
diesen Agarplatten auch nur dann Hemmhofe auftreten, wenn die getesteten lonen
einen unspezifischen cytotoxischen Effekt haben. Auf den Agarplatten mit dem KCO3
exprimierenden Stamm bildete sich bei Calcium ein Hemmhof mit 2 cm Durchmesser.
Bei Lithium betrug der Durchmesser des Hemmhofes 5 cm, bei Lanthan sogar 7 cm.
Der dunkle Bereich um das Filterplattchen mit Rubidium (rechte Spalte, obere Platte) ist

61



3. Ergebnisse

ein durch den Scanvorgang entstandenes Artefakt. Auf der Originalplatte war hier kein
Hemmhof erkennbar.

Die Ergebnisse der Hemmhoftests wie in Abbildung 3.10 sind in Tabelle 3.2 noch
einmal numerisch dargestellt.

Stamm / Barium | Lanthan Lithium Casium Calcium Rubidium TEA
Medium

PLY232-pFl61
1 mM KCI; 0 0 0 0 0 0 0
5 mM CaCl,

PLY246-KCO3
10 mM KCI; 0 7 5 0 2 0 0
5 mM CaCl,

Tabelle 3.2 Durchmesser der Hemmhofe fiir PLY232-pFl61 und PLY246-KCO3
Angegeben ist jeweils der Durchmesser der Hemmhofe zu Abbildung 3.10 in cm
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3.3.3 Elektrophysiologische Identifizierung von Tpk4p im Plasmalemma

von Hefe

Aus den Ergebnissen der Wachstumstests auf festen (Tropftests auf Agar) und in
flussigen Medien (ODegoo-Messungen) lasst sich schlielien, dass wie schon fur KCO3
gezeigt, auch TPK4 funktional in Hefe exprimiert und die trk1trk2tok 1-Deletionsmutante
komplementiert. Anders als KCO3, der das Wachstum der Hefemutante bis zu
Kaliumkonzentrationen von etwa 5-10 mM ermoglichte, komplementierte TPK4 die
Hefemutante sogar bis zu Kaliumkonzentrationen von unter 1 mM. Wie Kco3p sollte
daher auch Tpk4p im Plasmalemma lokalisiert und somit elektrophysiologisch zu
identifizieren sein.

120 mV
40 mV
120 mV
A B 401 (pA)
Vi (MV)
I 1
-100 100

-80 -

Abbildung 3.11 Kanalaktivitiat im Plasmalemma von PLY246-TPK4

A Stromantworten als Reaktion auf Spannungspulse von 2,5 s Dauer im Bereich von —120 mV bis 120
mV in Schritten von 20 mV. Die Haltespannung zwischen den Impulsen betrug —40 mV. Gemessen
wurde in der Whole-Cell-Konfiguration mit Bad- und Pipettenlésung 1. Das verwendete Spannungs-
protokoll ist links oben dargestellt.

B Strom-Spannungs-Kurve zu A

In Patch-Clamp-Experimenten an Hefeprotoplasten des TPK4 exprimierenden
Stammes PLY246-TPK4 traten in Ganzzellableitungen deutliche Einwartsstrome auf
(Abbildung 3.11 A), die bei genauer Betrachtung als diskrete Kanalereignisse mit bis zu
10 gleichzeitig aktiven Kanalen identifiziert werden konnten. Bei positiven Membran-

spannungen waren zwar Auswartsstrome zu beobachten, jedoch konnten diese nicht
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als Einzelkanalereignisse in Form von diskreten Leitfahigkeitsanderungen aufgelost
werden.

Der makroskopische, mittlere Strom durch Tpk4p zeigte eine deutliche Einwarts-
gleichrichtung, wie in der Strom-Spannung-Kurve in Abbildung 3.11 B zu sehen ist.

40 mV

60 mV 4 — g (PA)

80 mV Vi (MV)

I |
- 100 100
100 mV 4 _
-8 -

120 mV

10 pA

1s

Abbildung 3.12 Einzelkanalaktivitiat im Plasmalemma von PLY246-TPK4

Links: Stromspuren als Reaktion auf die angegebenen Haltespannungen. Die durchgezogene Linie
symbolisiert das Niveau, bei dem alle Kanale geschlossen sind. Gemessen wurde in der Whole-Cell-
Konfiguration mit Bad- und Pipettenlésung 1. Die Daten wurden bei 250 Hz gefiltert und mit 1 kHz
aufgezeichnet. Rechts ist die dazu gehdrende Strom-Spannungs-Kurve der Offenkanalamplituden
dargestellt.

Durch Analyse der Offenkanalstrome aus Stromspuren wie in Abbildung 3.12 (links)
konnte im Spannungsbereich von —40 mV bis —120 mV eine lineare Strom-Spannungs-
Beziehung und eine Offenkanalleitfahigkeit von Tpk4p von etwa 77 pS bestimmt
werden (Abbildung 3.12, rechts). Da in diesem Spannungsbereich keine
Spannungsabhangigkeit in der Offenwahrscheinlichkeit des Kanals zu beobachten war,
muss davon ausgegangen werden, dass die Asymmetrie (Einwartsgleichrichtung) des
makroskopischen Stroms in Abbildung 3.11 bereits durch die Strom-Spannungs-
Charakteristik des Offenkanalstroms bestimmt wird. Daflr spricht auch die
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Beobachtung, dass in den Stromspuren aus Abbildung 3.11 (links) nach

Spannungssprungen keine Aktivierungs-/Inaktivierungskinetik zu sehen ist.

3.3.4 Funktionale Charakterisierung von Tpk4p durch

Wachstumsexperimente

Modulation von Tpk4p durch externe Kationen

Die Funktion und Modulation von Tpk4p durch externe Kationen wurde, ahnlich wie bei
Kco3dp, durch Wachstumsexperimente untersucht. Auch hier wurden die
experimentellen Bedingungen so gewahlt, dass das Wachstum des transformierten
Hefestammes von der Aktivitat des heterolog exprimierten lonenkanals abhangig war.

100 mM KCI

10 mM KCI

1 mM KCI

pH 6,5 pH 3,5 pH 3,5
5Ca 5Ca 0,2 Ca

Abbildung 3.13 Effekte von Calcium und pH 3,5 auf das Wachstum

Tropftests auf SDAP-Agarplatten der angegebenen Zusammensetzungen. Aufgetropft wurden je 7 pl
einer Zellsuspension, oben beginnend mit ODgyp = 1,0 und darunter die jeweiligen Verdinnungen 1:10,
1:100, 1:1000. Das Wachstum der Stdmme fir 3 Tage bei 30°C erfolgte jeweils auf derselben Platte, zur
besseren Ubersicht werden die Tropfreihen jedoch getrennt dargestellt. Die Kontrollabbildungen bei pH
6,5 (links) stammen aus demselben Experiment wie in Abbildung 3.3.
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Der Wildtyp (PLY232-pFI61) wuchs unter allen in Abbildung 3.13 dargestellten
Bedingungen sehr gut. Weder die Ansauerung des Mediums noch die Verringerung der
Calciumkonzentration auf 0,2 mM bewirkten einen signifikanten Unterschied im
Wachstum verglichen mit den Kontrollexperimenten bei pH 6,5 und 5 mM Calcium. Die
Kaliumaufnahme Uber die funktionsfahigen TRK-Systeme war in allen drei getesteten
Kaliumkonzentrationen und unabhangig vom pH-Wert oder der externen
Calciumkonzentration immer ausreichend. Die trk1trk2tok1-Deletionsmutante PLY246-
pFl161 wuchs dagegen nur in 100 mM KCI und pH 6,5. Der saure pH-Wert verhinderte
das Wachstum des Stammes auch in 100 mM Kalium, wie bereits in Abbildung 3.8 zu
sehen war.

Der TPK4 exprimierende Stamm PLY246-TPK4 wuchs in 100 mM KCI und in 10 mM
KCI bei allen gezeigten Kombinationen aus pH-Wert und Calciumgehalt des Mediums
sehr gut. Bei diesem recht hohen Kaliumangebot im Medium war die Versorgung der
Zellen mit Kalium Uber den lonenkanal auch bei pH 3,5 ausreichend. Auf den Platten
mit 1 mM KCI verhinderte die Ansauerung des Mediums auf pH 3,5 in Gegenwart von 5
mM Calcium aber das Wachstum dieses Stammes vollstandig (Abbildung 3.13, unten in
der Mitte). Da der Wildtyp (PLY232-pFI61) auch hier sehr gut wachsen konnte, kann
davon ausgegangen werden, dass der saure pH-Wert einen hemmenden Einfluss auf
die Kaliumaufnahme Uber Tpk4p besitzt, so dass bei sehr geringem Kaliumangebot
keine ausreichende Kaliumaufnahme Uber Tpkd4p mehr moglich ist. Wurde die
Calciumkonzentration im Medium mit pH 3,5 jedoch auf 0,2 mM verringert (Abbildung
3.13, unten rechts), so zeigte PLY246-TPK4 auch in 1 mM KCI wieder ein Wachstum,
das vergleichbar war mit dem Wachstum des Stammes im Kontrollexperiment (pH 6,5,
5 mM Calcium, 1 mM KCI). Diese Verbesserung des Wachstums von PLY246-TPK4
durch Erniedrigung der Calciumkonzentration im Medium ist ein Anzeichen dafur, dass
Tpk4p durch Calcium gehemmt wird. Auf der Platte mit 1 mM KCI, 5 mM Calcium, pH
3,5 summieren sich offensichtlich die hemmenden Effekte von Calcium und saurem pH
auf den lonenkanal, so dass der TPK4 exprimierende Stamm hier nicht mehr wachsen
konnte.

In weiteren Tropftests wurde die Interaktion von Tpk4p mit Alkalimetallkationen
untersucht (Abbildung 3.14). Wie auch bei den entsprechenden Experimenten zu Kco3p
wurden die Bedingungen so gewahlt (5 mM CacCl,), dass eine Aufnahme der potentiell
toxischen Kationen tber Nsc1p nicht moglich war. Wie nicht anders zu erwarten und
auch in Abbildung 3.9 bereits gezeigt, zeigte der Wildtyp PLY232-pFI61 in 10 mM KCI
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keine Beeintrachtigung des Wachstums durch Lithium, Casium oder Natrium. In
Abbildung 3.14 ist erkennbar, dass der Stamm auch in 1 mM KCI durch die
Alkalikationen im Wachstum nicht sichtbar gehemmt wurde. Die Kaliumaufnahme des
Stammes Uber die TRK-Systeme wurde offensichtlich nicht behindert.

Die Deletionsmutante PLY246-pFI61 zeigte dagegen bei den hier untersuchten
Bedingungen kein Wachstum, da 10 mM KCI und 1 mM KCI fur das Wachstum des

Stammes in Gegenwart von 5 mM CaCl; nicht ausreichend waren.

10 mM KCI

1 mM KCI

10 mM LiCl 10 mM CsCl 90 mM NaCl

Abbildung 3.14 Wachstum in Gegenwart von Lithium, Casium und Natrium

Tropftests auf SDAP-Agarplatten mit unterschiedlichen lonenverhaltnissen in 5 mM CaCl,, pH 6,5.
Aufgetropft wurden je 7 pl einer Zellsuspension, oben beginnend mit ODgoy = 1,0 und darunter die
jeweiligen Verdinnungen 1:10, 1:100, 1:1000. Die Platten wurden 3 Tage bei 30°C inkubiert. Das
Wachstum der Stamme erfolgte jeweils auf derselben Platte, zur besseren Ubersicht werden die
Tropfreihen jedoch getrennt dargestellt. Die Kontrollabbildungen in 10 mM KCI und 1 mM KCI (links)
stammen aus demselben Experiment wie in Abbildung 3.3.

In 10 mM KCI hatten die untersuchten Kationen auf das Wachstum von PLY246-TPK4
keinen negativen Einfluss. Die Kaliumaufnahme Uber Tpk4p war hier auch in
Gegenwart von 10 mM Li*, Cs" oder Na* immer ausreichend flr ein gutes Wachstum. In
1 mM KCI bewirkte die Gegenwart von Casium im Gegensatz zum Wildtyp PLY232-
pFl61 aber eine vollstandige Hemmung des Wachstums des TPK4 exprimierenden
Stammes (Abbildung 3.14, untere Reihe, 2. Gruppe von rechts). Auch Natrium hatte in
1 mM KCI einen hemmenden Effekt auf PLY246-TPK4, der jedoch deutlich schwacher

war als der von Casium. Lithium bewirkte im Experiment keine Hemmung der
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Kaliumaufnahme Uber Tpk4p, so dass der TPK4 exprimierende Stamm in Gegenwart

von 10 mM LiCl nicht schlechter wuchs als im Kontrollexperiment.

Hemmbhoftests zur Identifikation potentieller Inhibitoren von Tpk4p

Wie bereits in Abbildung 3.10 dargestellt, bewirkte keine der getesteten Substanzen
einen Hemmbhof bei PLY232-pFI61 (Abbildung 3.15, linke Spalte). Unspezifische
cytotoxische Effekte der potentiellen Inhibitoren konnten damit ausgeschlossen werden.
Im Gegensatz zum Wildtyp trat beim TPK4 exprimierenden Stamm PLY246-TPK4
sowohl bei Calcium (1,5 cm) als auch bei Casium (3,5 cm) ein Hemmhof auf (Abbildung
3.15, rechte Spalte, oben). Der hemmende Effekt dieser beiden Kationen auf Tpk4p
konnte bereits in den Tropftests beobachtet werden (Abbildung 3.13 und 3.14). Barium
hemmte das Wachstum des Stammes in einem Umkreis von 2 cm Durchmesser um
das Filterplattchen, Lanthan in einem Umkreis von 3,6 cm (Abbildung 3.15, rechte

Spalte, unten).

Abbildung 3.15 Hemmbhoftest PLY232-pFI61 und PLY246-TPK4

Hemmbhoftests auf SDAP-Agarplatten nach 72 Stunden Inkubation bei 30°C. Die Hemmlésungen wurden
nach den abgebildeten Schemata aufgetropft. Ba=Bariumchlorid, Li=Lithiumchlorid, La=Lanthanchlorid,
Cs=Casiumchlorid, Ca=Calciumchlorid, Rb=Rubidiumchlorid, TEA=Tetraethylammoniumchlorid. Die
Medien enthielten 5 mM CaCl, und 1 mM KCI. Die Grol3e der abgebildeten Platten betragt 50% der
OriginalgréRe. Die Abbildungen zu PLY232-pFI61 entsprechen Abbildung 3.10.
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Die Ergebnisse der Hemmhoftests in Abbildung 3.15 sind in Tabelle 3.3 nochmals

numerisch dargestellt.

Stamm / Barium | Lanthan Lithium Céasium Calcium Rubidium TEA
Medium

PLY232-pFi61
1 mM KCl; 0 0 0 0 0 0 0
5 mM CaCl,

PLY246-TPK4
1 mM KCl, 2 3,6 0 3,5 1,5 0 0
5 mM CaCl,
Tabelle 3.3 Durchmesser der Hemmhofe fiir PLY232-pF161 und PLY246-TPK4
Angegeben ist jeweils der Durchmesser der Hemmhdfe zu Abbildung 3.15 in cm

69



3. Ergebnisse

3.3.5 Funktionale Charakterisierung von Tpk1p im Tonoplast von Hefe

Durch die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung von TPK7-GFP exprimierenden
Hefen (Abbildung 3.6) konnte gezeigt werden, dass Tpk1p in Hefe im Tonoplasten
lokalisiert ist. Daher wurde eine Charakterisierung des Kanals in elektrischen

Experimenten an Vakuolen eines TPK1 exprimierenden Hefestammes versucht.

3.3.5.1 Elektrische Eigenschaften des Hefetonoplasten

Im Tonoplast von Hefe existiert ein von Bertl und Slayman (1990) beschriebener
kationenselektiver Kanal, der als Yvc1p bezeichnet wird. Die Aktivitat dieses Kanals
wird beeinflusst von der Membranspannung, dem pH-Wert und dem cytosolischen
Calciumgehalt. Zusatzlich hat sich gezeigt, dass dieser Kanal redox-reguliert ist. Durch
Zugabe von reduzierenden Reagenzien zur Badlésung erhdht sich die
Offenwahrscheinlichkeit des Kanals drastisch (Bertl und Slayman, 1990; Bihler et al.,
2005).
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Abbildung 3.16 Einzelkanalaktivitiat im Hefetonoplasten

Patch-Clamp-Experimente an isolierten Vakuolen des Wildtyps YVC1 (links) und des Deletionsstammes
yvc1 (CEN.SR36-3c, rechts) bei den angegeben Haltespannungen. Die Linien symbolisieren das Niveau,
bei dem alle Kanéale geschlossen sind.

Bad- und Pipettenlésung enthielten symmetrisch 100 mM KCI, die Badlésung (entspricht der
cytosolischen Seite der Membran) zuséatzlich 10 uM Ca”". Die Daten wurden bei 250 Hz gefiltert.

Abbildung 3.16 zeigt Aufnahmen von Einzelkanalexperimenten an isolierten
Hefevakuolen. Die Linien stellen die Grundlinie dar, bei der alle Kanale geschlossen
sind. Beim Wildtyp (YVC1) traten bei negativen Membranspannungen regelmaRig

Einzelkanalereignisse auf. Bei positiven Membranspannungen waren die
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Kanalereignisse sehr viel seltener zu beobachten. Die Offenwahrscheinlichkeit von
Yvc1p ist bei negativer Membranspannung deutlich hdoher als bei positiven
Spannungen, der Fluss von lonen aus der Vakuole ins Cytosol ist also gegenuber der
Gegenrichtung bevorzugt. Yvcip zeigt somit das typische Verhalten eines
Einwartsgleichrichters mit einer Einzelkanalleitfahigkeit von etwa 120 — 160 pS.

Die funktionale Charakterisierung des in der Vakuole exprimierenden lonenkanals
Tpk1p konnte nur in einem Hefestamm erfolgen, der Uber keinen funktionsfahigen
YVC1-Kanal verfugt, da ansonsten eine Unterscheidung der durch Yvc1p bzw. Tpk1p
verursachten Strome kaum maoglich gewesen ware. Bei dem Hefestamm CEN.SR36-3c
ist das fur Yvc1p codierende Gen (YOR087w/088w) durch eine Insertionsmutation mit
dem HIS3-Gen deletiert. Die untersuchten Tonoplasten dieses Stammes zeigten keine
Kanalaktivitat (Abbildung 3.16, rechts). CEN.SR36-3c erschien somit fur die
Charakterisierung von Tpk1p gut geeignet.

3.3.5.2 TPK1 exprimiert funktional im Tonoplast von Hefe

Hefezellen des YVC1-Deletions-Stammes wurden mit dem Vektor p112A1XE, der die
cDNA fur Tpk1p tragt, transformiert. Das Gen steht in diesem Vektor unter der Kontrolle
des ADH-Promotors, somit ist eine konstitutive Expression des Tpk1p-Proteins
gewahrleistet. Bei der Untersuchung von isolierten Hefevakuolen des transformierten
Stammes zeigte sich in etwa 80% aller Experimente eine Kanalaktivitat, die sicher auf
das Produkt des TPK1-Gens zuruckzufuhren ist (Abbildung 3.17).

In manchen Vakuolen konnten bis zu acht gleichzeitig aktive Kanale beobachtet
werden. Wie aus Abbildung 3.17 ersichtlich wird, zeigt der Offenkanalstrom eine leichte
Asymmetrie. Bei 60 mV betragt die Amplitude des Offenkanalstroms etwa 2 pA, bei —60
mV betragt sie etwa -5 pA. Die Einwartsstrome sind also groler als die
Auswartsstrome. Bei 0 mV treten aufgrund der in diesem Experiment symmetrischen

lonenverteilung keine Strome auf.
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Abbildung 3.17 Funktionale Expression von TPK1 in Hefevakuolen
Einzelkanalmessungen aufgenommen in der Whole-Vacuole-Konfiguration an Vakuolen des yvc1-
Deletionsstammes nach der Expression von TPK1. Bad- und Pipettenlésung enthielten symmetrisch 100
mM KCI, die Badlésung zusatzlich 1 mM CaCl,. Die Daten wurden bei 250 Hz gefiltert. Die Linien
symbolisieren das Niveau, bei dem alle Kanale geschlossen sind.
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Die Darstellung der Offenkanalamplituden gegen die jeweils angelegte
Membranspannung ergibt fur die Strom-Spannungs-Kurve eine annahernd lineare
Beziehung mit einem leichten Knick im Ursprung des Koordinatensystems (Abbildung
3.18). Die Leitfahigkeit des Kanals, die jeweils der Steigung der Geraden entspricht,

betragt etwa 75 pS fur Einwartsstrome und etwa 40 pS fur Auswartsstrome.
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Abbildung 3.18 Strom-Spannungs-Kurve fiir den Offenkanalstrom

Grafische Darstellung der Offenkanalstromamplituden, aufgetragen gegen die jeweilige Membran-
spannung. Die Werte sind Mittelwerte aus zwdIf unabhangigen Experimenten. Die Fehlerbalken stellen
den Standardfehler des Mittelwertes dar.
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3.3.5.3 Bestimmung der Offenwahrscheinlichkeit von Tpk1p

Die vakuolare Membran von Zellen des TPK1 exprimierenden Stammes wurde in der
Whole-Vacuole-Konfiguration auf Spannungen zwischen —80 mV und 80 mV geklemmt
und die Stromspuren bei jeder Spannung fur mehrere Minuten aufgezeichnet. Die
Bestimmung der Offenwahrscheinlichkeit des Kanals fur die jeweilige

Membranspannung erfolgte Uber Amplitudenhistogramme wie unter 2.6.5 beschrieben.
0.3 Po

I T T 1
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Abbildung 3.19 Offenwahrscheinlichkeit von Tpk1p

Offenwahrscheinlichkeit (P,) des Kanals bei verschiedenen Membranspannungen, bestimmt durch
Amplitudenhistogramme. Die Werte sind gemittelt aus 12 unabhangigen Experimenten, die Fehlerbalken
stellen den Standardfehler des Mittelwertes dar.

Wie Abbildung 3.19 demonstriert, wurde aus den Experimenten keine klare
Abhangigkeit der Offenwahrscheinlichkeit von der Membranspannung ersichtlich.

Durch Multiplikation der Offenwahrscheinlichkeit mit der Amplitude des
Offenkanalstromes (Abbildung 3.18) der entsprechenden Spannung erhalt man die
Strom-Spannungs-Kennlinie des mittleren Stromes fur den Kanal (Abbildung 3.20). Der
mittlere Strom durch Tpk1p zeigt keine gleichrichtenden Eigenschaften, es wird also
keine Flussrichtung fur den Strom bevorzugt. Somit ergibt sich im Bereich von —-60 mV
bis +60 mV eine lineare Beziehung zwischen mittlerem Strom und der
Membranspannung. Anhand dieser Kurve lasst sich eine Aussage Uber die GroRe des
makroskopischen Stromes machen, der bei einer bestimmten Membranspannung durch
eine Population von n Kanalen flie3t. Hierzu wird der mittlere Strom bei der betrachteten
Membranspannung mit der Anzahl der Kanale multipliziert. In einem Experiment an
einer Vakuole mit 1000 Tpk1p-Kanalen wirde man bei einer Haltespannung von 60 mV

also einen makroskopischen Strom von etwa 0,3 nA erwarten.
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Abbildung 3.20 Beziehung zwischen mittlerem Strom (im)und der Membranspannung

Der mittlere Strom durch den Kanal ist das Produkt aus Offenkanalstrom und Offenwahrscheinlichkeit der
entsprechenden Membranspannung.

3.3.5.4 Calciumabhangigkeit von Tpk1p

Tpk1p besitzt im C-terminalen Bereich des Proteins zwei als EF-Hande bezeichnete
Strukturen, die die Fahigkeit besitzen, Calciumionen zu binden. Eine Regulation bzw.
Beeinflussung von Tpk1p durch die Calciumkonzentration des Milieus erschien somit
wahrscheinlich. Um die Frage zu klaren, welchen Effekt Calcium auf Tpk1p hat, wurden
elektrophysiologische Experimente an Tonoplasten des TPK7-exprimierenden
Hefestammes durchgefuhrt und dabei die Calciumkonzentration in der Badldsung
(cytosolische Seite der Membran) variiert. Die Haltesspannung betrug —60 mV.

15001 10 uM CaCly 100 uM CaClz 1 mM CaClz
p Po=0.018 Po=0.16 Po=0.19
[}
‘E 1000
[=1]
©
w

500 r‘
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Amplitude (pA)
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Abbildung 3.21 Die Aktivitat von Tpk1p wird moduliert durch Calcium

Unten: Einzelkanalmessungen aufgenommen in der Whole-Vacuole-Konfiguration an Vakuolen von
CEN.SR36-3c-TPK1 bei unterschiedlichen Calciumkonzentrationen in der Badlésung (siehe ganz oben).
Die Haltespannung war —60 mV, die Kaliumkonzentration betrug symmetrisch 100 mM. Die Daten
wurden bei 100 Hz gefiltert und aufgezeichnet mit 1 kHz.

Oben: Amplitudenhistogramme zu den entsprechenden Experimenten und die daraus errechnete
Offenwahrscheinlichkeit.
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Es ist erkennbar, dass die Offenwahrscheinlichkeit von Tpk1p mit steigender
cytosolischer Calciumkonzentration ansteigt (Abbildung 3.21). Bei 10 uM Ca** in der die
Messkuvette durchlaufenden Badlosung zeigte sich nur eine sehr schwache
Kanalaktivitat. Das Amplitudenhistogramm, das die Summe aller Ereignisse bei einer
bestimmten Stromamplitude wiedergibt, zeigt fur diese Calciumkonzentration einen
deutlichen Gipfel bei 0 pA, die Kanale lagen hier also fast ausschlie3lich im
geschlossenen Zustand vor. Die errechnete Offenwahrscheinlichkeit betragt 0,018, also
weniger als 2%. Nach Anderung der Calciumkonzentration der Badlésung auf 100 uM
wurde einige Minuten gewartet und erneut die Kanalaktivitat bei —-60 mV bestimmt. Im
Amplitudenhistogramm sind nun zwei Gipfel bei 0 und ca. 4 pA zu erkennen. Die Anzahl
der Kanale, die sich im offenen Zustand befanden, ist also gestiegen. Es errechnet sich
eine Offenwahrscheinlichkeit von 0,16. Bei 1 mM Ca®" sind in der Stromspur bis zu vier
gleichzeitig gedffnete Kanale erkennbar. Im Amplitudenhistogramm zeigen sich drei
deutliche Gipfel bei 0, 4 und 8 pA. Fur diese Bedingungen lasst sich eine
Offenwahrscheinlichkeit von 0,19 berechnen.

Das Experiment demonstriert eine starke Abhangigkeit der Aktivitat von Tpk1p von der

Verfiigbarkeit freier Ca?*-lonen auf der cytosolischen Seite der vakuoldren Membran.

3.3.5.5 Selektivitat von Tpkip

Die Selektivitat fur bestimmte lonen ist eine grundlegende Eigenschaft eines
lonenkanals, die meist bedingt wird durch spezielle Strukturen im Kanalprotein. Sie
kann unterschiedlich stark ausgepragt sein. Tpk1p besitzt in beiden Porenloops die
charakteristische Signatursequenz fur Kaliumkanale (GYGD), daher sollte die
Permeabilitat des Kanals fur Kalium deutlich héher sein als fur andere Kationen.

Um diese Vermutung zu Uberprufen, wurden elektrophysiologische Experimente an
Vakuolen des TPK1 exprimierenden Hefestammes durchgefuhrt. Dabei wurde sowohl in
der Badlosung als auch - in einem zweiten Experiment - in der Pipettenldsung Kalium
durch Natrium ersetzt. In symmetrisch 100 mM KCI lieRen sich sowohl Einwarts- als
auch Auswartsstrome beobachten (Abbildung 3.22 A).

Bei Versuchsbedingungen mit 100 mM KCI in der Pipette, was der vakuolaren Seite der
Membran entspricht, und 100 mM NaCl in der Badlosung (auf der cytosolischen Seite)
konnten bei positiver Membranspannung keine (von Na®-lonen) getragenen
Auswartsstrome beobachtet werden. Bei negativen Spannungen traten jedoch deutliche
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(von K'-lonen getragene) Einwartsstrome auf (Abbildung 3.22 B). Diese einwarts
gerichteten Strome konnten auch bei einer Haltespannung von 0 mV beobachtet
werden, wobei hier allein der chemische Gradient die treibende Kraft fur den Durchtritt

der lonen durch den Kanal war.
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Abbildung 3.22 Selektivitiat von Tpk1p fiir K" gegeniiber Na*
Einzelkanalableitungen an Vakuolen des TPK1 exprimierenden Hefestammes bei unterschiedlichen
lonenverhaltnissen. Die Badldésungen enthielten jeweils zusatzlich 1 mM CaCl,. Die Daten wurden bei
100 Hz gefiltert.
A Mit symmetrisch 100 mM KCI waren sowohl Einwarts- als auch Auswartsstréme messbar.
B Mit 100 mM KCI auf der vakuolaren Seite der Membran und 100 mM NaCl auf der cytosolischen
Seite traten nur Einwartsstrome auf.
C Mit 100 mM KCI auf der cytosolischen Seite und 100 mM NaCl auf der vakuolaren Seite waren nur
Auswartsstrome messbar.

Wurden die lonenverhaltnisse umgekehrt (NaCl in der Pipette und KCI in der
Badlosung, Abbildung 3.22 C) konnten bei Spannungen von —40 mV bis 60 mV nur
AuRBwartsstrome beobachtet werden.

Bei keiner der ausgewahlten Versuchsbedingungen war ein Na*-Fluss durch Tpk1p zu
beobachteten. Dieses Ergebnis spricht fur eine starke Selektivitat des Kanals fur Kalium
gegenuber Natrium. Auch die Strom-Spannungs-Kurven fur diese Experimente in
Abbildung 3.23 verdeutlichen diese Kanaleigenschaft. Im untersuchten Bereich von
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—60 mV bis +60 mV kommt es bei beiden lonenverteilungen nicht zu einem

Vorzeichenwechsel der Offenkanalstrome.
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Abbildung 3.23 Selektivitiat von Tpk1p: Strom-Spannungs-Kurven
Grafische Darstellung der Offenkanalstrome aus Abbildung 3.22 B und C gegen die entsprechende
Membranspannung flr die beiden Experimente.

3.3.5.6 Modulation von Tpk1p durch 14-3-3 Proteine

Die Untereinheiten des lonenkanals besitzen am N-terminalen Ende eine mogliche
Bindestelle fur 14-3-3-Proteine. Um eine eventuelle Modulierung des Kanals durch 14-
3-3-Proteine zu untersuchen, wurden elektrophysiologische Experimente an isolierten
Vakuolen des TPK1 exprimierenden Stammes in Gegenwart von zwei verschiedenen
GRFs (General Regulating Factor) aus A. thaliana durchgefuhrt. Die Proteine Grf1p (14-
3-3 %) und Grfép (14-3-3 A) wurden mir freundlicherweise von Dirk Becker, Wurzburg,
zur Verfugung gestellt. Die Sequenzen der beiden Proteine finden sich im Anhang.
Abbildung 3.24 zeigt die Einzelkanalableitung eines reprasentativen Experimentes. Zu
Beginn traten nur gelegentliche Kanalereignisse auf (P, = 0,005), doch bereits etwa 30
Sekunden nach Zugabe einer Losung von Grfép zur Badlosung (Endkonzentration ca.
150 nM) stieg die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals deutlich an. Zwei Minuten nach
Zugabe des Proteins offneten bis zu funf Kanale gleichzeitig.
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Abbildung 3.24 Modulierung der Kanalaktivitat durch Grf6p

Einzelkanalspuren eines reprasentativen Experimentes in der Whole-Vacuole-Konfiguration an einer
isolierten Vakuole des TPK1 exprimierenden Stammes mit Bad- und Pipettenlésung 2. Der Pfeil
symbolisiert den Zeitpunkt der Zugabe von Grf6p, die Endkonzentration des Proteins in der Badlésung
betrug ca. 150 nM. Die Haltespannung betrug —60 mV. Die Daten wurden bei 400 Hz gefiltert.

Diese starke Erhohung der Aktivitat von Tpk1p verdeutlicht auch die grafische
Darstellung der Offenwahrscheinlichkeit in Abhangigkeit der Zeit nach Zugabe von
Grfép in Abbildung 3.25. Vor Zugabe des Proteins lag die Offenwahrscheinlichkeit unter
0,01, erreichte einige Minuten danach jedoch Werte zwischen 0,5 und 0,6. Durch die
Zugabe von Grf6p (14-3-3 A\) erhohte sich die Offenwahrscheinlichkeit von Tpk1p also

auf das 60-fache des Ausgangswertes.
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Abbildung 3.25 Erh6hung der Offenwahrscheinlichkeit durch Grfép

Darstellung der Offenwahrscheinlichkeit aus Abbildung 3.25 in Abhangigkeit der Zeit nach Zugabe von
14-3-3-Protein. Jeder Datenpunkt reprasentiert die durchschnittliche Offenwahrscheinlichkeit wahrend 27
Sekunden. Die Offenwahrscheinlichkeit wurde Uber Amplitudenhistogramme bestimmt.
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Die Zugabe von Grflp (14-3-3 yx) bewirkte in keinem von funf durchgefuhrten
Experimenten eine Anderung der Offenwahrscheinlichkeit. Der Kanal scheint folglich

zwischen den beiden Proteinen unterscheiden zu kbnnen.
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3.4 Kanalaktivitat im Tonoplast von Arabidopsis thaliana

Tpk1p ist in Pflanzen und auch in Hefe im Tonoplast lokalisiert. Schonknecht et al.
diskutieren eine Beteiligung von Tpk1p am sogenannten SV-Kanal pflanzlicher
Tonoplasten. Dieser Kanal aktiviert langsam bei einer Depolarisierung der Membran. Er
wird durch hohe cytosolische Calciumkonzentrationen und durch die Gegenwart
reduzierender Reagenzien aktiviert. SV-Kanale werden durch eine Ansauerung des
Cytoplasmas inaktiviert (Pottosin et al., 2001). Um Unterschiede und Gemeinsamkeiten
zwischen Tpk1p und SV-Kanal darstellen zu koénnen, erfolgte eine funktionale

Charakterisierung des SV-Kanals im Tonoplast von Arabidopsis.
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Abbildung 3.26 Typische SV-Kanal-Aktivitéit in der Membran pflanzlicher Vakuolen

A Makroskopische SV-Kanal-Stréme, gemessen an einer isolierten Vakuole aus Mesophylizellen von
Wildtyp-Arabidopsis (Columbia-0) als Antwort auf Spannungspulse von 2,5 s Dauer in Bad-
und Pipettenldsung 3. Die Haltespannung zwischen den Spannungspulsen betrug 0 mV. Das
Spannungsprotokoll ist links oben dargestellt. Die Daten wurden bei 400 Hz gefiltert und mit
1 kHz aufgezeichnet.

B Makroskopische Strom-Spannungs-Kurve fir das Experiment in A. Die Abbildung zeigt die Uber die
letzten 150 ms des Spannungspulses gemittelten Gleichgewichtsstrome aufgetragen gegen die
jeweilige Membranspannung.

Die Abbildung 3.26 zeigt die Ergebnisse eines Patch-Clamp-Experimentes an isolierten
Vakuolen aus Mesophyllzellen von A. thaliana. Hierbei konnte bei positiven
Spannungen der fur SV-Kanale typische, langsam aktivierende Strom beobachtet
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werden (Abbildung 3.26 A). Die Zeitkonstante der Aktivierung betrug etwa 150 ms bei
+120 mV. Sehr deutlich zeigte sich der auswarts-gleichrichtende Charakter des Kanals
darin, dass bei negativen Spannungen praktisch kein Strom floss. Abbildung 3.26 B
zeigt die zugehorige Strom-Spannungs-Kurve, in der die Gleichgewichtsstrome gegen
die entsprechende Membranspannung aufgetragen sind. Auch diese Darstellung
verdeutlicht, dass im Bereich von —100 mV bis +120 mV keine relevanten
Einwartsstrome auftraten.

Durch rasches Zuruckziehen der Messpipette wurde aus der Membran ein kleiner Fleck
(Patch) isoliert. Die viel geringere Anzahl von Kanalen in der kleineren Flache
ermoglichte die Beobachtung der Aktivitat einzelner Kanale, so dass aus diesem
Experiment die Leitfahigkeit eines einzelnen Kanals bestimmt werden konnte. Wie aus
Abbildung 3.27-A ersichtlich wird, traten sowohl bei positiven als auch bei negativen
Membranspannungen Einzelkanalereignisse auf. Die Haufigkeit dieser Ereignisse war
jedoch bei positiven Spannungen (bei +60 mV oOffneten bis zu vier Kanale gleichzeitig)
um ein Vielfaches hoher als bei negativen Spannungen. Dies deutet darauf hin, dass
die Offenwahrscheinlichkeit des SV-Kanals bei negativen Membranspannungen sehr

viel geringer ist als bei positiven Membranspannungen.
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Abbildung 3.27 Einzelkanalaktivitidt in der Membran pflanzlicher Vakuolen

A SV-Kanal-Strdme an einem isolierten Membranpatch einer Vakuole von Mesophylizellen aus Wildtyp-
Arabidopsis, gemessen mit Bad- und Pipettenlésung 3. Die Daten wurden bei 400 Hz gefiltert und mit
1 kHz aufgezeichnet.

B Strom-Spannungs-Kurve der Offenkanalamplituden zum Experiment aus A

Bei den gewahlten symmetrischen lonenverteilungen in diesem Experiment trat bei
einer Membranspannung von 0 mV kein Strom auf. Bei 60 mV betrug die Amplitude des
Einzelkanalstromes etwa 2 pA, bei -60 mV etwa -3 pA. Die grafische Darstellung der
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Offenkanalstrome gegen die Membranspannung fuhrt zur Strom-Spannungs-Kurve des
Einzelkanals (Abbildung 3.27-B). Aus der Steigung der Geraden kann jeweils die
Leitfahigkeit des Kanals abgelesen werden, die etwa 35 pS bei positiven Spannungen
und etwa 60 pS bei negativen Spannungen betragt.

Auch wenn die Offenkanalamplitude der beobachteten Einwartsstrome grofler ist als die
der Auswartsstrome, bewirkt die sehr geringe Offenwahrscheinlichkeit bei negativen
Membranspannungen und die sehr hohe Offenwahrscheinlichkeit bei positiven
Membranspannungen die im makroskopischen Strom vorhandene Auswarts-

gleichrichtung.

3.4.1 Calciumabhangigkeit des SV-Kanals

Zur Uberpriifung, in wie weit die Aktivitdt des SV-Kanals von der cytosolischen
Calciumkonzentration abhangt, wurden Patch-Clamp-Experimente an isolierten
Vakuolen aus Arabidopsis (Wildtyp) durchgefiihrt und dabei die Konzentration von Ca?*
in der Badlosung (cytosolische Seite der Membran) variiert. Abbildung 3.28 zeigt zwei
charakteristische Whole-Vacuole-Ableitungen in Badlésung ohne Calcium bzw. mit 1
mM Calcium. Im Experiment ohne freies Calcium auf der cytosolischen Seite der
Membran traten nur sehr kleine makroskopische Strome auf (Abbildung 3.28, links).
Nach mehrmindtiger Perfusion der Messkammer mit Badlosung, die 1 mM CacCl;
enthielt, waren die fur SV-Kanale typischen, langsam aktivierenden Auswartsstrome zu
erkennen (Abbildung 3.28, rechts). Der Gleichgewichtsstrom betrug in diesem
Experiment bei 120 mV etwa 1 nA.

0,2nA

05s

Abbildung 3.28 Modulierung der SV-Kanal-Aktivitat durch cytosolisches Calcium
Whole-Vacuole-Ableitungen an derselben Arabidopsis-Vakuole des Wildtyps in symmetrisch 100 mM KCI
im Bereich von —100 bis 120 mV. Die Badldsung im rechten Experiment enthielt zusatzlich 1 mM CacCl,.
Es wurde dasselbe Spannungsprotokoll verwendet wie in Abbildung 3.26. Die Daten wurden bei 400 Hz
gefiltert und mit 1 kHz aufgezeichnet.
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3.4.2 Selektivitat des SV-Kanals

Um eine Aussage uber die Selektivitdat des Kanals machen zu kdonnen, wurden Patch-
Clamp-Experimente an isolierten Membranflecken des Tonoplasten von Wildtyp-
Arabidopsis durchgefuhrt. Hierbei wurden beide moglichen Orientierungen der
Membran untersucht:
1. Exposition der cytoplasmatischen Seite der Membran zur Pipettenlosung
(Inside-Out-Konfiguration)
2. Exposition der cytoplasmatischen Seite der Membran zur Badl6sung
(Outside-Out-Konfiguration)
Unter symmetrischen lonenverhaltnissen (100 mM KCI cytosolisch und vakuolar) traten
bei der Ausrichtung der vakuolaren Membranseite zur Badlésung bei positiven
Membranspannungen die fuir den SV-Kanal typischen langsam aktivierenden
Auswartsstrome auf (Abbildung 3.29 A, oben). Einwartsstrome waren praktisch nicht
vorhanden. Nach dem Austausch von KCI in der Badlosung gegen 100 mM NacCl ergab
sich nahezu dasselbe Bild, die Auswartsstrome blieben unverandert (Abbildung 3.29 A,
unten). Dementsprechend sind auch die Strom-Spannungs-Kurven fur die beide
lonenverhaltnisse fast identisch (Abbildung 3.29 B).
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Abbildung 3.29 Selektivitat des SV-Kanals in der Inside-Out-Konfiguration

A SV-Kanal-Strdme an einem isolierten Membranpatch einer Vakuole aus Mesophylizellen von Wildtyp-
Arabidopsis. Gemessen wurde mit 100 mM KCI in der Pipette und 100 mM KCI bzw. NaCl in der
Badldsung. Die Pipettenldsung enthielt zusatzlich 1 mM CaCl,. Es wurde dasselbe Spannungsprotokoll
wie in Abbildung 3.26 verwendet. Die Daten wurden bei 400 Hz gefiltert und mit 1 kHz aufgezeichnet.

B Strom-Spannungs-Kurven zu den Experimenten in A

Wahlt man die Konfiguration des untersuchten Membranstlicks umgekehrt, erhalt die
cytosolische Membranseite Kontakt zur Badlosung. Bei symmetrischen
lonenverhaltnissen (100 mM KCI beidseitig, Abbildung 3.30 A, oben) zeigten sich
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Auswartsstrome, die mit denen in Abbildung 3.29 A vergleichbar sind. Wurde nun in der
Badlosung KCI durch NaCl ersetzt, ergaben sich wiederum nur geringe Unterschiede in
der Kinetik des Kanals oder in der Amplitude des auswarts gerichteten
Gleichgewichtsstromes (Abbildung 3.30 A, unten). Dies wird auch im sehr ahnlichen
Verlauf der Strom-Spannungs-Kurven (Abbildung 3.30 B) deutlich.

Natrium und Kalium kénnen den Kanal gleich gut passieren, wobei die auswarts
gleichrichtende Eigenschaft des Kanals fur beide lonensorten erhalten bleibt.

Aus diesen Ergebnissen kann der Schluss gezogen werden, dass der SV-Kanal keine
Selektivitat fur K*-lonen gegentiber Na*-lonen besitzt.
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Abbildung 3.30 Selektivitat des SV-Kanals in der Outside-Out-Konfiguration

A SV-Kanal-Strdme an einem isolierten Membranpatch einer Vakuole aus Mesophylizellen von Wildtyp-
Arabidopsis, gemessen wurde mit 100 mM KCl in der Pipette und 100 mM KCI bzw. NaCl in der
Badldsung. Die Badldsung enthielt zusatzlich 1 mM CaCl,. Es wurde dasselbe Spannungsprotokoll wie
in Abbildung 3.26 verwendet. Die Daten wurden bei 400 Hz gefiltert und mit 1 kHz aufgezeichnet.

B Strom-Spannungs-Kurven zu den Experimenten in A

3.5 Kanalaktivitat im Tonoplast von tpc7-Deletionsmutanten

Ein moglicher Kandidat fur das Gen, das fur die SV-Kanal-Aktivitat im Tonoplast von
Arabidopsis verantwortlich sein konnte, ist TPC1 (At4g03560). Die Topologie des von
TPC1 codierten Proteins erinnert an zwei fusionierte Untereinheiten des Shaker-Kanals.
Das Protein besitzt zwei EF-Hande, was eine Beeinflussung durch Ca®* sehr
wahrscheinlich macht. Pflanzen einer Linie von A. thaliana, bei der das Gen TPC1
durch eine Insertionsmutation deletiert wurde, wurden mit Hilfe der Patch-Clamp-
Technik auf die Aktivitat des SV-Kanals im Tonoplasten untersucht. Im
elektrophysiologischen Experiment zeigte sich, dass in der {pc1-Mutante (tpc1-2) der
typische durch die SV-Kanal-Aktivitat verursachte Strom fehlt (Abbildung 3.31).
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Abbildung 3.31 Keine SV-Kanal-Aktivitat in tpc1-2

Whole-Vacuole-Ableitungen an Arabidopsis-Vakuolen der tpc7-Deletions-Mutante (tpc1-2, links) und an
Columbia-0 (Wildtyp, rechts) in Bad- und Pipettenlésung 3. Die Daten wurden bei 400 Hz gefiltert und mit
1 kHz aufgezeichnet. Das verwendete Spannungsprotokoll ist links oben dargestellt.

Wahrend beim Wildtyp langsam aktivierende Auswartsstrome mit einer Amplitude von
350 pA bei 100 mV beobachtet werden konnten (Abbildung 3.31, rechts), war in der
Deletionsmutante im vergleichbaren Experiment im Bereich von —100 mV bis 100 mV
kein makroskopischer Strom erkennbar (Abbildung 3.31, links).

Bei hoherer Verstarkung des Signals lie® sich bei tpc1-2 jedoch in einigen
Experimenten bei negativen Spannungen die Aktivitat von Einzelkanalen beobachten.
Abbildung 3.32 zeigt ein typisches Experiment.
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Abbildung 3.32 Einzelkanal-Aktivitat in tpc1-2

Stromspuren in einer Whole-Vacuole-Ableitung an Arabidopsis-Vakuolen der fpc7-Knock-Out-Mutante
(tpc1-2) bei verschiedenen Haltespannungen in symmetrisch 100 mM KCI. Die Badlésung enthielt
zusatzlich 1 mM CacCl,. Die Daten wurden bei 400 Hz gefiltert und mit 1 kHz aufgezeichnet.

Die grafische Darstellung der Stromamplituden aus Abbildung 3.32 gegen die
entsprechende Membranspannung ergibt die Strom-Spannungs-Kurve fur den
Offenkanalstrom. Bei negativen Spannungen besitzt der Kanal eine
Offenkanalleitfahigkeit von etwa 55 pS.
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Abbildung 3.33 I-V-Diagramm des Offenkanalstroms in tpc1-2
Strom-Spannungs-Kurve zum Experiment in Abbildung 3.32.
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3.6 Kanalaktivitat im Tonoplast von tpk71-Deletionsmutanten

Da in der Vergangenheit ein Zusammenhang zwischen Tpk1p und der Aktivitat des SV-
Kanals am Tonoplasten von A. thaliana diskutiert wurde (Schonknecht et al., 2002),
wurden Patch-Clamp-Experimente an Vakuolen einer tpk1-Deletions-Mutante (tpk1A)
durchgefuhrt, bei der das Gen TPK1 durch eine T-DNA-Insertion deletiert wurde. Die
entsprechenden Stromantworten eines typischen Experimentes als Reaktion auf
Spannungspulse im Bereich von =100 mV bis 140 mV sind in Abbildung 3.34

dargestellt.
140 mV
0mVv
-100 mV
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400
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Abbildung 3.34 Typische SV-Kanal-Aktivitét in tpk1A

A Stromantworten in einer Whole-Vacuole-Ableitung als Reaktion auf Spannungspulse von -100 mV
bis 140 mV an einer Arabidopsis-Vakuole der tpk7-Knock-Out-Mutante (tpk1A) in symmetrisch 100
mM KCI. Die Badlésung enthielt zuséatzlich 1 mM CaCl,. Die Daten wurden bei 400 Hz gefiltert und mit
1 kHz aufgezeichnet. Das Spannungsprotokoll ist links oben dargestellt.

B Strom-Spannungs-Kurve des Gleichgewichtsstroms durch die Vakuole (I,) zu A

Die auftretenden Strome waren den in Experimenten an Vakuolen aus dem Wildtyp
beobachteten Stromen sehr ahnlich. Bei positiven Spannungen zeigten sich die fur SV-
Kanale typischen, langsam aktivierenden Auswartsstrome. Der Verlust des Gens TPK1
hat somit keinen Einfluss auf die Aktivitat des SV-Kanals.
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3.7 Stomatire Offnungsweite verschiedener Arabidopsis-Linien

Eine mogliche physiologische Funktion von Tpc1p und Tpk1p ist eine Beteiligung an der
SchlieRzellbewegung. Die Bewegung der SchlieRzellen wird durch verschiedene
Faktoren beeinflusst, unter anderem auch durch das Phytohormon Abscisinsaure.
Abscisinsaure (ABA) reguliert zahlreiche Vorgange im Wachstum und in der
Entwicklung von Pflanzen. Es ist bereits mehrfach gezeigt worden, dass ABA auch
einen Einfluss auf Ca®~abhangige und Ca**-unabhangige Signalwege hat (Schroeder et
al., 2001). Zu den bekanntesten Wirkungen von ABA zahlt neben der Hemmung der
Stomataoffnung sicherlich die Unterbindung der Samenkeimung.

Die Regulierung der Offnungsweite der Stomata ist auch ein Ca**-abhangiger Prozess,
zumal eine Erhohung der extrazellularen Calciumkonzentration eine deutliche
Reduzierung der Offnungsweite der Spaltéffnungen bewirken soll (McAinsh et al.,
1995). In der tpc71-Knock-Out-Mutante (tpc1-2) wurde der Verlust dieser Reaktion der
Stomata auf eine Erhohung der Calciumkonzentration beobachtet (Peiter et al., 2005).
Zur Uberpriifung, in wie weit der Verlust von Tpc1p bzw. Tpk1p einen Einfluss auf die
Offnungsweite der Stomata unter verschiedenen Bedingungen hat, wurden
Rosettenblatter verschiedener Linien von A. thaliana in den angegebenen Losungen
inkubiert. AnschlieBend wurde die Epidermis in Streifen abgezogen und die
Offnungsweiten der Stomata bestimmit.

Abbildung 3.35 zeigt die Ergebnisse der Bestimmung der Offnungsweite der Stomata
bei Columbia-0 (Wildtyp), tpc1-2 und tpk1A.

Der Wildtyp zeigte in 10 uM ABA eine Reduzierung der Offnungsweite auf etwa 55%
des Kontrollwertes, 10 mM CaCl, im Medium bewirkten eine Reduzierung auf 75%.
Auch bei tpc1-2 bewirkte 10 uM ABA eine Reduzierung der Offnungsweite auf 55%, die
Erhohung der Calciumkonzentration verringerte die Stomatadffnung jedoch nur auf
95%. Der Effekt von 10 mM Calcium war hier deutlich weniger stark ausgepragt als
beim Wildtyp.

Die Offnungsweite der Stomata in 10 uM Abscisinsdure betrug fir tpk1A ebenfalls 55%
der Kontrolle, in 10 mM Calcium wurde die Offnungsweite auf 70% reduziert. Die
Effekte von Calcium und ABA waren bei dieser Linie ungefahr so deutlich wie beim
Wildtyp.

Die absoluten Offnungsweiten der Spaltdffnungen im Kontrollmedium betrugen fir
Columbia-0 3,48 + 0,15 pm, fur tpc1-2 3,13 = 0,14 ym und fur tpk1A 3,57 = 0,16 um.
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Die Deletion von TPK1 oder TPC1 hatte keinen Einfluss auf den durch Abscisinsaure
hervorgerufenen Stomataschluss. Die Deletion von TPC1 verhinderte aber den
Schlievorgang in Gegenwart hoher extrazellularer Calciumkonzentrationen, wogegen
die Deletion von TPK1 auch auf die Verringerung der Offnungsweite in 10 mM CaCl,
keinen Einfluss hatte.
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Abbildung 3.35 Offnungsweite der Stomata

Offnungsweite der Stomata in Standardmedium (Kontrolle), Standardmedium mit 10 uM Abscisinsaure
(ABA) und Standardmedium mit 10 mM CacCl,. Die Daten sind die relativen Mittelwerte aus drei
unabhangigen Experimenten, die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittelwertes dar. In jedem
Experiment wurden 75 Spaltéffnungen pro Linie und Inkubationsmedium vermessen.

3.8 Bestimmung der Keimungsrate verschiedener Arabidopsis-
Linien

Peiter et al. (2005) diskutieren einen Einfluss des Expressionsgrades von TPC1 auf die
Abscisinsaure-abhangige Hemmung der Keimung von Arabidopsissamen. Dabei stellte
sich heraus, dass die Keimung der tpc7-Deletionsmutante weniger sensitiv fuar
Abscisinsaure ist als der Wildtyp. Besonders empfindlich reagierten Samen einer
Mutante, die TPC1 uberexprimiert. In den im Rahmen dieser Arbeit durchgeflhrten
Keimungsversuchen konnte kein Unterschied im Keimungsverhalten von Columbia-0,
tpc1-2 oder tpk1A in Gegenwart verschiedener Abscisinsdaurekonzentrationen
festgestellt werden. Die drei Arabidopsislinien unterschieden sich nicht in ihrer
Empfindlichkeit fur ABA (Daten hier nicht gezeigt). Eine Rolle von Tpc1p oder Tpk1p bei

der Abscisinsaure-abhangigen Keimung konnte hier nicht nachgewiesen werden.

89






4. Diskussion

4. Diskussion

4.1 Funktionale Expression und Charakterisierung von KCO3 in
Hefe

Die Expression von KCO3 in der trk1trk2tok1-Deletionsmutante PLY246 fuhrt zu einer
deutlichen Verbesserung des Wachstums des transformierten Hefestammes, der nun in
Medien mit 5 — 10 mM Kalium (Abbildung 3.3 und 3.5) bereits wachsen kann, wahrend
die nicht transformierte (oder mit dem leeren Vektor transformierte) Deletionsmutante
wesentlich hohere Kaliumkonzentration (50 — 100 mM) zum Wachsen bendtigt. Daraus
kann der Schluss gezogen werden, dass KCO3 in Hefe funktional im Plasmalemma
exprimiert, was auch durch die elektrophysiologischen Experimente bestatigt wurde
(Abbildung 3.7). Zur Lokalisation von Kco3p in der pflanzlichen Zelle gibt es bisher zwar
noch keine Angaben, es ist aber anzunehmen, dass der Kanal auch dort in der
Plasmamembran lokalisiert ist.

Kco3p ist ein Kanal vom 2TM-1P-Typ, die haufig als K;-Typ-Kanale bezeichnet werden.
Ki-Kanale sind in der Regel einwarts gleichrichtende Kaliumkanale, die zuerst in
tierischen Zellen beschrieben wurden. Fur Ki2.3 wird eine Hemmung der Strome durch
eine Ansauerung des extrazellularen Mediums beschrieben (Zhu et al., 1999). Diese
Hemmung durch ein saures pH teilt Kco3p mit K2.3, was dadurch deutlich wird, dass
das Kco3p-abhangige Wachstum unter K'-Limitierung durch eine Ansduerung des
Mediums gehemmt wird (Abbildung 3.8).

Neben dem sauren extrazellularen pH besitzt auch Calcium einen hemmenden Effekt
auf Kco3p (Abbildung 3.10 und Tabelle 3.2). Da das Kanalprotein eine als EF-Hand
bezeichnete Struktur, die spezifisch Calciumionen binden kann, besitzt, war eine
Interaktion mit Ca®* zu vermuten. Die Interaktion mit Ca?* scheint die Aktivitat von
Kco3p zu hemmen, was im Haloassay zur Bildung eines Hemmhofes bei Calcium fuhrt
(Abbildung 3.10). Allerdings ist eher zu vermuten, dass die Hemmung von Kco3p nicht
durch Interaktion von Ca** mit der cytosolischen EF-Hand, sondern durch Bindung an
der extrazellularen Seite des Kanalproteins (Poreneingang) erfolgt. Die
wachstumshemmende Wirkung von Lanthan, ein dreifach geladenes Kation, im
Haloassay durfte ebenfalls auf eine Hemmung der Kaliumaufnahme durch
extrazellulare Bindung von Lanthan und Blockierung von Kco3p zurtckzuflhren sein.
Auch Lithium und Casium hemmen das Wachstum von PLY246-KCO3 unter
Bedingungen, bei denen die Zellen auf die Aktivitat von Kco3p angewiesen sind

91



4. Diskussion

(Abbildung 3.9). Diese Wachstumshemmung kann dadurch entstehen, dass die lonen
Kco3p passieren kdnnen und in der Zelle cytotoxisch wirken. Kco3p besitzt eine leicht
abgewandelte Signatursequenz fur Kaliumkanale: Das Tyrosin im Porenloop ist durch
ein Phenylalanin ersetzt (GYG — GFG), was im Shaker-Kanal zu einer etwas
geringeren Selektivitat fuhrt (Heginbotham et al., 1994). Es ist aber durchaus auch
denkbar, dass Lithium und Casium einen negativen Effekt auf die Kaliumaufnahme
durch den Kanal haben, z.B. indem Li* oder Cs™ mit K" um den Eintritt in die Kanalpore
konkurriert. Dies verdeutlicht, dass Wachstumsexperimente (Tropftests oder
Hemmbhofversuche) zwar grundsatzlich als erster ,Screen® geeignet sind, um eine
potentielle Interaktion von Substraten mit dem zu untersuchenden Kanalprotein zu
identifizieren, die Frage nach dem jeweiligen Mechanismus, der der Wachstums-
hemmung zugrunde liegt, kann jedoch endgultig nur durch elektrophysiologische

Analysen am Kanalprotein (hier Kco3p) beantwortet werden.

4.2 Funktionale Expression und Charakterisierung von TPK4 in Hefe

Tpk4p ist sowohl in Hefe als auch in der Pflanze im Plasmalemma lokalisiert (Becker et
al., 2004). Die Expression von TPK4 in der Deletionsmutante PLY246 fuhrt zu einer
deutlichen Verbesserung des Wachstums des Stammes in geringen
Kaliumkonzentrationen (Abbildung 3.3 und 3.5). Offensichtlich wird Tpk4p in Hefe
funktional im Plasmalemma exprimiert und kann den Zellen als alternatives
Kaliumaufnahmesystem dienen. Die Versorgung der Zellen mit Kalium Uber Tpk4p
funktioniert so gut, dass der TPK4 exprimierende Stamm auch in 1 mM KCI ein dem
Wildtyp vergleichbares Wachstum zeigt.

Bei der funktionalen Charakterisierung in Oocyten und auch in Hefe wurde Tpk4p im
elektrischen Experiment als instantan aktivierend, spannungsunabhangig und einwarts
gleichrichtend charakterisiert (Becker et al., 2004). Diese Eigenschaften konnten durch
die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Experimente bestatigt werden (Abbildung
3.11 und 3.12). Der Grund fur die Gleichrichtung des Kanals ist nicht die
Spannungsabhangigkeit der Offenwahrscheinlichkeit, sondern die geringe
Einzelkanalleitfahigkeit bei positiven Spannungen (Becker et al., 2004).

Tpk4p wurde in Oocyten als Kaliumkanal mit einer hohen Selektivitat fur Kalium tUber
Natrium (und andere Kationen) beschrieben, der durch extracellulares Cs™ blockiert wird
(Becker et al., 2004). Dies ist konsistent mit den Beobachtungen in Hefe. Wie fur einen
kaliumselektiven Kanal zu erwarten, scheint Tpk4p nicht Na'-permeabel zu sein,
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sodass relative hohe Natriumkonzentrationen das Tpk4p-abhangige Wachstum des
TPK4-exprimierenden Hefestammes nur geringflugig beeinflussen. Somit ist weder
davon auszugehen, dass Na* durch Tpk4p aufgenommen wird, noch dass Na* mit der
Kanalpore interagiert und so die Kaliumaufnahme behindern konnte. Anders stellt sich
die Situation mit extrazellularem Cs* dar. Zwar ist Tpk4p auch fur Cs* nicht permeabel
(Becker et al., 2004), sodass eine toxische Wirkung durch hohe intrazellulare Cs”
Konzentrationen auszuschlieRen ist, dennoch hemmt extrazellulares Cs* das Tpk4p-
abhangige Wachstum der Hefemutante sowohl im Tropftest als auch im
Hemmhofversuch. Es ist also davon auszugehen, dass Cs’, das ja sowohl in der
elektrischen Ladung als auch in seiner Grol3e dem Kaliumion sehr ahnlich ist, mit einer
extrazellularen Bindestelle interagiert und so die Kaliumaufnahme durch Tpk4p
behindert. Inwiefern eine Interaktion des positiv geladenen Cs*-Kations mit den
negativen Ladungen der Asparaginsauren (D) in unmittelbarer Nachbarschaft zum
Selektivitatsfilter dabei eine Rolle spielt, muss durch detailierte elektrophysiologische
Analysen eruiert werden.

Interessant ist in diesem Zusammenhang die Beobachtung, dass neben Cs™ auch alle
getesteten, mehrfach geladenen Kationen (Ca®*, Ba**, La*") potente Inhibitoren von
Tpkd4p sind, was aus den deutlichen Hemmhofen in Abbildung 3.15 geschlossen
werden kann. Eine dhnliche Hemmung durch divalente Kationen, insbesondere Ba*,
wurde far einen tierischen lonenkanal mit einer 4TM-2P Topologie, ORK1 aus
Drosophila, ebenfalls im heterologen Expressionsystem Hefe berichtet (Goldstein et al.,
1996). Inwiefern die besondere Geometrie der 2P-Kanale fur die Interaktion der
Kanalpore mit extrazellularen Kationen von Bedeutung ist, kann hier nicht beantwortet
werden. Allerdings kann festgehalten werden, dass sich die pharmakologischen
Eigenschaften des 2P-Kanals Tpk4p deutlich von den Eigenschaften des 1P-Kanals
Kco3p unterscheiden. So zeigt sich Tpk4p sehr empfindlich gegenuber extrazellularem
Ba?*, aber véllig insensitiv gegeniiber Li*, wahrend Kco3p Li*-empfindlich, aber Ba?*-
insensitiv ist. Starke Ba®*-Empfindlichkeit, die auch wie erwahnt fiir Ork1p berichtet
wurde (Goldstein et al., 1996), scheint also eher typisch fur 2P-Kaliumkanale zu sein.
Dies ist auch beim 2P-Kaliumkanal aus Hefe (Tok1p) der Fall (90% Hemmung durch 1
mM Ba?"; Bertl et al., 1998, Bertl personliche Mitteilung), wahrend 1P-Kaliumkanale wie
z.B. Kco3p (siehe oben) oder Kat1p und Akt1p aus Arabidopsis weit weniger sensitiv
gegeniiber Ba®" reagieren (nur 50% Hemmung von Kat1p durch 10 mM Ba?*, Bertl et
al., 1995).
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4.3 Ist Tpk1p eine Komponente des SV-Kanals?

Die Membran pflanzlicher Vakuolen besitzt eine ganze Reihe von lonenkanalen, von
denen der SV-Kanal sicherlich am besten untersucht und beschrieben ist. Ungeachtet
dieses sehr detaillierten Wissens herrscht Uuber die physiologische Funktion des SV-
Kanals immer noch Uneinigkeit. Die Entdeckung der neuen Familie der Zwei-
Porenloop-Kanale in Arabidopsis und die Tatsache, dass Tpk1p in der vakuolaren
Membran lokalisiert ist (Czempinski et al., 2002; Schonknecht et al., 2002), legten die
Vermutung nahe, dass das Genprodukt von TPK1 etwas mit der Aktivitat des SV-
Kanals in pflanzlichen Vakuolen zu tun haben konnte.

Neben der Lokalisation im Tonoplasten gab es noch andere Hinweise fur einen
Zusammenhang zwischen Tpk1p und SV-Kanal. So zeigt der SV-Kanal eine deutliche
Abhangigkeit der Aktivitat von der cytosolischen Calciumkonzentration. Da Tpk1p zwei
mogliche calciumbindende Doméanen, sogenannte EF-Hande, besitzt, konnte auch hier
von einer Modulierung der Aktivitat des Kanals durch Calciumionen ausgegangen
werden. Tatsachlich wurde dann auch ein kausaler Zusammenhang zwischen Tpk1p
und SV-Kanalaktivitat postuliert (Schonknecht et al., 2002).

Die experimentellen Befunde, die einen direkten Zusammenhang zwischen SV-Kanal
und dem TPK17-Genprodukt herstellen sollten, waren jedoch wenig deutlich, zumal die
Deletion des TPK1-Gens in Arabidopsis nicht zu einem Verlust der fur den SV-Kanal
typischen, langsam aktivierenden Auswartsstrome fuhrte (Abbildung 3.34). Vielmehr
wurde von einer Reduktion der Stromdichte als Folge der TPK7-Deletion berichtet,
wobei jedoch die fur SV-Kanale typische Aktivierungskinetik erhalten blieb. Dies fuhrte
dann auch zu der Aussage, dass das TPK171-Genprodukt lediglich eine Komponente des
SV-Kanals darstellt (Schonknecht et al., 2002).

Bei der Betrachtung der strukturellen Merkmale von Tpk1p fallen einige
Unstimmigkeiten im Vergleich mit den bekannten Eigenschaften der SV-Kanale auf:
Eine charakteristische Eigenschaft der SV-Kanale ist ihre Spannungsabhangigkeit mit
einer sehr ausgepragten Auswartsgleichrichtung. In Tpk1p gibt es jedoch, wie bei den
meisten 4TM-2P-Kanalen, keinen typischen Spannungssensor. Aufgrund des Fehlens
eines solchen Spannungssensors mit einer Anhaufung (positiv) geladener
Aminosauren, wie es zum Beispiel das S4 Segment in Shaker-Kanalen darstellt, ware
eine starke Abhangigkeit der Kanalaktivitadt von der Membranspannung bei Tpk1p eher

nicht zu erwarten.
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Ebenso ware die Architektur der Kanalpore von Tpk1p mit der fur Kalium-selektive
lonenkanale charakteristischen Aminosauresequenz GYGD in beiden Porenloops mit
der praktisch nicht vorhandenen Selektivitat des SV-Kanals kaum in Einklang zu
bringen. Eine heteromere Organisation des SV-Kanals aus Tpk1p und Tpk3p (ehemals
Kco6p), wie sie diskutiert wurde (Schonknecht et al., 2002), kdnnte zwar erklaren,
weshalb die Deletion von TPK1 nur eine Reduktion, nicht aber ein volliges
Verschwinden der SV-Kanalaktivitat bewirkt. Dennoch ware die Pore auch in dieser
heteromeren Organisation aus vier GYGD Motiven aufgebaut, was fur einen
unselektiven Kationenkanal schwer vorstellbar ware.

Die funktionale Charakterisierung von Tpk1p im Tonoplast von Saccharomyces
cerevisiae zeigte dann auch einige Gemeinsamkeiten, aber auch deutliche funktionale
Unterschiede zwischen Tpk1p und SV-Kanalen in Arabidopsis.

Beide Kanale, Tpk1p und SV-Kanal, sind im Tonoplast lokalisiert. Tpk1p konnte
fluoreszenzoptisch als GFP-Fusionsprotein sowohl in Arabidopsis (Czempinski et al.,
2002), als auch in Hefe im Tonoplasten nachgewiesen werden (Abbildung 3.6).
Elektrophysiologisch konnte die Aktivitat des TPK7-Genprodukts in Hefe, sowie die SV-
Kanalaktivitat in Arabidopsis jeweils in der vakuolaren Membran gezeigt werden. Auch
die Offenkanalleitfahigkeit von Tpk1p mit etwa 75 pS ist der des SV-Kanals (60 pS)
unter vergleichbaren experimentellen Bedingungen recht ahnlich. Allerdings sollte hier
bemerkt werden, dass die Offenkanalleitfahigkeit nicht unbedingt als hartes Kriterium fur
die ldentifizierung eines lonenkanals angesehen werden kann, liegen doch die Werte
fur die meisten pflanzlichen Kaliumkanale im Bereich von 50 — 120 pS und selbst flr
SV-Kanale wurden in unterschiedlichen Praparationen Leitfahigkeiten von 40 — 280 pS
berichtet (Ivashikina and Hedrich, 2005).

Neben der ahnlichen Leitfahigkeit und der Lokalisation in der vakuolaren Membran ist
den beiden Kanalen auch die starke Abhangigkeit von der cytosolischen
Calciumkonzentration gemein. Sowohl Tpk1p, als auch SV-Kanal werden durch
mikromolare Calciumkonzentrationen aktiviert (Abbildung 3.21 und 3.28; Hedrich und
Neher, 1987).

Dagegen unterscheiden sich die beiden Kanale deutlich in ihrer Abhangigkeit von der
Membranspannung. Wahrend der SV-Kanal in Vakuolen von Arabidopsis-
Blattmesophyllzellen eine sehr ausgepragte Auswartsgleichrichtung des makros-
kopischen Stroms aufweist, die aus einer hohen Offenwahrscheinlichkeit bei positiven

Membranspannungen und einer extrem geringen Offenwahrscheinlichkeit bei negativen
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Membranspannungen resultiert, zeigte sich die Aktivitat (Offenwahrscheinlichkeit) von
Tpk1p uber den gesamten untersuchten Bereich spannungsunabhangig, ganz wie in
Analogie zu anderen 4TM-2P Kanalen und dem Fehlen eines typischen
Spannungssensors zu erwarten gewesen ware. Der makroskopische Strom von Tpk1p
ist demnach auch im Bereich von +60 mV bis —60 mV linear und zeigt keine
Gleichrichtung.

Wie bereits das Vorhandensein der sogenannten Kaliumkanal-Signatursequenz
(GYGD, Doyle et al., 1998) vermuten lie3, zeigt Tpk1p eine sehr deutliche Selektivitat
fur Kaliumionen gegeniber Natriumionen. Durch Na* getragene Stréme konnten in den
Experimenten nicht beobachtet werden, da Na’-lonen den Kanal weder von der
vakuolaren Seite der Membran ins Cytosol noch in die Gegenrichtung passieren konnen
(Abbildung 3.22 und 3.23). Im Gegensatz dazu unterscheidet der SV-Kanal praktisch
nicht zwischen K" und Na®, die Selektivitat ist hier sehr gering ausgepragt (Abbildung
3.29 und 3.30). Fur SV-Kanale wird auch der Transport von zweiwertigen Kationen wie
Ca*" und auch von Anionen diskutiert (Pottosin et al., 2001).

Die Aminosauresequenz von Tpk1p weist neben den EF-Handen noch ein typisches
Motiv fur die Bindung von 14-3-3-Proteinen auf, was auf eine Regulierung von Tpk1p
durch 14-3-3-Proteine (GRFs) schlieen Iasst. Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass
die Aktivitat von Tpk1p im Tonoplast von Hefe durch Zugabe von Grf6p (14-3-3 A) auf
der cytosolischen Seite sehr stark erhoht wird (Abbildung 3.24). Im Gegensatz dazu
werden SV-Kanale durch 14-3-3-Proteine inhibiert. Zugabe von 14-3-3-Protein fuhrte zu
einer Reduzierung der Amplitude der SV-Kanal-Strome in Gerstevakuolen von bis zu
80% (Van den Wijngaard et al., 2001). Eine Regulation durch 14-3-3-Proteine wurde
auch am sogenannten Slowpoke-K*-Kanal in Drosophila beobachtet (Zhou et al., 1999).
Diese Regulation ist allerdings indirekt und benotigt die Beteilgung eines dritten
Proteins. Ob die Regulation von Tpk1p oder des SV-Kanals ein direkter oder ein
indirekter Prozess mit Beteiligung weiterer Proteine ist, kann aus den bisherigen

Experimenten nicht geschlossen werden.

4.4 Kodiert TPC1 fur den SV-Kanal?

In Arabidopsis wurde ein putativer Ca®*-Kanal beschrieben, dessen Sekundarstruktur
einer halben a-Untereinheit von spannungsabhangigen Ca**-Kanélen sehr dhnlich ist.
Die Topologie dieses als Tpc1p (Two-Pore-Channel; Genlocus At4g03560)

bezeichneten Proteins weist zwei konservierte homologe Domanen auf, die jeweils aus
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sechs Transmembranhelices (S1-S6) und einem Porenloop zwischen S5 und S6 in
jeder der beiden Domanen bestehen. Auffallend ist auch die Anhaufung positiv
geladener Aminosauren in der vierten Transmembranhelix einer jeden Domane (S4 und
S10), was sehr stark an einen typischen Spannungssensor in spannungsabhangigen
lonenkanalen erinnert:

S4: PFRIAPYVRVIIFILSIRELR

S10: YLLLARMLRLIRLLMNVQRYR
Erste experimentelle Befunde aus Komplementationsversuchen an Ca®*-Transport
defizienten Hefemutanten (cch1) deuteten auf eine Funktion von Tpcip als
spannungsabhangiger Ca®*-Kanal im Plasmalemma hin (Furuichi et al., 2001).
Uberraschenderweise wurde Tpc1p als GFP-Fusionsprotein jedoch im Tonoplasten von
Arabidopsis Blattmesophyllzellen lokalisiert und die Deletion von TPC1 fuhrte in A.
thaliana zu einem Verlust der typischen SV-Kanal-Aktivitat im Tonoplasten (Abbildung
3.31 und Peiter et al., 2005).
Hohe extrazellulare Calciumkonzentrationen bewirken eine Verringerung der
Offnungsweite der Stomata. In der tpc7-Deletionsmutante ist diese Reaktion auf hohe
Calciumkonzentrationen im Vergleich zum Wildtyp deutlich verringert (Abbildung 3.35
und Peiter et al., 2005). Dieses Ergebnis lasst den Schluss zu, dass Tpc1p eine Rolle
bei der Reaktion auf hohe Calciumkonzentrationen spielt. Die physiologische Funktion
von Tpc1p konnte z.B. in einem Beitrag zur Kationen-Homoostase der Zelle liegen,
denkbar ware aber auch eine Beteiligung an der Regulation des Turgors, evtl. auch als
Glied in einem Calcium-abhangigen Signalweg. Eine Funktion des SV-Kanals beim
SchlieBvorgang der Stomata durch Freisetzung groRerer Mengen von K* und Ca?* aus
der Vakuole ist bereits mehrfach diskutiert worden (z.B. Allen und Sanders, 1996).
Auch Abscisinsdure bewirkt eine deutliche Verringerung der Offnungsweite der
Stomata. Dieser Effekt ist bei der tpc7-Deletionsmutante ahnlich stark ausgepragt wie
beim Wildtyp, so dass Tpc1p entweder keine Rolle beim Abscisinsaure-vermittelten
Verschluss der Stomata spielt, oder der Verlust von Tpc1p durch die Aktivitat anderer
Kationentransporter kompensiert werden kann. Da die Beteiligung von Calciumionen an
Reaktionen pflanzlicher Zellen auf Abscisinsaure umstritten ist, ware auch die Rolle
eines Calcium-aktivierten und Calcium-permeablen lonenkanals beim Abscisinsaure-
vermittelten Stomataschluss ohnehin fragwurdig.
Neben der SchlielRzellbewegung hat Abscisinsaure unter anderem einen stark
hemmenden Einfluss auf die Samenkeimung. Peiter et al. (2005) beobachteten in
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Gegenwart von Abscisinsaure bei der tpc7-Deletionsmutante eine hohere Keimungsrate
als beim Wildtyp. Dieses Ergebnis konnte durch die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrten Experimente jedoch nicht bestatigt werden, da bei der Abscisinsaure-
abhangigen Keimung keine Unterschiede zwischen dem Wildtyp und der tpc1-
Deletionsmutante deutlich wurden.

Auch wenn die Charakterisierung von Tpcip in Arabidopsis noch weitgehend
unvollstdndig ist und weder seine Funktion als ,Ca®*-induced Ca?*'-release"
Mechanismus, noch die Selektivitat des TPC7-Genproduktes in Arabidopsis tatsachlich
gezeigt wurde (Peiter et al., 2005), lasst das Fehlen der Kaliumkanalsignatursequenz
(GYGD) in den Porenloops vermuten, dass die Selektivitat des Tpc1p-Kanals fir K*
nicht stark ausgepragt ist. Das Vorhandensein von typischen Calcium-Bindemotiven
(EF-Hande) in Tpci1p deutet ebenfalls auf eine Modulation des Kanals durch
cytosolisches Calcium hin.

Es spricht also vieles dafur, dass es sich bei TPC1 tatsachlich um das fur den SV-Kanal
codierende Gen handelt.

4.5 Aktivitat von Tpk1p in Arabidopsis

Der in Patch-Clamp-Experimenten an Hefe gemessene, durch Tpk1p bedingte Strom ist
instantan und spannungsunabhangig. Solche Strome kdnnen in Whole-Cell oder in
Whole-Vacuole-Experimenten falschlicherweise leicht als Leckstrom abgetan werden.
Die von Schonknecht et al. (2002) beschriebene Reduzierung der Gesamtstromdichte
in Arabidopsisvakuolen eines tpk71-Deletionsstammes unter Beibehaltung der
charakteristischen SV-Kinetik konnte durch das Fehlen eines solchen instantanen und
spannungsunabhangigen Stromes erklart werden.

Es stellt sich nun die Frage, ob die in der Arabidopsis tpc1-Knock-Out-Mutante
beobachteten Einzelkanalstrome auf die Aktivitat von Tpk1p zurickzufuhren sind. Dies
konnte durch weitere Untersuchungen des Kanals z.B. bezuglich der Selektivitat oder
der Calciumabhangigkeit geklart werden. Allerdings zeigten die in tpc1-2 beobachteten
Einzelkanale eine ganz ahnliche Leitfahigkeit wie Tpk1p in Hefe, ein vergleichbares
Schaltverhalten und eine spannungsunabhangige Aktivitat (Offenwahrscheinlichkeit).
Ahnliche K'-selektive Kanale sind bereits mehrfach an pflanzlichen Vakuolen
beobachtet (Gradmann und Bertl, 1989; Ward und Schroder, 1994, Potossin et al.,
2003) und als VK-Kanile bezeichnet worden. Sie sind Ca*-aktiviert und
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spannungsunabhangig und besitzen eine Offenkanalleitfahigkeit von ca. 40-70 pS in
symmetrisch 100 mM KCI.

Da VK-Kanale also mit Tpk1p in den charakteristischen Eigenschaften Ubereinstimmen,
ist es durchaus denkbar, dass das Genprodukt von TPK1 fur die Aktivitat der VK-Kanale
in pflanzlichen Vakuolen verantwortlich ist.

Im Gegensatz zur Deletion von TPC1 bewirkt die Deletion von TPK1 keine Anderung
der Reaktion der Schliel3zellen auf hohe Calciumkonzentrationen. Auch beim
Abscisinsaure-abhangigen Verschluss der Stomata oder bei der Hemmung der
Samenkeimung durch Abscisinsaure bewirkt der Verlust von Tpk1p keinen Unterschied
zum Wildtyp. Eine Rolle von Tpk1p bei der Reaktion der Stomata auf Abscisinsaure und
Calcium oder bei der Abscisinsaure-abhangigen Keimung erscheint demnach
unwahrscheinlich.

Durch die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente konnte eindeutig gezeigt werden,
dass das Genprodukt von TPK1 und der SV-Kanal nicht identisch sein kdnnen, sondern
dass es sich hierbei um zwei voneinander unabhangige lonenkanale im Tonoplast von
A. thaliana handelt. Es ist aber durchaus ein Zusammenspiel von SV-Kanal und Tpk1p
denkbar, z.B. unter Bedingungen wie Salzstress. Da SV-Kanale durch 14-3-3-Proteine
inhibiert werden (Van den Wijngaard et al., 2001), Tpk1p aber durch 14-3-3 A aktiviert
wird, ware hiermit ein Regulationsmechanismus gegeben, der die Leitfahigkeit der
vakuolaren Membran fiir Na* herabsetzt und fir K™ erhoht. Eine solche Verschiebung
der Selektivitdt des Tonoplasten wiirde die K'-Homdostase zwischen Vakuole und
Cytosol gewahrleisten, wahrend der Riickfluss von Na* lonen aus der Vakuole ins
Cytosol verhindert wird.
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In elektrophysiologischen Experimenten und durch Wachstumstests konnte gezeigt
werden, dass der Ki-Typ Kaliumkanal Kco3p aus Arabidopsis funktional im
Plasmalemma von Hefe exprimiert. Der Kco3p Kanal, der eine 2TM-1P-Topologie
aufweist, komplementiert die Kaliumaufnahme einer trk1trk2tok1-Deletionsmutante bis
etwa 10 mM K*. Hohe extrazellulare Calciumkonzentrationen, Lithium, Lanthan und ein
extrazellulares pH < 4 hemmen diesen Ki-Typ Kaliumkanal.

Tpk4p ist in Hefe wie auch in Arabidopsis in der Plasmamembran lokalisiert. Anhand
von elektrophysiologischen Experimenten und Wachstumsversuchen konnte gezeigt
werden, dass dieser 2P-Typ Kanal mit einer 4TM-2P-Topologie in Hefe einen
funktionalen Kaliumkanal bildet. In elektrophysiologischen Ganzzellableitungen zeigte
die Offenwahrscheinlichkeit von Tpk4p keine Abhangigkeit von der Membranspannung,
sodass nach plotzlichen Veranderungen der Membranspannung keine ausgepragte
Aktivierungs-/Inaktivierungskinetik zu beobachten war. Zwar zeigte sich eine leichte
Einwartsgleichrichtung des makroskopischen Stroms, diese resultiert jedoch aus einer
Asymmetrie des Offenkanalstroms. Tpkd4p komplementiert die Kaliumaufnahme einer
trk1trk2tok1-Deletionsmutante bis 1 mM Kalium. Der Kanal wird durch saures pH und
hohe extrazellulare Calciumkonzentrationen sowie durch Lanthan, Casium und Barium
gehemmt.

Durch elektrophysiologische Messungen konnte gezeigt werden, dass Tpk1p funktional
im Tonoplasten von Hefe exprimiert. Der Kanal, der wie Tpk4p zur Familie der Tandem-
Pore-Kaliumkanale (4TM-2P) gehort, benotigt zur Aktivierung relativ hohe
cytoplasmatische Calciumkonzentrationen (> 10 uM) und besitzt eine hohe Selektivitat
fur Kalium gegenuber Natrium. Tpk1p ist spannungsunabhangig, wird durch Grfép (14-
3-3 A) aktiviert und unterscheidet sich deutlich vom SV-Kanal pflanzlicher Vakuolen. Ein
Zusammenspiel von Tpk1p und SV-Kanal bei der Schliezellbewegung oder unter
Bedingungen wie Salzstress ist durchaus denkbar. Fur die SV-Kanalaktivitat im
Tonoplast von Pflanzen scheint das Genprodukt von TPC1 verantwortlich zu sein, da in
tpc1-Deletionsmutanten von A. thaliana die fur den SV-Kanal typischen Strome fehlen.
Dagegen bleiben die typischen SV-Kanalstrome in Vakuolen von Arabidopsis-

Blattmesophylizellen nach Deletion des TPK7-Gens erhalten.
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Codierende DNA-Sequenzen von TPK1, TPK4 und KCO3

TPK1
ATGTCGAGTGATGCAGCTCGTACGCCATTGTTACCCACTGAGAAGATAGATACCATGGCT
CAAGATTTCAACCTGAACTCAAGAACTTCTTCTTCAAGAAAACGAAGATTGCGTCGCTCT
AGAAGTGCTCCTCGTGGTGATTGTATGTACAATGATGATGTCAAAATCGACGAACCACCT
CCTCATCCGAGTAAAATCCCAATGTTCAGTGATCTAAACCCGAATCTCAGGCGAGTGATC
ATGTTCTTGGCTTTATATCTTACCATTGGTACGCTCTGTTTCTACCTCGTGAGAGACCAG
ATCTCCGGTCATAAAACCAGTGGTGTGGTAGATGCTCTCTATTTCTGTATAGTAACGATG
ACAACTGTTGGATACGGTGACCTTGTCCCTAATAGTTCCGCCTCAAGGCTACTTGCTTGT
GCCTTCGTCTTCTCGGGAATGGTCCTCGTTGGTCACCTCTTAAGTCGAGCGGCGGATTAT
CTAGTGGAGAAACAAGAGGCTTTGCTCGTTAGGGCTTTCCATTTGCGTCAAAGCTTTGGT
CCAACAGACATTCTCAAGGAGTTGCATACTAACAAGTTGAGATACAAATGCTATGCTACA
TGCCTTGTCCTTGTAGTCCTCTTCATTGTTGGCACGATTTTCCTTGTAATGGTTGAGAAA
ATGCCGGTTATCTCAGCTTTCTACTGCGTCTGCTCCACGGTTACAACATTGGGTTATGGA
GATAAGAGCTTTAACTCGGAAGCCGGACGCCTTTTTGCTGTGTTTTGGATCTTGACGAGC
AGCATATGTTTGGCTCAGTTTTTCCTTTATGTAGCTGAGCTAAATACAGAAAACAAACAG
AGGGCGTTGGTGAAATGGGTTTTAACGCGAAGAATCACAAACAATGATCTCGAAGCAGCT
GATCTCGATGAAGATGGAGTTGTTGGAGCTGCAGAGTTTATTGTGTATAAACTGAAAGAA
ATGGGTAAGATTGATGAGAAAGATATTTCTGGGATAATGGATGAGTTCGAGCAACTTGAT
TACGATGAATCAGGAACTCTCACGACTTCTGACATCGTTTTAGCTCAGACCACGTCTCAG
ATTCAAAGGTAA

TPK4
ATGGAAGAAGAGAACCTTCTCAATGAGAACCTTCTCCATCCCAACGAGTCCTCACCGGAA
GAAACTCAAGTCACCACCGTATCAAAATCGAAATGGACCATTCTTGTACTAGCCATGATC
CTCCTCTTGGTCTACTTAACCTTCGGGGTTTGCACATACTCATTCTTTCGAGACCAATTC
TCCGGAACCGAGACCAATCTTTTCGTCGACGCTTTCTATTTCTCCATCGTCACATTCTCT
ACAGTCGGTTACGGGGACATTGTCCCGTCAACTTCAACGACCAAGATCTTGACCATCGTC
TTGGTATCAACCGGCGTCGTATTTCTTGATTATCTACTCAACCGCGTCGTGAGTCACGTT
CTAAGTCTTCAAGAAAACGCGATTCTTGATCGAATCAACAAGACAAGAAACAGAGCGATT
AGAGATCACATTGCCGAAGATGGCAAGATAAGGTTAAAGTGGAAACTTTGTTTAGCGTTT
TGCGCCGTTGGTCTCTGCGTCGGAAGTGGAGCTTTGTTTCTTCACGTTTTCGAGAGATTG
GATTGGTTGGATTCGGTTTACTTGTCGGTTATCTCCGTTACGACGGTTGGTTACGGAGAT
AAAACGTTTAAGACGGTTGAAGGGAGAGGCTTCGCAGTGTTTTGGCTTCTTCTTTCAACT
ATTGCAATGGCTACTCTGTTTCTTTACTTGGCTGAGATGAGAATCGATCGTACTACTGTC
ATGAAATTGCCCCCGAGTGAATCAGAGTTTATTGTGTTCAAGCTTAGAGAAAGTGGGAGG
ATTAGTGAGGATGATATAAAGCAGATCGTAAGAGAGTTCGAGAATCTTGAAGAAGTGCCA
TCAAGCGGATCATGA

KCO3
ATGCCAATGACTCCATCGGAATTCAAAAACCGATTACTCTTCGGCTCATTACCTCGGTCA
TCCTCCGATCCCACAGACCTACAATTTACGGAGCCTAACGTACCACCGTCTCTGTTTTCT
TTACCAGAACACAACGACGACACAGCTACTGATATGGCTCCTGACCAGGAAACAGAGCAA
TCAGTTTCGAAATCCATTGCAAGACAAGCACTTGCTTTGCTTGTTGTGTATCTCTCTTTA
GGTGTGCTTATCTATTGGCTGACTCTAGATAGCGACAATGCGTATCAGACTCATCCTGTT
GCTGTTGCTTTGTACTTTTTTGTTGTAACATTTTGTGGCTTTTTAATTGTGCATTTTGTT
GTGAAAATCGGGTGGTTGGATTCGTTTTGTTTCTCGGTTATGATGGTTACTACAGTTGGG
TTTGGTGATCGGGCTTTTAATACATGGCTTGGTACGTTTCTTGCTGCGGTTTGGTTGCTT
GTTTCTACTTTAGCCGTTGCTCGAGCGTTTTTGTTTTTGGCTGACGCAAGAGCTGATAAG
AGAAATAGAGAGCGGGCCAAGAAAGTGCTTGGCGAGAGCATATCTATATCTCAGTTCTTT
GCTGCGGATATTGACAACGATGGTCGCTTGAGTTTAGCAGAGTTTGCAATATACAAACTA
AAGCAGATGGAGAAAATAACCCAAGAGGACTTTATACAAATCTGTAACCAGTTTGACAAG
CTTGACCGAACCCAAAGTGGAAGGATCACTCTTGTTGATTTAACCACCGCAACTTCTGTT
TAG
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7. Anhang

Aminosauresequenzen von Tpk1p, Tpkd4p und Kco3p

Tpk1p
MSSDAARTPLLPTEKIDTMAQDFNLNSRTSSSRKRRLRRSRSAPRGDCMYNDDVKIDEPP
PHPSKIPMFSDLNPNLRRVIMFLALYLTIGTLCFYLVRDQISGHKTSGVVDALYFCIVTM
TTVGYGDLVPNSSASRLLACAFVFSGMVLVGHLLSRAADYLVEKQEALLVRAFHLRQSFG
PTDILKELHTNKLRYKCYATCLVLVVLFIVGTIFLVMVEKMPVISAFYCVCSTVTTLGYG
DKSFNSEAGRLFAVFWILTSSICLAQFFLYVAELNTENKQRALVKWVLTRRITNNDLEAA
DLDEDGVVGAAEFIVYKLKEMGKIDEKDISGIMDEFEQLDYDESGTLTTSDIVLAQTTSQ
IQOR

Tpkdp
MEEENLLNENLLHPNESSPEETQVTTVSKSKWTILVLAMILLLVYLTFGVCTYSFFRDQF
SGTETNLFVDAFYFSIVTFSTVGYGDIVPSTSTTKILTIVLVSTGVVFLDYLLNRVVSHV
LSLQENAILDRINKTRNRAIRDHIAEDGKIRLKWKLCLAFCAVGLCVGSGALFLHVFERL
DWLDSVYLSVISVTTVGYGDKTFKTVEGRGFAVFWLLLSTIAMATLFLYLAEMRIDRTTV
MKLPPSESEFIVFKLRESGRISEDDIKQIVREFENLEEVPSSGS

Kco3p
MPMTPSEFKNRLLFGSLPRSSSDPTDLQFTEPNVPPSLFSLPEHNDDTATDMAPDQETEQ
SVSKSIARQALALLVVYLSLGVLIYWLTLDSDNAYQTHPVAVALYFFVVTFCGFLIVHFV
VKIGWLDSFCFSVMMVTTVGFGDRAFNTWLGTFLAAVWLLVSTLAVARAFLFLADARADK
RNRERAKKVLGESISISQFFAADIDNDGRLSLAEFAIYKLKQMEKITQEDFIQICNQFDK
LDRTQSGRITLVDLTTATSV

Blau: 14-3-3 Konsensus-Motiv, Rot: Porenloops, Griin: EF-Hand-Motive

Aminosauresequenz von Grf1p (14-3-3 x) und Grf6p (14-3-3 \)

Grfip /14-3-3
MATPGASSARDEFVYMAKLAEQAERYEEMVEFMEKVAKAVDKDELTVEERNLLSVAYKNVI
GARRASWRIISSIEQKEESRGNDDHVSLIRDYRSKIETELSDICDGILKLLDTILVPAAAS
GDSKVFYLKMKGDYHRYLAEFKSGQERKDAAEHTLTAYKAAQDIANSELAPTHPIRLGLAL
NFSVFYYEILNSPDRACNLAKQAFDEAIAELDTLGEESYKDSTLIMQLLRDNLTLWTSDMQ
DDVADDIKEAAPAAAKPADEQQS

Grf6p / 14-3-3 A

MAATLGRDQYVYMAKLAEQAERYEEMVQFMEQLVTGATPAEELTVEERNLLSVAYKNVIGSL
RAAWRIVSSIEQKEESRKNDEHVSLVKDYRSKVESELSSVCSGILKLLDSHLIPSAGASESK
VFYLKMKGDYHRYMAEFKSGDERKTAAEDTMLAYKAAQDIAAADMAPTHPIRLGLALNFSVF
YYEILNSSDKACNMAKQAFEEATIAELDTLGEESYKDSTLIMQLLRDNLTLWTSDMQEQMDEA
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7. Anhang

Ein- und Dreibuchstaben-Code fiir Aminosauren

Ala
Asx
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
lle

I o Mmoo o >

Lys
Leu
Met
Asn
Pro
GIn
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr
Glx

N <s< 4 »n 23O Tz X

Alanin
Asparagin oder Asparaginsaure
Cystein
Asparaginsaure
Glutaminsaure
Phenylalanin
Glycin

Histidin
Isoleucin

Lysin

Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin

Serin
Threonin

Valin
Tryptophan
Tyrosin

Glutamin oder Glutaminsaure
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7. Anhang

Karten der verwendeten Expressionsvektoren

PMB1ori

3480 C

. 4518 Cfr10 |

2960 Cla |

2834 Bgl Il
pFI61-KCO3
/ pFL61-TPK4 5356Aat Il
2481 Xcm | o
2425 ECOR V
2406 Nco | 235 Bbe |
2347 BstB | 235 Nar |
2255 Bsm | 306 Pvu Il
2237 Apa l
2177 Stu |

MCS
396 EcoR |
709 Pmi | 402 Sac |
1254 Not | 08 Ken |
o 408 Asp718
— ~ 412 Ava |
| KCO3/TPK4 412 xma |
412 Small
417 BamH |
423 Xba |

1738 Bgl Il
1553 Hind 1l

Xho | TPKA1 EcoR |
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7. Anhang

Lebenslauf

Personliche Daten
Name:
Geburtsdatum, -ort:

Anschrift:

Telefon/Fax:

Staatsangehdrigkeit:

Familienstand:
Ausbildung
1981 - 1984
1984 - 1993
Mai 1993

August 1993 -
Oktober 1994

WS 94/95 -
WS 01/02

November 2001
Berufstatigkeiten
Januar 2002-
September 2002

Juni 2003-
Dezember 2005
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verheiratet seit 29.07.1997 mit Bianka Eing, Lehrerin
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Studium der Biologie, Universitat Karlsruhe
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