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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Aquaporine sind hochselektive Transmembrankanéle, die in allen Lebensformen den Fluss
von Wasser und kleinen, polaren Molekilen wie Glycerol Gber Lipidmembranen ermdglichen.
Obwohl die Kanalpore fir den Substratfluss im Monomer lokalisiert ist, liegen Aquaporine
innerhalb biologischer Membranen als Homotetramere vor. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
proteinbezogene und lipidmembranassoziierte Einflisse auf die Oligomerisierung und
Funktion des bakteriellen Aquaglyceroporins GlpF sowohl in vitro als auch in vivo untersucht.
In vivo ist durch die kovalente Verknipfung der C- und N-Termini der Monomere die GlpF-
Aktivitdt erhdht. Die eingeschrankte Konformationsfreiheit der GlpF-Termini unterstitzt
wahrscheinlich Interaktionen, die wichtig fir die Stabilitdt bzw. Konformation der rigiden
Aquaporinpore sind. Untersuchungen an fusionierten GlpF-Heterotetrameren, bestehend aus
variierenden Anteilen an wildtypischen und mutierten Monomeren mit eingeschrankter
Aktivitat, zeigten, dass nicht jedes Monomer als unabhangiger Kanal im Tetramer fungiert.

In vitro im liposomalen Modellmembransystem wurde ersichtlich, dass weder flr die GlpF-
Oligomerisierung noch flr die -Aktivitat spezielle Lipide erforderlich sind. So lag GlpF in
Membranen aus reinen Phosphatidylcholin-Lipiden, die nicht in der natlrlichen
Membranumgebung von GlpF vorkommen, ab einer minimalen Acylkettenlange von 27 A
hauptséchlich als Tetramer vor und hohe Substratflussraten wurden verzeichnet. Anderungen
des lateralen Druckprofils der Membran beeinflussten weder die Tetramerisierung noch den
Substratfluss. Anionische Lipide stérten dagegen die GlpF-Funktion, ohne jedoch die GlpF-
Oligomerisierung zu beeinflussen. Diese Resultate lassen die Schlussfolgerung zu, dass auch
in vivo durch die selektive Anreicherung von anionischen Lipiden in der unmittelbaren
Proteinumgebung, die Aktivitédt von GlpF reguliert werden kann.

In vivo wurde der Einfluss von durch 2-Phenylethanol induzierten Anderungen der
physikochemischen Membraneigenschaften auf die GlpF charakteristische Oligomerisierung
und Funktion analysiert. Diese Untersuchungen zeigten, dass das Anasthetikum 2-
Phenylethanol nicht nur, wie bisher beschrieben, die Ordnung von Lipidmembranen reduziert,
sondern in Escherichia col-Membranen die Bildung von Lipiddomé&nen induziert, die sich im
Ordnungsgrad der Acylketten unterscheiden. Das Aquaglyceroporin GlpF scheint in den
phasenseparierten Lipidmembranen in den Domanen héherer Ordnung lokalisiert zu sein, in
denen die GlpF-Tetramere moglicherweise aufgrund unglnstiger Interaktionen mit den
umgebenden Lipiden oder der erhdhten lokalen Konzentration zu héheren Aggregaten mit
signifikant reduzierter Aktivitdt assemblieren. Die durch 2-Phenylethanol induzierte laterale
Reorganisation der Lipide in Systemen mit heterogener Lipidzusammensetzung weist dariber
hinaus auf einen neuen Aspekt im lipidvermittelten Wirkmechanismus des An&sthetikums 2-
Phenylethanol hin.



Zusammenfassung

Die Konsequenzen der mit nephrogenen Diabetes insipidus assoziierten Aquaporin 2-
Punktmutation V71M auf die Oligomerisierung und Funktion des Aquaporins wurden am
homologen, bakteriellen Aquaglyceroporin GlpF untersucht. Grundlage dieser Untersuchung
war die allgemein hochkonservierte Tertiar- sowie Quartarstruktur der Aquaporine und im
Speziellen die hohe Konservierung der Primarstruktur im Bereich der Mutation. Da die
Substitution des in die Translokationspore gerichteten Valins durch Methionin weder die
Oligomierisierung noch die Aktivitdt des homologen, bakteriellen Aquaglyceroporins
eingeschrankte, beruht der Krankheitsmechanismus der Aquaporin 2-Mutante V71M
vermutlich auf einem defekten Transportmechansimus im Menschen.

Die erhdhte Stabilitat der Aquaporinpore und die Interaktion zwischen den GlpF-Monomeren
sind, basierend auf den Erkenntnissen dieser Arbeit, Triebkrafte der Aquaporin-
Tetramerisierung. Ferner erfordern die Tetramerisierung und Aktivitat des Aquaglyceroporins
GlpF in der flussig-kristallinen Phase, sowie bei Abschirmung der Ladung negativer
Lipidkopfgruppen und einer bestimmten Membrandicke keine spezielle Lipidumgebung.
Unginstige Lipid-GlpF-Interaktionen kénnen jedoch in Lipidumgebungen mit hoher Ordnung
in der Acylkettenregion entstehen, die zu einer Aggregation der GlpF-Tetramere und
reduzierten Aktivitat fihren.



Einleitung

1. Einleitung

2.1 Biologische Membranen und integrale Membranproteine

Alle lebenden Zellen sind von selektiv permeablen Membranen umgeben, die das Zellinnere
von der Umgebung abgrenzen und in hdheren Organismen unterschiedliche Reaktionsrdume
innerhalb der Zelle definieren. Die elementare Struktur biologischer Membranen ist die
Lipiddoppelschicht, die flr geladene und gréBere, polare Moleklle eine impermeable Barriere
darstellt, wahrend lipophile Substanzen durch eine Membran diffundieren kénnen.

Ein wesentlicher Bestandteil biologischer Membranen sind Membranproteine, welche an einer
groBen Anzahl lebensnotwendiger Prozesse beteiligt sind. So kodieren etwa 20 bis 30% aller
kodierenden Gene in jedem Lebewesen fir Membranproteine (1, 2). Membranproteine
beeinflussen in Form von Transportern, Rezeptoren und Kanélen selektiv die Permeabilitat
der Zelle bzw. der Kompartimente. Unter anderem ermdéglichen sie den Transport von lonen
und Nahrstoffen, die Signallbertragung sowohl nach AuBBen als auch in das Zellinnere, die
Weiterleitung von elektrischen Signalen und die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten. Die
relativen Protein- und Lipidanteile einer Membran kénnen stark variieren und sind abhangig
von der Zellfunktion. So weist die innere Mitochondrienmembran beispielsweise einen
Proteinanteil von etwa 75% auf (3), die Myelinmembran dagegen besitzt nur einen
Proteinanteil von etwa 20% (4).

Aufgrund der zentralen Bedeutung von Membranproteinen im Zellmetabolismus ist es nicht
Uberraschend, dass Mutationen in Membranproteinen Ursache vieler Krankheiten sind. Diese
Mutationen haben oft keinen direkten Einfluss auf die Proteinaktivitat, sondern fUhren zur
Fehlfaltung der betroffenen Proteine (5, 6). Uberdies wird die physiologische Bedeutung der
Membranproteine dadurch verdeutlicht, dass mehr als 50% der aktuell zugelassenen
Medikamente an Membranproteinen wirken (7-9). Im Vergleich zu wasserléslichen Proteinen
sind die Kenntnisse Uber die Struktur und Funktionsweise von Membranproteinen jedoch
gering (10, 11). So betragt beispielsweise der Anteil an Membranproteinstrukturen in der
Proteindatenbank (PDB, engl.: Protein data bank) nur etwa 2% (12). Im Folgenden sollen der
generelle Aufbau biologischer Membranen, die Faltung von Membranproteinen und der
Einfluss der Lipidmembran auf die Stabilitdt und Funktion von integralen Membranproteinen

naher erlautert werden.

1.1.1 Aufbau biologischer Membranen

1.1.1.1 Lipidkomponenten biologischer Membranen

Die wesentlichen Lipidkomponenten einer biologischen Membran sind Glycerophospholipide,
Sphingolipide, Glykolipide und Sterole. Die Glycerophospholipide, die auch einfach als
Phospholipide bezeichnet werden, bestehen aus Glycerin-3-phosphat, das an den C1- und
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Einleitung

C2-Stellen mit einer Fettsdure verestert ist (Phosphatidsaure) (vgl. Abbildung 1). Die
Phospholipide Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylserin
(PS), Phosphatidylglycerol (PG) und Phosphatidylinositol (Pl) entstehen durch Veresterung
des Phosphatrests an der C3-Position mit einem weiteren Alkohol. Durch die Bindung eines
zweiten  Moleklls  Phosphatidsaure an die  PG-Glycerolkopfgruppe  entsteht
Diphosphatidylglycerin, das auch als Cardiolipin (CL) bezeichnet wird (Abbildung 1B).
Waéhrend die Phosphat- und verschiedenen Kopfgruppen den polaren Teil des Lipids
darstellen, bilden die Acylketten der Fettsduren den unpolaren Teil eines Lipids (vgl. Abbildung
1A). Die Grenzflache zwischen den hydrophoben Acylketten und den hydrophilen
Lipidkopfgruppen wird durch Glycerol gebildet. Wahrend PC und PE zwitterionische Lipide

sind, stellen PS, PG, Pl sowie CL anionische Lipide dar.

H Phosphatidsaure
hydrophobe Acylketten hydrophile Kopfgruppe \/ﬁ\ﬁ Phosphatidylcholin (PC)
/\/\MM/\)L /1\203 0 ~_NH Phosphatidylethanolamin (PE)
HsC o s 0—P—O¢: [olelo
: | : 1 1
Hac/\/\/\/\:/\/\/\/\n/o WL )\NH: Phosphatidylserin (PS)
j”vOH Phosphatidylglycerol (PG)
OH OH
OH : . .
Phosphatidylinositol (PI)
OH

Cardiolipin (CL)

Abbildung 1: Struktur der Glycerophospholipide.

(A) Die Acylketten bilden den unpolaren Teil eines Lipids (grin hinterlegt) und die Phosphat- und
verschiedenen Lipidkopfgruppen den polaren Teil des Lipids (blau hinterlegt). An der C1-Position der
Phospholipide ist haufig eine geséttigte Acylkette zu finden, wahrend die C2-Position mit einer
ungesattigten Fettsdure verestert ist. Durch Veresterung des Phosphatrests an der C3-Position mit der
Hydroxylgruppe der Aminoalkohole Cholin, Ethanolamin oder Serin entstehen die Phospholipide PC,
PE bzw. PS. Die Veresterung mit dem dreiwertigen Alkohol Glycerol bzw. dem zyklischen Polyalkohol
Inositol fihrt zu PG bzw. PI. (B) In Cardiolipin sind zwei Phosphatidyl-Reste durch ein Glycerolmolekl
verknUpft.

Die Sphingolipide leiten sich von dem langkettigen Aminoalkohol Sphingosin ab, der tber eine
Amidbindung eine weitere Fettsaure binden kann. Sphingomyeline sind die haufigsten
Sphingolipide und tragen entweder eine PC- oder PE-Kopfgruppe (vgl. Abbildung 1).
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Einleitung

Die Acylketten der in Lipiden enthaltenen Fettsurereste sind charakteristischerweise
zwischen 10 und 24 Kohlenstoffatome lang und kénnen gesattigt bzw. ungeséttigt vorliegen.
Acylketten in natlrlichen Lipiden enthalten eine gerade Anzahl an Kohlenstoffatomen und
Doppelbindungen liegen in der cis-Konformation vor. In der vollstédndig gestreckten Darstellung
der Acylkette in Abbildung 1 betrédgt der Torsionswinkel zwischen den geséttigten C-C-
Bindungen 180° (frans-Konformation). Die all-trans-Konformation entspricht dem niedrigsten
energetischen Zustand der Lipide. Neben der trans-Konformation kénnen die geséattigten C-C-
Bindungen auch die sogenannte gauche-Konformation mit einem Torsionswinkeln von 60°
einnehmen. Der trans-gauche-Ubergang der Lipide ist temperaturabhédngig. Phospholipide
enthalten haufig an der C1-Position des Glycerols eine gesattigte Acylkette wahrend an C2
eine ungesattigte Acylkette gebunden ist (13).

Neben den Glycerophospholipiden und Sphingolipiden kommen in biologischen Membranen
auch Glykolipide vor. In diesen ist statt des Phosphats eine Kohlenhydratgruppe glykosidisch
am Glycerol oder am Aminoalkohol Sphingosin gebunden.

Die vierte Gruppe der Lipidkomponenten einer eukaryotischen Membran sind die Sterole. So
ist beispielsweise Cholesterol ein Hauptbestandteil tierischer Membranen. Im Gegensatz zu
eukaryotischen Membranen sind in prokaryotischen Membranen im Allgemeinen keine Sterole

vorhanden.

1.1.1.2 Lipidpolymorphismus und Organisation biologischer Membranen

Aufgrund des hydrophoben Effekts bilden die amphiphilen Lipidmolekdle in Wasser spontan
héhermolekulare Aggregate aus. Diese Selbstaggregation fihrt abhéngig von der Struktur der
Lipide zu Doppelschichten, Mizellen oder invertierten Mizellen (vgl. Abbildung 2A/B). Die
Struktur der Lipide wird durch das Verhaltnis der Querschnittsflachen der Lipidkopfgruppe und
der Acylketten bestimmt (14, 15). Zylindrische Typ 0-Lipide mit &hnlichen Querschnittsflachen
der Lipidkopfgruppe und der Acylketten bilden Lipiddoppelschichten aus (15). Im Gegensatz
dazu ist die Lipidkopfgruppe von Typ I-Lipiden im Vergleich zum Rest des Moleklls grof3.
Diese Lipide weisen eine invertiert konische Struktur auf und liegen bevorzugt in Mizellen mit
einer positiven Krimmung vor (15). Die Struktur von Typ Il-Lipide ist aufgrund verhaltnismaBig
kleiner Lipidkopfgruppen konisch. Daher bilden Typ lI-Lipide invertierte Mizellen mit einer
negativen Krimmung aus (15). Die mit diesen Aggregatstrukturen assoziierten Lipidphasen
werden als lamellare Phase (L) und hexagonale Phase (H) | und Il bezeichnet (Abbildung 2C).
Darlber hinaus kénnen Lipide in der kubischen Phase (Q) vorliegen, auf die hier nicht weiter
eingegangen wird. Mittels der spontanen Krimmung (Jo) kann die Struktur-Aggregat-
Beziehung der verschiedenen Lipide quantitativ erfasst werden (14). Die spontane Krimmung
der Lipide stellt die Krimmung dar, die bei Selbstaggregation einer Lipidmonolage ohne

Einwirkung weiterer Krafte entsteht und kann experimentell mittels
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Roéntgenkleinwinkelstreuung (SAXS, engl.: small-angle X-ray scattering) bestimmt werden
(16). Fir zylindrische Typ O-Lipide betragt die spontane Krimmung etwa O und ist per
Definition positiv fir invertiert konische Typ I-Lipide und negativ fir konische Typ Il-Lipide. Im
Allgemeinen liegt PC als Typ 0-Lipid in lamellaren Lipiddoppelschichten vor, wahrend PE als
Typ Il-Lipid mit einer negativen spontanen Krimmung in der invers hexagonalen Phase
vorliegt. Typ ll-Lipide werden daher auch als nicht-doppelschichtenausbildende Lipide

bezeichnet.
Typ O Typ | Typ Il

zylindrisch invertiert konisch konisch

—71,5 nm y \\( %/( ’j
cececsce om (@ S 4 Y
1,5 nm A ff ?)\&H
Doppelschicht Mizelle invertierte Mizelle

Lammelar Hexagonal | Hexagonal Il

Abbildung 2: Lipidpolymorphismus und das korrespondierende Phasenverhalten.

(A) Basierend auf dem Verhéltnis der Querschnittsfliche der polaren Lipidkopfgruppen und der
unpolaren Acylketten werden zylindrische Typ O-Lipide von invertiert konischen Typ I-Lipiden und
konischen Typ lI-Lipiden unterschieden. (B) Die Selbstaggregation von Typ 0-Lipiden fihrt zur Bildung
von Lipiddoppelschichten. Typ I-Lipide aggregieren dagegen zu Mizellen mit einer positiven Krimmung
und Typ ll-Lipide zu invertierten Mizellen mit einer negativen Krimmung. Per Definition liegt eine
positive Krimmung vor, wenn die Lipidmonolage vom wassrigen Milieu aus gesehen konvex ist und
eine negative Krimmung, wenn die die Lipidmonolage von der wassrigen Phase aus gesehen konkav
ist. (C) Die Aggregatstruktur bestimmt das Phasenverhalten der Lipide. Wahrend Typ O-Lipide in der
lamellaren Phase (L) vorliegen, bilden Typ I-Lipide hexagonale (Hi) Phasen und Typ ll-Lipide invertiert
hexagonale (Hu) Phasen aus. In der hexagonalen Phase liegen Zylinder mit hydrophoben Kern vor,
wahrend die Zylinder in der invertiert hexagonalen Phasen eine hydrophobe Oberflache aufweisen. Die
Abbildung wurde nach Luckey erstellt (17).

Die Lipiddoppelschicht stellt das GrundgerUst biologischer Membranen dar. Den etwa 3 nm
dicken, hydrophoben Kern der Membran bilden die Acylketten, und die hydrophilen
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Lipidkopfgruppen bilden eine etwa 1,5 nm dicke, hydrophile Grenzschicht auf beiden Seiten
der Membran (vgl. Abbildung 2B) (18). Die Lipiddoppelschicht kann grundsatzlich in zwei
verschiedenen Phasenzustéanden, der lamellaren flissig-kristallinen Phase (L) und der
lamellaren Gel-Phase (Lg), vorliegen (vgl. Abbildung 3) (19).

D)

LB, L

(03

Abbildung 3: Strukturen unterschiedlicher lamellarer Lipid-Phasen.

In der gelférmigen Lg-Phase sind die Acylketten in der vollstdndig gestreckten all-trans-Konformation.
Der Apostroph in der Kennzeichnung der Phasen weist auf die Neigung (Winkel 8) der Lipidmolekiile
zur Membrannormalen (senkrechte, schwarze Linie) hin. Oberhalb der Phasenlibergangstemperatur
(Twm) liegt die fllssig-kristalline La-Phase vor. Durch die erhdhte Temperatur kann die Energiebarriere
zwischen der all-trans und der gauche-Konformation tberwunden werden, sodass ein erhéhter Anteil
der Methylgruppen in der gauche-Konformation vorliegt. Die Abbildung wurde nach Koynova et al.
erstellt (19).

In der lamellaren Gel-Phase liegen die Lipide hochgeordnet in der gestreckten all-trans-
Konformation vor, weshalb der hydrophobe Kern einer Membran in der Gel-Phase dicker ist.
Des Weiteren ist die Rate der lateralen Diffusion der Lipide in der Gel-Phase niedrig. Der
Neigungswinkel (8) der Lipide relativ zur Membrannormalen in der Gel-Phase unterscheidet
sich zwischen den verschiedenen Phospholipidspezies (vgl. Abbildung 3). Lipide mit kleinen
Kopfgruppen weisen einen Neigungswinkel von etwa 30° auf, um eine bessere Abschirmung
der hydrophoben Acylketten zu gewahrleisten. Abhangig von der Temperatur sind fir die Gel-
Phase noch weitere Sub-Phasen beschrieben. So liegen bei tiefen Temperaturen die Lipide in
der lamellar kristallinen Phase (Lc) vor. Diese Phase grenzt sich von der gelférmigen Lg-Phase
durch einen héheren Ordnungsgrad in der Acylkettenregion ab (20). AuBerdem wurde fir reine
Phospholipide vor dem Phasentbergang von der Lg- in die flissig-kristalline Ls-Phase eine
Gel-Phase mit gewellter Uberstruktur (Pg) beobachtet. Diese Phase ist durch eine leichte
Zunahme an gauche-Konformeren sowie der Neuordnung der Lipidkopfgruppen
charakterisiert, und die Membran weist eine periodisch-gewellte Uberstruktur auf (19).
Oberhalb der Phaseniibergangstemperatur (Twm), die von der Lipidzusammensetzung des
Systems abhéngt, liegen die Lipide in der lamellaren fliissig-kristallinen Phase vor. In dieser
Phase ist aufgrund eines hohen Anteils an gauche-Konformeren der hohe Ordnungsgrad
aufgehoben, das Lipidvolumen erhéht und die Raten der lateralen Diffusion der Lipide hoch.
Der Widerstand gegeniber der lateralen Bewegung von Molekilen in der Membran wird als
Fluiditat bezeichnet (21). Dieser entsteht vor allem durch die Acylketten der Lipide und ist in

hochgeordneten Phasen héher als in Phasen mit geringerer Ordnung.
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In vivo befinden sich Membranen fast ausschlie3lich in der flissig-kristallinen Phase, da nur
in dieser Phase die laterale Bewegung der Molekile innerhalb der Membran méglich ist. In
den Membranen eukaryotischer Organismen ist darlber hinaus die flissig-geordnete Phase
(Lo) relevant, die aufgrund von Interaktionen zwischen Sterolen und Phospholipiden bzw.
Sphingolipiden entsteht und die Rigiditat der Membran erhéht. Charakteristisch fiir die flissig-
geordnete Phase ist die dichte Packung der Lipide und die gestreckten Acylketten, wie bereits
fur die Gel-Phase beschrieben. Die laterale Beweglichkeit der Molekile entspricht jedoch den
Diffusionsraten in der flissig-kristallinen Phase.

Die  physikochemischen  Eigenschaften einer Membran werden durch die
Lipidzusammensetzung bestimmt. Diese unterscheidet sich von Organismus zu Organismus
und variiert auch zwischen den Kompartimenten héherer Organismen (22). Beispielsweise
besteht die innere Escherichia coli (E. coli)-Membran zu 75% aus dem zwitterionischen Lipid
PE und zu 15-20% bzw. 5-10% aus den anionischen Lipiden PG bzw. CL (23, 24). Membranen
eukaryotischer Organismen enthalten im Allgemeinen neben PE als weiteres zwitterionisches
Lipid PC und anstatt der anionischen Lipide PG und CL die negativ geladenen Lipide Pl und
PS sowie Sphingolipide (22). CL ist in eukaryotischen Organismen in der inneren
Mitochondrienmembran lokalisiert. AuBerdem ist in eukaryotischen Organismen die
Zusammensetzung der Lipidschichten unterschiedlich. So sind in der duBeren Lipidschicht
Sphingomyeline sowie PC angereichert und in der inneren Lipidschicht PE sowie
Glycerophospholipide mit negativer Ladung. Glykolipide sind ausschlieBlich auf der
AuBenseite der Zellmembran zu finden.

Fir die laterale Organisation von Lipidmembranen wurde 1972 von Singer und Nicholson das
fluid mosaic model vorgeschlagen (25). In diesem Modell wurden monomere
Membranproteine als ,Eisberge® aufgefasst, die in einem See aus Lipiden treiben mit einer
zufélligen Verteilung der Lipide und Proteine. Heute ist bekannt, dass Biomembranen in Form
von lateralen Domé&nen organisiert sind und viele Membranproteine oligomere Strukturen
ausbilden (26). Diese segregierten Lipiddomanen unterscheiden sich sowohl in der Lipid- als
auch in der Proteinkomposition vom Rest der Membran. Darliber hinaus weisen
unterschiedliche Doméanen in eukaryotischen Organismen verschiedene Sterol-Anteile auf. Da
die dickeren sterolreichen Doménen in rasterkraftmikroskopischen Aufnahmen als floBartige
Strukturen auf der Membranoberflache zu erkennen sind, werden diese als lipid rafts
bezeichnet.

Auch bakterielle Membranen sind in Form von Doménen organisiert, die sich in der
Lipidzusammensetzung und Ordnung unterscheiden (27). Insbesondere CL und PG reiche
Domanen wurden fir bakterielle Membranen beschrieben. Aber auch PE-reiche Domanen
wurden bereits in der inneren E. coli-Membran detektiert (28, 29). Die Organisation der
Lipidmembran in Form von Domanen ist wichtig fur die Funktion der Membranproteine und
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damit auch fir die Funktion der Zelle. So kann in den Domanen durch die jeweils
dominierenden Lipide die Aktivitdt der dort lokalisierten Transmembranproteine beeinflusst

werden.

1.1.2 Struktur von Membranproteinen

Membranproteine sind entweder als periphere Membranproteine mit der Membranoberflache
assoziiert oder durchspannen als integrale Membranproteine die Membran komplett (vgl.
Abbildung 4). Periphere Membranproteine kdnnen Uber elektrostatische Wechselwirkungen
und Wasserstoffbriickenbindungen mit der Membran assoziiert sein oder sind Uber Lipid- bzw.
Proteinanker mit der Membran verknUpft (Abbildung 4A). Die Transmembransegmente
integraler Membranproteine liegen entweder in Form von a-Helices oder als B-Faltblatter vor,
die sich zu a-Helix-Blindeln oder B-Fassstrukturen zusammenlagern kénnen (Abbildung
4B/C). Viele Membranproteine assemblieren dariiber hinaus zu hdheren oligomeren
Komplexen. Charakteristisch fir a-Helices und B-Faltblatter ist, dass diese die gesamte
Wasserstoffbriickenbindungskapazitat ihrer Peptidbindungen ausnutzen (30) und so die
Insertion des polaren Polypeptidriickgrats in die hydrophobe Membran ermdéglichen. So
werden in B-Faltblattstrukturen Wasserstoffbriickenbindungen zwischen parallel oder
antiparallel verlaufenden, benachbarten Polypetidketten ausgebildet. In Membranproteinen
lagern sich 8-22 dieser B-Faltblatter zu zylindrischen, fassartigen Strukturen zusammen.
Hydrophobe Aminosaurereste weisen dabei nach auBen und hydrophile Aminosaurereste in
das Poreninnere (31). B-Fassstrukturen sind in der &uBeren Membran Gram-negativer
Bakterien, der Mitochondrien und der Chloroplasten zu finden (31). Die Mehrheit der
Transmembranproteine liegt in Form von a-Helices vor (18). Im Gegensatz zu den -
Faltblattern wird das Wasserstoffbriickenbindungspotential des Polypeptidriickgrats in a-
Helices innerhalb der Polypeptidkette geséttigt. Die a-helikalen Transmembransegmente
bestehen durchschnittlich aus 20 Uberwiegend hydrophoben Aminosduren, welche den circa
3 nm dicken, hydrophoben Kern der Lipiddoppelschicht durchspannen (18, 32). Trotz der
hydrophoben Membranumgebung sind in den a-Helices auch polare oder geladene
Aminoséuren zu finden, die haufig von funktioneller Bedeutung sind (33). In polytopen
Transmembranproteinen  kénnen solche polaren Reste von der hydrophoben
Membranumgebung abgeschirmt werden (34). Positiv geladene Aminosauren sind neben
Tryptophan und Tyrosin auch verstarkt an den Enden der a-Helices, und damit an der
Grenzflache der unpolaren Acylketten und den polaren Kopfgruppen der Lipide lokalisiert (33).
Die positiv geladenen Aminosauren Arginin und Lysin sind Uberdies von topologischer
Bedeutung. Sie kommen verstérkt in den cytoplasmatischen Schleifenregionen der
Transmembransegmenten aller Membranproteine unabhangig vom Organismus vor und

bestimmen damit die Orientierung der Transmembransegmente (35). Die Abhangigkeit der
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Orientierung der a-Helices von positiv geladenen Aminosauren ist auch als positive inside rule
bekannt (36).

Abbildung 4: Periphere und integrale Membranproteine.

(A) Periphere Membranproteine sind Uber elektrostatische Wechselwirkungen, Wasserstoffbriicken-
bindungen oder Lipid- bzw. Proteinanker mit der Membran assoziiert. Gezeigt ist die Pleckstrin-
Homologie-Domé&ne der Phospholipase C-deltal, die Uber elektrostatische Wechselwirkungen mit
Inositol-(1,4,5)-trisphosphat mit der Membran assoziiert ist (PDB-ID: 1MAI). Integrale Membranproteine
durchspannen die Lipidmembran entweder in Form von (B) a-Helix-Biindeln oder (C) B-Fassstrukturen
vollstédndig. So liegen Aquaporine in Form von a-Helix-Biindeln in der Membran vor (PDB-ID: 1FX8) und
die C-terminale Transmembrandoméne des Autotransporters NalP aus Neisseria meningitidis bildet
eine B-Fassstruktur aus (PDB-ID: 1UYN). Die Lipidmembran ist durch die grauen Linien angedeutet.

1.1.2.1 Faltung von Membranproteinen

Von entscheidender Bedeutung fur die Funktion von Proteinen ist die korrekte
dreidimensionale Struktur. Flr die Faltung von Membranproteinen wurde bereits vor 25 Jahren
das Zwei-Stufen-Modell beschrieben, das von zwei unabhéngigen Stufen bei der
Proteinfaltung ausgeht (siehe Abbildung 5) (37). In der ersten Stufe integrieren die
Transmembransegmente einzeln in die Membran und bilden spontan a-helikale Strukturen
aus. In der zweiten Stufe interagieren einzelne Transmembranhelices spezifisch zu héher
geordneten Strukturen. 2003 wurde dieses Modell um eine dritte Stufe erweitert. Diese
umfasst die Ausbildung der Quartérstruktur der Proteine zu oligomeren Komplexen und auch
die Integration von Kofaktoren (38).

Die Faltung polytoper Transmembranproteine kann jedoch nicht ausreichend durch das Drei-
Stufen-Modell beschrieben werden, da die Struktur a-helikaler Membranproteine komplexer
ist als friher angenommen wurde. Polytope Transmembranproteine sind haufig keine Bindel
idealer a-Helices, sondern weisen vielfaltige Strukturelemente auf. So wurden in
Kristallstrukturen a-Helices identifiziert, die die Membranen nur halb durchspannen oder
annahrend waagrecht in der Membran liegen. Diese komplexen Strukturelemente sind im Drei-
Stufen-Modell nicht berticksichtigt. Auch die Insertion a-helikaler Segmente mit polaren bzw.
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geladenen Aminosauren in die Membran kann eine Wechselwirkung zwischen Helices
erfordern und ist daher nicht als unabhangig anzusehen. Darlber hinaus folgt die
Oligomerisierung einzelner Proteinuntereinheiten nicht zwingend als unabhangiger dritter
Schritt, denn die Faltung einzelner Untereinheiten und die Oligomerisierung kénnen zeitgleich
verlaufen (39).

Abbildung 5: Stufen-Modell zur Faltung von a-helikalen Transmembranproteinen.

In der ersten Stufe integrieren Transmembranhelices unabhangig voneinander in die Membran. Durch
spezifische Helix-Helix-Interaktionen wird in der zweiten Stufe die Tertidrstruktur des Proteins
ausgebildet. Die Faltung des Transmembranproteins wir durch die Ausbildung der Quartarstruktur in der
dritten Stufe abgeschlossen. Zu dieser Stufe zahlen die Bindung von Kofaktoren oder, wie hier
dargestellt, die Oligomerisierung monomerer Proteine. Die Abbildung wurde nach Engelman et al.
erstellt (38).

1.1.2.1.1 Helix-Helix-Assoziationen in Lipidmembranen

Entscheidend fur die Faltung von Membranproteinen sind Helix-Helix-Interaktionen. In
Membranen werden Helix-Helix-Interaktionen vor allem durch Van-der-Waals-Kréfte
stabilisiert, aber auch elektrostatische Wechselwirkungen sind von Bedeutung (18). Bei
optimal dichter Packung zweier Helices sind die Van-der-Waals-Kréafte zwischen Helices
starker als zwischen Helices und Lipidmolekilen. Es wird daher die Helix-Helix-Interaktion
beginstigt. Die dichte Packung der Helices kann nach dem knobes-into-holes-Modell
beschrieben werden, das von komplementdren Oberflachen der interagierenden Helices
ausgeht (40). So fullen Ausbuchtungen auf der einen Helix Vertiefungen auf einer zweiten
Helix aus (41). Helix-Helix-Interaktionen werden auch durch die Zunahme der Entropie des
Gesamtsystems begUinstigt, die auf den erhéhten Translations- und
Konformationsfreiheitsgraden der Lipidmolekule beruht (42).

Die knobes-into-holes-Packung wird unter anderem durch das GxxxG-Motiv vermittelt, das in
Transmembranhelices weit verbreitet ist (43). Dieses Motiv wurde erstmals in der a-helikalen
Transmembrandomane von Rezeptortyrosinkinasen identifiziert (44) und anhand des
Glykophorin A (GpA) Dimers detailliert untersucht (45). Das GxxxG-Motiv besteht aus zwei
Glycinresten, die durch drei beliebige Aminosauren voneinander getrennt sind. Da die
Windung einer Helix 3,6 Aminoséuren einschlieB3t, sind die beiden Glycinreste in unmittelbarer
Nahe auf der gleichen Helixseite lokalisiert. Auch GxxxG-&hnliche-Motive, in denen ein oder
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beide Glycinreste gegen kleine Aminosauren wie Serin oder Alanin ersetzt sind, erméglichen
analoge Wechselwirkungen (46). Allgemein gilt, dass kleine Aminosauren einen engen
Kontakt zwischen zwei interagierenden Helices erlauben. Glycin kommt hier wegen der
fehlenden Seitenkette eine besondere Bedeutung zu, da der Seitenkettenentropieverlust bei
interhelikaler Assoziation geringer ist als bei Aminosauren, die eine Seitenkette tragen.
Aufbauend auf das GxxxG-Motiv ist fir a-helikale Transmembranproteine das Glycin-Zipper-
Motiv GxxxGxxxG, bzw. Varianten dieses Motivs, in dem die duBBeren Glycinreste gegen die
Aminosdauren Alanin, Serin oder Threonin ausgetauscht sind (47). Dieses Motiv ist
insbesondere in homooligomeren Kanalproteinen Uberreprasentiert und vermittelt starke,
rechtsgangige Helix-Helix-Interaktionen.

Neben der bereits erwdhnten funktionalen Bedeutung von polaren Aminos&uren in
Transmembransegmenten kdnnen diese auch durch elektrostatische Wechselwirkungen die
Assoziation von Helices in Membranen vermitteln (48, 49). So kénnen durch die Aminosauren
Aspartat, Glutamat, Asparagin, Glutamin und Histidin, die gleichzeitig als Protonendonor und
-akzeptor fungieren, starke Helix-Helix-Interaktionen erreicht werden. Die weniger polaren
Aminosauren Serin, Threonin und Tyrosin kénnen zwar keine Interaktionen dieser Stérke
vermitteln, stellen jedoch die hdufigsten polaren Aminosduren in Transmembransegmenten
dar. Als Bestandteil von GxxxG-ahnlichen Motiven unterstiitzen Serin und Threonin nicht nur
die dichte Packung der Helices, sondern stabilisieren diese zusatzlich Uber
Wasserstoffbriickenbindungen.

Weitere Faktoren, die die Interaktion zweier Helices beeinflussen, sind Einflisse von
extramembranaren Schleifenregionen und die Bindung von Kofaktoren (50).

1.1.3 Einfluss der Lipidumgebung auf die Struktur, Stabilitat und Aktivitat von
integralen Membranproteinen
Interaktionen zwischen integralen Membranproteinen und Lipidmolekilen kdnnen von
wesentlicher Bedeutung fir die Struktur, Stabilitdt und Funktion der Proteine sein.
Wechselwirkungen zwischen Membranproteinen kénnen sowohl auf spezifischen Protein-
Lipid-Interaktionen als auch auf den physikochemischen Eigenschaften der Lipidmembran, wie
der Membranheterogenitat, der Ladung sowie der Dicke und der Ordnung der Acylketten,
basieren (21, 51-53). Lipide, die essentiell fir die Aktivitat von Proteinen sind, werden auch
als Kofaktoren bezeichnet. Diese Lipide sind charakteristischerweise zwischen
Transmembranhelices bzw. zwischen verschiedenen Proteinuntereinheiten gebunden (21).
Beispielsweise hangt die lonenleitfahigkeit des tetrameren Kaliumionenkanals KcsA von PG-
Molekilen ab, die an den Monomerkontaktflachen gebunden sind (54, 55). Auch CL dient als
Lipid-Kofaktor fir verschiedene Proteine der Atmungskette, wie der NADH-Dehydrogenase,
dem Cytochrom-bci-Komplex, der ATP-Synthase, der Cytochrom-c-Oxidase und der
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ATP/ADP-Translokase (56-58). Lipide, welche wichtig fur die Faltung von
Transmembranproteinen sind, werden als nicht-proteinogene Chaperone bezeichnet.
Beispielsweise ist PE als molekularer Chaperon flr die korrekte Faltung der E. coli Laktose
Permease LacY essentiell (59, 60). Neben diesen spezifischen Wechselwirkungen kénnen
Lipide die Struktur, Stabilitat und Funktion von integralen Membranproteine auch unspezifisch
beeinflussen. Lipide, die an  unspezifischen = Wechselwirkungen  zwischen
Transmembranproteinen und der Lipidmembran beteiligt sind, sind im Allgemeinen weniger
stark an das Protein assoziiert. So sind die Austauschraten zwischen den annularen Lipiden,
die das Membranprotein unmittelbar umgeben, und den freien Lipiden der Membran, die nicht
in Kontakt mit Membranproteinen stehen, hoch (61, 62).

Ein Aspekt, der die Struktur und Funktion von integralen Membranproteinen unspezifisch
beeinflusst, beruht auf Unterschieden in der Dicke des hydrophoben Membrankerns und der
hydrophoben Proteinoberflache. Dieses Phdnomen wird als hydrophobe Diskrepanz (engl.:
hydrophobic mismatch) bezeichnet und ist aufgrund der Exposition hydrophober Acylketten
oder hydrophober Aminosduren mit der wassrigen Umgebung an einen hohen energetischen
Aufwand gekoppelt. Die hydrophobe Diskrepanz zwischen der Membran und einem Protein
fihrt daher zu strukturellen Anpassungen der Membran oder des Proteins, um den
Unterschied der hydrophoben Oberflachen zu minimieren (51, 63, 64). Die meisten Theorien
gehen von strukturellen Anpassungen der Membran an eine rigide Proteinoberflache aus (21,
63, 65). Es sind jedoch auch Anpassungen der Proteinstruktur durch Anderung des
Neigungswinkels der Transmembranhelices mdoglich (66, 67). Wie flr verschiedene
Transmembranproteine gezeigt wurde, kdnnen die beschriebenen Anpassungen die Struktur
und damit die Aktivitdt von Membranproteinen signifikant beeinflussen (51). Allgemein zeigten
die Studien, dass der Effekt der hydrophoben Diskrepanz auf die Aktivitat der verschiedenen
Membranproteine unterschiedlich ist und daher einer individuellen Untersuchung bedarf (21,
68, 69).

In vielen biologischen Membranen sind groBe Anteile an Typ lI-Lipiden enthalten, die in
wassrigen Ldsungen keine Lipiddoppelschichten ausbilden, sondern in der invertierten
hexagonalen (Hi) Phase mit negativer Krimmung vorliegen (14, 15). Die Inkorporation eines
Typ lI-Lipids in eine Lipiddoppelschicht erhéht aufgrund der AbstoBung der Acylketten die
Tendenz zur Krimmung in den Monolagen. In der Doppelschicht wird die Krimmung jedoch
durch den hydrophoben Effekt unterbunden, und es entsteht eine Krimmungs-Frustration in
den Monolagen (15). Ein Modell, um die Auswirkung der Insertion von Typ ll-Lipiden in die
Doppelschicht auf integrale Membranproteine zu beschreiben, ist die Theorie des lateralen
Drucks (70, 71). Der laterale Druck (1) einer Lipidmembran variiert mit der Membrantiefe (z)
und ist Uber die gesamte Membran ausgeglichen (vgl. Abbildung 6). An der Grenzflache der
Acylketten und der Lipidkopfgruppen herrscht aufgrund der Grenzflachenspannung ein hoher
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negativer Druck. Hier dominieren anziehende Kréfte, um die energetisch unglnstigen
Exposition der Acylketten mit Wassermolekilen zu vermeiden (vgl. Abbildung 6). Diesem
negativen Druck steht aufgrund abstoBender Kréfte ein positiver Druck in der Acylketten- und
Lipidkopfgruppenregion gegentber. Die AbstoBungen in der Acylkettenregion beruhen auf der
thermischen Bewegung der Acylketten und in der Lipidkopfgruppenregion auf sterischen und
elektrostatischen Effekten (15). Die Insertion der Typ lI-Lipide in die Doppelschicht erhéht den
lateralen Druck in der Acylkettenregion bzw. reduziert diesen in der Lipidkopfgruppenregion
(vgl. Abbildung 6B).

A Anziehung AbstolRung
V4
T
B
Z
E—
T

Abbildung 6: Laterales Druckprofil einer Lipiddoppelschicht.

(A) Schematische Darstellung des lateralen Druck Profils in einer Lipiddoppelschicht. Der laterale Druck
(1) ist in Abhé&ngigkeit der Tiefe der Membran (z) dargestellt. Aufgrund des hydrophoben Effekts
herrschen an der Grenzflache der hydrophoben Acylketten und der hydrophilen Lipidkopfgruppen
anziehende Krafte, um Kontakte der Acylketten mit der wassrigen Umgebung zu minimieren. In der
Acylkettenregion kommt es aufgrund der thermischen Bewegung der Acylketten zu AbstoBungen. Auch
in der Lipidkopfgruppenregion dominieren aufgrund sterischer und elektrostatischer Effekte abstoBende
Krafte. Der negative Druck an der Grenzflache polar/unpolar wird somit durch einen positiven Druck in
der Acylketten- und Lipidkopfgruppenregion kompensiert. (B) Die Insertion eines Typ ll-Lipids in die
Lipiddoppelschicht fihrt zur Erhdhung des lateralen Drucks in der Acylkettenregion (rote Pfeile). Die
abstoBenden Kréafte zwischen den Lipidkopfgruppen nehmen dagegen aufgrund der kleineren
Lipidkopfgruppe ab. Das laterale Druck Profil ist nach Cantor dargestellt (70).

In biologischen Membranen ist das Gleichgewicht zwischen Typ 0- und Typ lI-Lipiden streng
reguliert (72). Da auBerdem Typ ll-Lipide essentiell fir eine Zelle sind (73), ist von einer
funktionalen Bedeutung dieser Lipide auszugehen (14, 74). Wie bereits fir die hydrophobe
Diskrepanz beschrieben, ist auch die Abhangigkeit der Funktion verschiedener integraler
Membranproteine von Anderungen des lateralen Drucks individuell. So ist die Aktivitat der
Ca?*-ATPase des sarkoplasmatischen Retikulums (75) und der E. coli Diaycylglycerol-Kinase
(76) in Gegenwart von PE reduziert, die Aktivitdt von Rhodopsin ist dagegen gesteigert (77).
14
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Die Oligomerisierung von Membranproteinen kann ebenfalls durch Anderungen des lateralen
Druckprofils moduliert werden. Beispielsweise wird die Stabilitdt des KcsA Tetramers durch
das Typ lI-Lipid PE erhdht (74). Vermutlich kénnen Anderungen im lateralen Druckprofil die
Aktivitat von Membranproteinen nur dann beeinflussen, wenn die Aktivitat der Proteine von
Konformationsédnderungen abhangig ist, die die Flache des Proteins in der Membran
modulieren (70, 78).

Weiterhin wurde gezeigt, dass die Acylketten-Zusammensetzung die Aktivitdt von
Membranproteinen beeinflussen kann. Beispielsweise wurde fir die E. coliLaktose Permease
LacY ein Zusammenhang zwischen der Zusammensetzung der Lipidkopfgruppen und der
Acylketten beschrieben (79). So war der energieabhdngige Transport von Laktose entgegen
des Konzentrationsgradienten nur in Membransystemen mit ungesattigten Acylketten mdoglich
(79).

1.1.3.1 Lipidvermittelter Wirkmechanismus von Anasthetika

Wie in Abschnitt 1.1.3 aufgezeigt wurde, kbnnen die physikochemischen Eigenschaften einer
Lipidmembran die Struktur und damit die Funktion von integralen Membranproteinen
modulieren. Wahrend z.B. dem Lokalan&sthetikum Lidocain primar ein proteinspezifischer
Wirkmechanismus durch Blockierung der Natriumionenkanale der Nervenzelle zu Grunde liegt
(80), wird fir andere Anasthetika ein lipidvermittelter Mechanismus angenommen. So scheint
aufgrund der vielfaltigen Strukturen der Molekile mit anasthetischer Wirkung ein einheitlicher
proteinspezifischer Wirkmechanismus unwahrscheinlich. Die Annahme des lipidbasierten
Wirkmechanismus ist, dass Anasthetika die Lipidorganisation in der Membranen stéren und
dabei die Struktur und Funktion integraler Membranproteine modulieren. So wurde
beispielsweise beschrieben, dass Anasthetika die Lipidordnung in der Membran reduzieren,
und auch Anderungen des lateralen Druckprofils der Membran werden als Wirkmechanismus
diskutiert (71). Aber auch fur die Lokalanasthetika Lidocain, Bupivacain, Prilocain und Procain,
die spezifisch Natriumionenkanale blockieren, wurde bereits gezeigt, dass diese die Ordnung
der Lipidmembran reduzieren (81). Der Wirkmechanismus der Molekile mit andsthetischer
Wirkung wird bis heute kontrovers diskutiert (82).

2.2 Aquaporine und Aquaglyceroporine

Die Existenz von wasserselektiven Kanélen in Zellmembranen wurde schon lange vor der
Entdeckung des ersten Aquaporins (AQP) postuliert (83, 84). So konnte die hohe
Wasserpermeabilitat und die Selektivitdt des Wasserflusses Uber die Erythrozytenmembran
nicht durch einfache Diffusion erklart werden. 1992 gelang es schlieBlich Peter Agre, das
damals noch als Channel forming Integral membrane Protein of 28 kDa (CHIP28) bezeichnete
Protein, als den langgesuchten Wasserkanal zu identifizieren (85). CHIP28 exprimierende
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Oozyten des Krallenfroschs Xenopus laevis platzten in einer hypotonischen Lésung deutlich
schneller als die nicht transfizierten Kontrollzellen.

Aquaporine sind hochselektive, polytope Transmembrankanalproteine mit einem
Molekulargewicht von 26-34 kDa und erleichtern die bidirektionale Permeation von Wasser
Uber die Lipidmembranen aller Lebensformen. Wahrend in E. coli nur die Aquaporine AqpZ
und GlpF vorkommen, sind im Menschen bisher 13 Aquaporine bekannt und in einigen
Pflanzen konnten sogar tUber 30 verschiedene Aquaporine identifiziert werden.

Basierend auf der Aminosauresequenz im Bereich der hochkonservierten NPA-Motive,
bestehend aus den drei Aminosauren Asparagin, Prolin und Alanin (vgl. 1.2.2), werden die
Aquaporine in drei Unterfamilien eingeteilt (86, 87). So werden die klassischen Aquaporine,
die ausschlieBlich fir Wasser permeabel sind, von den Aquaglyceroporinen, die zusatzlich den
Fluss kleiner, ungeladener Molekilen wie Glycerol erméglichen, und von den unorthodoxen
Aquaporinen unterschieden.

Uber den Wasser- und Glycerolfluss hinaus sind verschiedene Aquaporine auch permeabel
far weitere Substanzen, wie Harnstoff, Nitrat, Ammoniak, Wasserstoffperoxid, Arsen-, Silizium-
sowie Antimonsalze, und sogar fur lonen (88-90). Die Permeabilitat einiger Aquaporine far
diese Substanzen ist wahrscheinlich nicht von physiologischer Relevanz. Diese basiert
vermutlich alleine auf dem Vorkommen dieser im umgebenden Medium, da die Entwicklung
stringenter Inhibitionsmechanismen gegen den Protonen- und lonentransport physiologisch
wichtiger war als die Selektion gegen kleine, neutrale Molekile (88). Dagegen ist
beispielsweise die Permeabilitait des humanen AQP6 fir Anionen von physiologischer
Relevanz (89). Die unterschiedlichen Substratpermeablilititen der Aquaporine sind nicht auf
schwerwiegende strukturelle Anderungen zuriickzufiihren, sondern kdnnen bereits durch den
Austausch einer einzelnen Aminosaure verursacht werden (91).

Fir verschiedene Aquaporine wird dartber hinaus angenommen, dass diese die Permeation
von gasférmigen Molekilen wie CO. und NO (ber Lipidmembranen ermdglichen (92, 93). Die
Permeation von gasférmigen Molekilen durch Aquaporine ist jedoch noch unzureichend
charakterisiert und wird gegenwartig kontrovers diskutiert (94).

In Eukaryoten wird die Aktivitdt der Aquaporine unter anderem durch Phosphorylierung
konservierter Threonin- bzw. Serinreste, durch Anderungen des pH-Wertes und Anderungen
der Konzentration an divalenten Kationen und Anderungen in der Osmolalitét reguliert (95).

1.1.4 Humane Aquaporine

Im Menschen konnten bisher 13 Aquaporine identifiziert werden, die sich hinsichtlich der
individuellen Substratselektivitdt, der Permeationsraten sowie der gewebespezifischen
Expression unterscheiden (96). Dazu zéhlen die klassischen Aquaporine AQPO, 1, 2, 4, 5, 6,
und 8 sowie die Aquaglyceroporine 3, 7, 9 und 10 und die unorthodoxen Aquaporine AQP11
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und 12. Wahrend die meisten Aquaporine in der Plasmamembran zu finden sind, konnten
Aquaporine auch in intrazellularen Organellen, wie dem Endoplasmatischen Retikulum (ER)
und den Mitochondrien, nachgewiesen werden. Auch die Funktionen der Aquaporine sind
vielfaltig. Zu einer der wesentlichen Aufgaben der Aquaporine zahlt die Regulation des
Flissigkeitshaushaltes, die essentiell fir das Uberleben eines Organismus ist. So sind
humane Aquaporine in Zellen verschiedener Organe und Gewebe zu finden, die in
FlUssigkeitstransportprozesse involviert sind. Aquaporine regulieren unter anderem die
Wasser-Homdostase in der Niere, in den roten Blutkdrperchen, in der Augenlinse, den
Speicheldriisen und im Gehirn. Neben Vorgangen, die unmittelbar mit dem Wassersfluss
verbunden sind, konnte auch eine Beteiligung an Prozessen gezeigt werden, welche nicht in
direktem Zusammenhang mit dem Wasserfluss stehen. Dazu zahlen Zelladhasion, -migration,
-proliferation sowie -differenzierung (97). Studien an Aquaporin knockout Mausen zeigten auch
eine Beteiligung verschiedener Aquaporine an der Tumorgenese (97). Wahrend die Funktion
einiger humaner klassischer Aquaporine bereits gut untersucht wurde, ist die physiologische
Bedeutung der Aquaglyceroporine und vor allem der unorthodoxen Aquaporine bisher weniger
detailliert beschrieben. Im Folgenden sollen beispielhaft unterschiedliche Funktion
verschiedener klassischer Aquaporine des Menschen n&her erldutert werden. Die
physiologische Relevanz und Funktionen der Aquaporine gehen jedoch weit Uber diese
beispielhaften Erlauterungen hinaus.

In den Linsenfaserzellen stellt AQPO den Hauptproteinanteil der Plasmamembran dar.
Interessanterweise dient hier AQPO nicht primér als Wasserkanal sondern vermittelt enge Zell-
Zellkontakte zwischen benachbarten Zellen (98, 99). Die AQP0-AQPO-Wechselwirkungen
werden durch Prolinreste in den extrazellularen Schleifen vermittelt, die zwischen AQPO-
Proteinen verschiedener Spezies konserviert sind, nicht jedoch zwischen unterschiedlichen
Aquaporinen. Mutationen, die die Proteinstruktur beeinflussen, kénnen diese entscheidenden
Zell-Zellkontakte in der Linsenfaserzelle nicht mehr gewahrleisten und die Transparenz der
Linse wird beeintrachtigt. Linsentribungen (Katarakte) sind die Folge (100).

In der Niere wird durch das Zusammenspiel verschiedener Aquaporine die effiziente
Urinkonzentrierung gewabhrleistet (101). AQP1 wird konstitutiv in der Plasmamembran der
proximalen Tubuluszellen exprimiert, in denen taglich etwa 180-200 L Wasser resorbiert
werden. AQP2, AQP3 und AQP4 werden in den Epithelzellen des Sammelrohrs exprimiert, wo
diese fur die Konzentrierung des Primarharns von etwa 12-15 L auf circa 1 L verantwortlich
sind. AQP2, das ausschlieBlich in den Zellen des Sammelrohrs der Niere vorzufinden ist, wird
hierfir durch das antidiuretische Hormon Arginin-Vasopressin (AVP) aus intrazellularen
Vesikeln zur apikalen Plasmamembran transportiert. AQP3 und 4 hingegen werden konstitutiv
in der basolateralen Membran exprimiert. Demzufolge wird durch AQP2 das Wasser aus dem
Priméarharn resorbiert und durch AQP3 und 4 wieder dem Blutkreislauf zugefiihrt. Wahrend
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Mutationen in AQP1 nur in extremen Ausnahmefallen phanotypisch relevant sind, flhren
Mutationen in AQP2 zu nephrogenem Diabetes insipidus (NDI) (102-104). In der Niere sind
dartber hinaus die Aquaporine AQPS6, 8, 9 und 10 zu finden. Deren genaue Lokalisation und
physiologische Bedeutung sind jedoch noch unbekannt (101).

Im zentralen Nervensystem ist AQP4 das am haufigsten vorkommende Aquaporin. Hier wird
es vor allem in den Astrozyten-EndfiiBen nahe der Blut-Hirnschranke exprimiert und ist
maBgeblich an der Flissigkeitsregulation im Gehirn und der Elektrolyt-Homdostase beteiligt
(105, 106). Aufgrund der Nahe zur Blut-Hirnschranke ist AQP4 auch am Fllssigkeitsaustausch
zwischen Blut und Gehirn verantwortlich. AQP4 ist auch an der Entstehung und dem Abklingen
von Hirnédemen beteiligt. Ferner wurden gegen AQP4-gerichtete Antikdrper als Ursache flr
Neuromyelitis optica identifiziert (107), einer Autoimmunstérung die zu Entzindungen im
zentralen Nervensystem fihrt.

In Speichel- und Tréanendriisen und auch im Gewebe des Atemtrakts sind Aquaporine in die
Bildung von Speichel, Tranenflissigkeit und pulmonalen Flissigkeiten involviert (108). So ist
AQP5 an der Entstehung des Sjogren-Syndroms beteiligt, einer Autoimmunerkrankung der
Speichel- und Tranendrisen (109). Eine Stérung des AQP5-Transports in die Membranen der
sektretorischen Zellen scheint bei diesem Krankheitsbild zur verringerten Flissigkeitssekretion
dieser Zellen beizutragen.

Die Funktion und physiologische Bedeutung der humanen Aquaglyceroporine sind dagegen
weniger gut charakterisiert. Fir AQP3, das in den Keratinozyten der Epidermis lokalisiert ist
und dort den Glycerolfluss vermittelt (110), wurde beispielsweise eine Beteiligung in der
Tumorgenese von epidermalem Gewebe gezeigt (111). AQP7 ermdglicht wéahrend
Fastenperioden die Abgabe von Glycerol, einem Produkt der Lipoylse, in den Blutkreislauf
(112). In der basolateralen Membran der Leber gewahrleistet AQP9 die Aufnahme von
Glycerol fur die Gluconeogenese aus der Pfortader (113).

1.1.5 Aufbau und Struktur der Aquaporine

Etwa zehn Jahre nach der Charakterisierung des ersten Aquaporins (114) konnten bereits die
ersten hochauflésenden Strukturen des klassischen Aquaporins AQP1 (115) und des
Aquaglyceroporins GIpF (116) aufgeklart werden. Bis heute existieren etwa 40 Strukturen von
insgesamt 14 Aquaporinen aus unterschiedlichen Organismen (MPSTRUC Datenbank
(http://blanco.biomol.uci.edu/mpstruc/exp/list, Stephen White Lab at UC Irvine). Aquaporine
aller Unterfamilien liegen in biologischen Membranen als Homotetramere vor (116-118), der
Substratfluss erfolgt jedoch ausschlieBlich durch eine sanduhrenférmige, amphiphatische
Pore des Monomers (119). Diese amphiphatische Pore wird durch sechs
Transmembranhelices (TMH1, TMH2, TMH4, TMH5, TMH6, TMH8) und zwei Helices, welche
die Membran nur halb durchspannen (Halbhelices MH3 und MH7), definiert (Abbildung 7A).
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Die Transmembranhelices sind durch 5 extramembranare Schleifenregionen (A-E) verbunden
und bilden ein rechtsgangiges a-Helixbiindel aus (120, 121). Sowohl der Amino (N)- als auch
der Carboxy (C)-Terminus der Aquaporine sind intrazellular lokalisiert. Jeweils drei
Transmembranhelices und eine Halbhelix bilden eine von zwei strukturell homologen
Domaé&nen aus, die in einem Winkel von 180° zueinander in der Membran orientiert sind. Diese
beiden repetitiven Proteindomanen sind auf eine frihe Genduplikation zurtickzufihren (122,
123).

A

EZ

Abbildung 7: Topologie und Struktur der Aquaporine.

(A) Im Topologie-Modell der Aquaporine sind die zwei repetitiven Doménen, die in der Membran in
einem Winkel von 180° zueinander orientiert sind, in griin und blau dargestellt. Jede Doméane besteht
aus je drei Transmembranhelices (1, 2, 4 bzw. 5, 6, 8) und je einer Halbhelix (3 bzw. 7). Die
Transmembranhelices werden durch die extra- und intrazelluldren Schleifen A-E verbunden. Die
Schleifen B und E beinhalten die beiden die Membran halb durchspannenden Helices 3 und 7. An den
N-Termini der Halbhelices sind die NPA-Motive lokalisiert. (B) Kristallstruktur des Aquaglyceroporins
GlpF (PDB-ID: 1FX8). Dargestellt ist das GlpF-Tetramer mit Aufsicht von der periplasmatischen Seite
mit jeweils drei Molekulen Glycerol in der Kanalpore. Die an der Aquaporin-Tetramerisierung beteiligten
Transmembranhelices 1 und 2 sowie 5 und 6 eines Monomers sind in griin bzw. blau dargestellt. Ferner
ist die Seitenkette von Glu43, die in Transmembranhelix 2 lokalisiert ist und in die zentrale Pore des
Tetramers weist, aufgezeigt. 1Z = intrazelluldr und EZ = extrazellular.

Far die Faltung der individuellen Proteindomé&nen sind Interaktionen zwischen den parallelen
Transmembranhelices 1 und 4 sowie 5 und 8 Uber Interaktionsmotive, wie GxxxA oder
SxxxGxxxA, wichtig, die Interaktion der antiparallelen Transmembranhelices 2 und 6 verbindet
die beiden Doménen. An den N-Termini der beiden Halbhelices, die von unterschiedlichen
Seiten in die Membran eintreten, sind die hochkonservierten NPA-Motive lokalisiert. Die NPA-
Motive treffen in der Porenmitte aufeinander, wo die beiden Prolinreste zwischen den
Seitenketten des Prolin- und Alaninrestes der jeweils gegenuberliegenden Halbhelix zum
Liegen kommen. So wird durch Van-der-Waals-Interaktionen zwischen den Prolinresten der
NPA-Motive die enge Kontaktflache zwischen den Halbhelices stabilisiert. Durch zwei
Wasserstoffbriickenbindungen werden die Asparaginreste des NPA-Motivs zur Ausrichtung

der Aminogruppen in den Seitenketten in Richtung des passierenden Substrats gezwungen.
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1.1.5.1 Tetramerisierung der Aquaporine in biologischen Membranen

In biologischen Membranen assemblieren Aquaporine unter Entstehung einer zentralen Pore
zu einem Homotetramer (vgl. Abbildung 7B) (116-118). An der Oligomerisierung sind
Wechselwirkungen zwischen den Transmembranhelices 1 und 2 eines Monomers und den
Transmembranhelices 5 und 6 eines benachbarten Monomers wesentlich beteiligt.
Demgeman sind in GlpF die Transmembranhelices 1 und 5 sowie 2 und 6 in einem fir
a-helikale-Interaktionen annahernd optimalen Winkel von etwa —20° zueinander angeordnet
(124). Weiterhin sind in GlpF polare Wechselwirkungen an der Oligomerisierung der GlpF-
Monomere involviert (125). So ist in Transmembranhelix 2 an Position 43 ein Glutamat
lokalisiert, welches in die zentrale Pore des GlpF-Tetramers weist (Abbildung 7B). Wéahrend
der Austausch von Glu43 gegen eine polare Aminosaure die Oligomerisierung nicht
beeinflusste, fihrte die Substitution von Glutamat durch Alanin zu einer deutlich
eingeschrankten Oligomerisierung (125). Da auch die Aktivitdt der GlpF-Mutante E43A im
Vergleich zum GlpF-Wildtyp (wt) um etwa 30% reduziert war, scheinen die GlpF-Aktivitét und
die Tetramerisierung des Proteins zu korrelieren (125). Auch an der AQP1-Tetramerisierung
sind Wechselwirkungen zwischen polaren Aminosduren an der Monomerkontaktflache
beteiligt (126). Da diese Aminosauren jedoch zwischen verschiedenen humanen Aquaporinen
nicht konserviert sind, ist anzunehmen, dass die Tetramerisierung der Aquaporine auf keinem
konservierten Interaktionsmotiv basiert (126). Die Monomerkontaktflache der Aquaporine
scheint vielmehr Aquaporin-spezifisch zu sein und verhindert folglich die Bildung von
Heterotetrameren (127). Die Tetramerisierung der Aquaporine wird jedoch nicht nur durch
Aminosauren beeinflusst, die unmittelbar an der Monomerkontaktflache lokalisiert sind. So
schrénkten auch Mutationen in den nicht-helikalen Bereichen der Schleifen B und E in AQP1
die Oligomerisierung ein (128).

Da in Aquaporinen der Kanal fir den Substratfluss bereits durch das Monomer definiert ist,
stellen Aquaporine sogenannte fakultative Oligomere dar (129). Neben der kontrovers
diskutierten Moglichkeit, dass gasférmige Molekile durch die zentrale Pore des Tetramers
passieren kdnnen, wird angenommen, dass die Oligomerisierung entscheidend fir die
Stabilitdt und Funktion der Aquaporine ist. Durch die Tetramerisierung wird wahrscheinlich die
Rigiditdt des Kanals erhéht und damit auch die Kanalstabilitdt. So weisen vor allem
Aminoséduren, die in der Kanalpore lokalisiert sind eine hohe Rigiditat auf (vgl. Abbildung 8).
Darlber hinaus scheint die Oligomerisierung die in vivo Stabilitat von GlpF zu erhdhen (125).
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Abbildung 8: Rigiditat des GlpF-Tetramers.

Darstellung der GlpF-Oberflache (PDB-ID: 1FX8). Die Farbmarkierung der Aminosaurereste zeigt die
Rigiditat der einzelnen Aminosauren an. Diese nimmt von gelb nach blau zu. (A) Aufsicht auf die
Proteinoberflache vom Periplasma aus. (B) Proteinoberflache vom Cytoplasma aus gesehen. (C).
Seitliche Sicht auf das GlpF-Tetramer.

Des Weiteren gibt es Hinweise auf kooperative Effekte zwischen den Aquaporin-Monomeren
im assemblierten Tetramer (127, 130, 131). So wurde fiir AQPO gezeigt, dass die Regulation
der Proteinaktivitdt durch Zn?*- und Ca®*-lonen, den pH-Wert und Calmodulin kooperativ
erfolgt. AuBerdem sind fur ein AQP1-Heterodimer Beobachtungen beschrieben, die auf nicht
unabhangig fungierende Monomere schlieBen lassen (128). In AQP1 flhrte die Fusion eines
wildtypischen Monomers und eines durch die Mutation A73M inaktiven Monomers zu einem
vollstédndigen Funktionsverlust des fusionierten Proteins (128). Auch Untersuchungen an den
pflanzlichen Aquaporinen NtAQP1 und NtPIP2;1 weisen auf eine Kooperativitat zwischen den
Monomeren hin (132). So wurde fiir das heterotetramere Fusionskonstrukt, bestehend aus
zwei wasserleitenden NTPIP2;1- und zwei nichtleitenden NtAQP1-Monomeren (2NtAQP1-
2NtPIP2;1), ein Wasserfluss detektiert, der dem Niveau des NtPIP2;1 Homotetramers
entsprach (132). Eine Kooperation der NtPIP2;1- mit den NtAQP1-Monomeren innerhalb des
Tetramers scheint eine Konformationsanderung der NtAQP1-Monomere zu induzieren,
sodass diese Kanale auch den Wasserfluss erméglichen (132).

1.1.5.2 Der Aquaporin-Kanal am Beispiel des bakteriellen Aquaglyceroporins GlpF
Die Struktur des E. coli Aquaglyceroporins GlpF wurde im Jahr 2000 durch
Réntgenkristallographie mit einer Auflésung von 2,20 A aufgeklart (116). GIpF kristallisierte als
Homotetramer mit drei Glycerolmolekilen in jeder Pore eines Monomers (vgl. Abbildung 7B).
Basierend auf der Kristallstruktur von GlpF, das bis heute eines der am besten untersuchten
Aquaporine darstellt, soll im Folgenden der charakteristische Porenaufbau der Aquaporine
erlautert werden.

Auf einen etwa 15 A breiten, periplasmatischen Kanaleingang folgt in GIpF eine erste Engstelle
mit einen Durchmesser von 2,8 A (133, 134). Der Durchmesser dieser Engstelle ist folglich
gerade groB genug, dass die CH-OH-Gruppen dehydratisierter Polyalkohole passieren
kdnnen. Die Engstelle stellt den amphiphatischen Selektivitatsfilter, bestehend aus den vier
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Aminosauren Trp48, Gly199, Phe200 und Arg206, dar (Abbildung 9B). Im Selektivitatsfilter
bilden die zwei aromatischen Ringe von Trp48 und Phe200 eine hydrophobe Tasche, in die
das Glycerol-Kohlenstoffgerist des Substrats eingebettet werden kann. Das
Wasserstoffbriickenbindungspotential der Hydroxylgruppen des Substrats wird durch zwei
Aminogruppen aus Arg206, die als Protonendonatoren fungieren, und den Carbonylgruppen
der Gly191- und Phe200-Peptidbindungen, die als Protonenakzeptoren dienen, gesattigt.

A

Cytoplasma

Abbildung 9: Glycerolfluss durch die amphiphatische Aquaglyceroporin Pore.

(A) Im GlpF-Monomer sind die beiden Halbhelices 3 und 7, an deren N-Termini die hochkonservierten
NPA-Motive lokalisiert sind, grin dargestellt. (B) Veranschaulichung des Glycerolflusses durch die
amphiphatische Kanalpore. Die Aminosduren, die die hydrophile Kanalseite definieren, sind im
Einbuchstaben-Code in rot markiert und Aminosauren, welche die hydrophobe Seite des Kanals
ausbilden, sind in braun beschriftet. Dargestellt sind die zwei NPA-Motive (Asn68, Pro69, Ala70 und
Asn203, Pro204, Ala205) und die Aminosauren Trp48, Phe200 und Arg206 des Selektivitatsfilters. In
der GlpF-Kristallstruktur befindet sich ein Glycerolmolekiil (hellblau, Kugelmodell) im Selektivitatsfilter
und interagiert dort tber Wasserstoffbriickenbindungen mit den Aminogruppen NE und NH von Arg206
(schwarz Linie). Die Wasserstoffbriickenbindungen mit den Carbonlygruppen der Peptidbindung von
Gly199 und Phe200 sind in dieser Ansicht nicht zu erkennen. Ein weiteres Molekul Glycerol (hellblau,
Kugelmodell) interagiert Uber Wasserstoffbriickenbindungen mit den Aminogruppen in der Seitenkette
der Asparaginreste Asn68 und Asn203 der beiden NPA-Motive (schwarze Linie). Aufgezeigt sind auch
die Peptidbindungen der Aminoséurereste His66, Ala65, Gly64 in der cytoplasmatischen Kanalhélfte.
Die Carbonylsauerstoffatome dieser Peptidbindungen dienen als Protonenakzeptoren fir die
passierenden Glycerolmolekdile. Ferner sind die unpolaren Aminosaureseitenketten von Trp48, Phe200,
lle187, Leu159 und Val52 dargestellt, welche die unpolare Seite der amphiphatischen Pore definieren.
Die Abbildung wurde basierend auf der Kristallstruktur von GlpF (PDB-ID: 1FX8) erstellt.

Auf den Selektivitatsfilter folgt ein etwa 28 A langer, amphiphatischer Kanal, der in der
Porenmitte auf Héhe der NPA-Motive eine zweite Engstelle aufweist (Abbildung 9B). Die
polare Seite des Kanals wird durch Carbonylsauerstoffatome der Peptidbindung der
Aminoséaurereste His66, Ala65, Gly64 in der cytoplasmatischen Kanalhalfte und durch Ala201,
Phe200 und Gly199 in der periplasmatischen Kanalhalfte definiert. Die als
Protonenakzeptoren dienenden Carbonylsauerstoffatome  werden durch ein
hochkonserviertes Wasserstoffbrickenbindungsnetzwerk in Richtung des passierenden

Substrats ausgerichtet. Entscheidend beteiligt sind an diesem Netzwerk die Glutamatreste des
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hochkonservierten ExxxTxxL/F-Motivs in den Transmembranhelices 1 und 5 der Aquaporine
(135). Die hydrophobe Seite des amphiphatischen Kanals wird durch eine Reihe vertikal
aufeinanderfolgender, hydrophober Aminoséuren definiert. Auf diese Weise interagiert das
Kohlenstoffrickgrat von Glycerol bei der Passage durch den Kanal mit den Seitenketten
hydrophober Aminoséauren auf der einen Seite des Kanals und die Hydroxylgruppen des
Substrats mit den Carbonylgruppen der Peptidbindung und den polaren Seitenketten der
Aminoséauren Arg206, Asn68 und Asn203 auf der anderen Seite das Kanals.

Da die Dimensionen des Kanals nur den Fluss des dehydratisierten Substrats erméglichen,
beginnt im periplasmatischen Vestibul die schrittweise Dehydratisierung des Substrats. Dabei
werden Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Substrat und Lésungsmittelmolekilen
durch Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Substrat und Protonendonatoren sowie
-akzeptoren auf der hydrophilen Kanalseite ersetzt. Wahrend der Passage des Substrats
kommt es so zur kontinuierlichen Auflésung und Neubildung von Wasserstoffbriicken-
bindungen, die die Aktivierungsenergie des Substratflusses reduzieren. Arg206 wird in diesem
Zusammenhang sogar eine enzymatische Funktion zugesprochen, da dieses durch die
perfekte Geometrie der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen der Arg206-Seitenkette und
dem Substrat die Passage durch die engste Stelle des Kanals gewissermaBBen katalysiert
(116).

Da der Glycerolfluss bidirektional méglich ist, wird in E. coli durch GlpF aufgenommenes
Glycerol durch die Glycerol-Kinase GlpK zu Glycerol-3-Phosphat phosphoryliert, sodass ein
Ausstrom des Glycerols unterbunden wird.

Die Wasserpermeabilitat von GlpF ist im Vergleich zu reinen Aquaporinen deutlich reduziert
(136). Dies ist mit dem héheren, energetischen Aufwand fir den Fluss eines Wassermolekils
zu begrinden. Wasser liegt charakteristischerweise in Koordination mit vier bis flinf weiteren
Wassermolekilen vor (137). Da der Substratfluss durch die enge Kanalpore einzeln erfolgt,
kébnnen in Aquaglyceroporinen nur Wechselwirkungen mit zwei Wassermolekillen
aufrechterhalten werden, sodass die energetische Barriere fir den Wasserfluss hoch ist (116).
In klassischen Aquaporinen sind die Aminosaurezusammensetzung und der Durchmesser des
AQP1 Selektivitatsfilters, der aufgrund hochkonservierter aromatischer Reste und eines
ebenfalls hochkonservierten Arginins als aromatische Arginin-Engstelle (ar/R-Region)
bezeichnet wird, verandert. So wird die 3,4 A breite ar/R-Engstelle durch die Aminosauren
Arg197, His182, Phe58 und Cys189 definiert (133). Histidin und Arginin kénnen alle vier
potentielle Wasserstoffbriickenbindungen eines Wassermolekiils an der engsten Stelle des
Kanals sattigen.

1.1.5.3 Stereoselektivitit des Substratflusses und Inhibition des Protonenflusses
Die Permeabilitdt von GlIpF fir lineare Polyalkohole ist im Vergleich zu chiralen

Stereoisomeren hdher (116), da die Orientierung der Protonendonatoren und -akzeptoren
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entlang der Kanalachse, die den Substratfluss energetisch ermdglichen, eine bestimmte
Ausrichtung des Substrats vorausaussetzt. So mussen zwei aufeinanderfolgende
Hydroxylgruppen in Richtung der polaren Reste und das Kohlenstoffrickgrat entlang der
hydrophoben Kanalachse ausgerichtet sein. Diese Bedingungen kdénnen nur durch bestimmte
Enantiomere, die sich in der relativen Orientierung der Hydroxylgruppen zum
Kohlenstoffriickgrat unterscheiden, erfillt werden. GlpF ist auch flr die analogen Zucker nicht
permeabel (138).

Trotz der hohen Wasserpermeabilitdt sind Aquaporine undurchléssig far Protonen. Der
Inhibition des Protonentransports kommt besondere Bedeutung zu, da die Aufrechterhaltung
des Membranpotentials kritisch fir eine Zelle ist. Fir die Inhibierung der Protonenleitung
wurden verschiedene Mechanismen vorgeschlagen (139-142). Zum einen entsteht in der Pore
ein positives elektrostatisches Potential, das in der Porenmitte maximal ist und somit durch
elektrostatische AbstoBung den Protonentransport verhindert. Zum anderen ist das
Wasserstoffbriickennetzwerk der Protonentransportkette nach dem Grotthus-Mechanismus,
bei dem der Protonentransport durch die kontinuierliche Auflésung- und Neubildung von
Wasserstoffbriickenbindungen erfolgt, unterbrochen und dadurch der Protonentransport
unterbunden (142). So interagieren die NH:-Gruppen der beiden hochkonservierten
Asparaginreste der NPA-Motive zeitgleich GUber Wasserstoffbriickenbindungen mit dem
einzelnen, passierenden Wassermolekul, sodass dieses nicht mehr als Protonenakzpetor zur
Verflgung steht. Zudem werden wahrend der Passage die Wassermolekile durch
Wechselwirkungen mit den Dipolmomenten der beiden Halbhelices um etwa 180°gedreht
(139), sodass die Anordnung der Wasserstoff- und Sauerstoffatome den Austausch von
Protonen nach dem Grotthus-Mechanismus nicht beginstigt (142). Ferner ist der Fluss von
Protonen, Hydronium-lonen und Hydroxid-lonen auch durch den hohen energetischen
Aufwand der Dehydratisierung energetisch  unglnstig, da die aufgelésten
Wasserstoffbriickenbindungen nicht durch Wechselwirkungen im Kanal kompensiert werden
kdnnen (141).

1.1.6 Aquaporine in Lipidmembranen

Wie bereits beschrieben, sind bis heute etwa 40 Strukturen von insgesamt 14 Auaporinen aus
unterschiedlichen Organismen publiziert. In etwa der Héalfte dieser Strukturen wurden
Detergenzmolekiile identifiziert (143). Lipidmolekile bzw. Lipidfragmente wurden in der
zentralen Pore des AqpZ Tetramers aus E. coli und des humanen AQP5 Tetramers sowie an
der Monomeroberflache von AgpZ und humanem AQPO aufgelést (144-146). Im Fall von
AQPO sind diese Lipidmolekile jedoch nicht aus der nattrlichen Membran, sondern stellen
artifizielle Lipide dar, die zur Kristallisation verwendetet wurden (147). Da in den meisten der
geldsten Aquaporin-Strukturen keine Lipidmolekile identifiziert wurden, ist anzunehmen, dass
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Aquaporine keine definierten Lipidbindemotive aufweisen und daher auch keine bestimmten
Lipide far ihre Aktivitdt bendtigen (147). Die Kristallstrukturen von AQPO in
Dimyristoylphosphocholin (DMPC) und Membranen aus polaren E. coli Lipiden (EPL, engl.: E.
coli polar lipid) sowie Molekuldynamik-Simulationen mit den 40 gel6sten Aquaporin-Strukturen
zeigten, dass die Membrandicke in der unmittelbaren Proteinumgebung an die hydrophobe
Proteinoberflache angepasst ist. So wurde unabhangig vom Lipidsystem und der
Membrandicke in den Simulationen eine Distanz zwischen den Phosphat-Gruppen in den
gegeniiberliegenden Membranhélften (dep) von 35 A ermittelt (143, 148). Die Membrandicke
in unmittelbarer Umgebung von AQPO in DMPC- und EPL-Membranen wurde in 2D-Kristallen
mit 33,6 A und 31,9 A bestimmt (146). Es wird daher fiir alle Aquaporine angenommen, dass
diese die Dicke der Lipidmembran in der unmittelbaren Umgebung bestimmen und die
Acylketten der Lipidmolekile sich an die hydrophobe Proteinoberflache anpassen (146).
Molekuldynamik-Simulationen in Palmitoyloleoyl-PC (POPC)- und Palmitoyloleoyl-PE
(POPE)-Membranen weisen Uberdies auf einen Einfluss der Lipidumgebung auf die
Aquaporin-Aktivitat hin (148, 149). So war das Aquaglyceroporin GlpF in simulierten POPE-
Membranen etwa 20% aktiver als in POPC-Membranen. Auch Cholesterol und Sphingomyelin
modulieren die Aktivitdt von AQPO und AQP4 (150, 151). Ferner scheint die AgqpZ-
Tetramerstabilitdt sowie -Funktion durch CL beeinflusst zu werden (152). Detaillierte
Informationen Uber die Abhangigkeit der Aquaporin-Aktivitat von verschiedenen Lipiden bzw.
Membraneigenschaften sind jedoch nicht bekannt, da der Effekt variierender
Membranumgebungen auf die Aquaporin-Aktivitat nur in wenigen Beispielen untersucht wurde
(150, 151).

2.3 Motivation und Ziele der Arbeit

Aquaporine weisen eine hochkonservierte Struktur auf und liegen innerhalb biologischer
Membranen als Homotetramere vor. Dieses konservierte Oligomerisierungsverhalten ist trotz
etwa zwanzigjdhriger Forschung an Aquaporinen nicht hinreichend verstanden, da die
funktionelle Einheit fir den Substratfluss bereits durch das Aquaporin-Monomer definiert wird.
Im Rahmen dieser Arbeit sollten an dem bakteriellen Aquaglyceroporin GlpF als Modell,
sowohl proteinbasierte als auch lipidmembranassoziierte Einflisse auf die Aquaporin-
Oligomerisierung und -Funktion in vitro und in vivo untersucht werden. Diese Untersuchungen
sollen das Verstandnis der Zusammenhange zwischen Struktur, Dynamik und Funktion der
Aquaporine verbessern.

I.  Funktion und Oligomerisierung fusionierter GlpF-Monomere
Gegenwartig sind die Konsequenzen der Aquaporin-Tetramerisierung noch nicht
vollstdndig verstanden. Um die molekularen Mechanismen der Aquaporin

25



Einleitung

Oligomerisierung und Funktion naher zu untersuchen, sollten fusionierte GlpF-
Homooligomere sowie GlpF-Heterotetramere aus wildtypischen und Monomeren mit
beeintrachtigtem Translokationsmechanismus erstellt werden und die Funktion dieser

in vivo ermittelt werden.

Einfluss definierter Phospholipide und physikochemischer Membraneigenschaften auf
die Oligomerisierung und Funktion des Aquaglyceroporins GlpF

Die Stabilitat, Struktur und Funktion integraler Membranproteine kann sowohl durch
spezifische als auch durch unspezifische Interaktionen mit der Lipidumgebung
modifiziert werden. Da bereits Hinweise existieren, dass die Aktivitat von Aquaporinen
durch die Lipidumgebung beeinflusst werden kann, sollte systematisch der Einfluss der
Phospholipide PC, PE, PG, CL und PS sowie der Acylkettenlange auf die
Tetramerstabilitdt sowie die Funktion von GlpF in vitro anhand von liposomalen
Modellmembransystemen ermittelt werden.

In vivo sollten durch Insertion des Anéasthetikums 2-Phenylethanol (2-PEtOH) in die
innere E. coli-Membran der Einfluss veranderter physikochemischer Membraneigen-
schaften auf die Oligomerisierung und Aktivitat von GlpF erfasst werden.

GIpF als Modell fir humane Aquaporine: Einfluss einer Punktmutation auf die
Oligomerisierung und Funktion des Aquaglyceroporins GlpF

Zahlreiche Punktmutationen in humanen Aquaporinen sind aktuell identifiziert. Der
Einfluss dieser Mutationen auf die Funktion der Aquaporine ist jedoch haufig noch nicht
charakterisiert. Daher sollten an GIpF exemplarisch die Konsequenzen der im
humanen AQP2 identifizierten Punktmutation V71M auf die Tetramerisierung und
Aktivitat von GIpF in vivo untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.4 Material
2.4.1 Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Substanzen sowie Verbrauchsmaterialien wurden, wenn
nicht anders erwahnt, von den Firmen Acros Organics (Morris Plains, NJ, USA), AppliChem
(Darmstadt), Fluka (Taufkirchen), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe) oder Sigma-Aldrich
(MUnchen) bezogen (siehe Tabelle A 1). Die verwendeten Phospholipide wurden
ausschlieBlich von Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA) erworben. Eine Tabelle mit den
systematischen Bezeichnungen der Lipide ist im Anhang zu finden (Tabelle A 2).

24.2 Enzyme

Tabelle 1: Enzyme und dazugehdérige Puffer.

Enzym/Puffer Hersteller
BamH1 (20 U/uL)
Dpnl (20 U/uL)
Ndel (20 U/uL)
Nhel (10 U/uL) New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
Sall-HF (20 U/uL)
Xhol (20 U/uL)
10x NEB Buffer 2, 3 und 4
Phusion DNA Polymerase (2 U/pL)
5x Phusion HF Reaction Buffer
T4-DNA-Ligase (400 U/uL)
10 x T4-DNA-Ligase-Puffer

New England Biolabs, lpswich, MA, USA

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

2.4.3 Kits und GroBenstandards

Tabelle 2: Verwendete Kits und GroBenstandards.
Name Hersteller

_ o L Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford,
BCA Protein Assay Kit (bicinchoninic acid)

1 USA
Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit Avegene, Taipei City, Taiwan
High-Speed Plasmid Mini Kit Avegene, Taipei City, Taiwan

JETSTAR™ 2.0 Plasmid Purification MIDI Kit Genomed, Léhne
Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford,
Il USA

Pierce™ ECL Western-Blotting Substrate
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Name

Hersteller

Gene Ruler™ 1 kb Ladder

Fermentas, St. Leon-Rot

PageRuler™ Prestained Protein Ladder (10-

170 kDa)

Fermentas, St. Leon-Rot

PageRuler™ Unstained Protein Ladder (10-

200 kDa)

Fermentas, St. Leon-Rot

2.4.4 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Material

Bezeichnung

Hersteller

Blotting-Papier

Thick Blot Paper

Bio-Rad, Mlinchen

Dialyseschlauch

Spectra/Por® Membrane
(12-14 kD)

Spectrumlabs, Breda,
Niederlande

Einmalspritzen

Omnifix® 1-10 ml

Braun, Melsungen

HalbmikrokUvetten

Sarstedt, Niimbrecht

Kivetten UV-Klvette mikro, _
Brand, Wertheim
Plastibrand®
Thermo Fisher Scientific Inc.,
PD-10-Saulen PD-10 Desalting Columns

Rockford, Il USA

PVDF (Polyvinylidenfluorid)-
Membran

Roti®-PVDF; 0,45 um

Roth, Karlsruhe, Karlsruhe

Séulenkoérper

5 mL Disposable Plastic

Columns

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Rockford, Il USA

Spritzenfilter

Filtropur S 0.2um

Sarstedt, Nimbrecht

2.4.5 Gerate

Tabelle 4: Verwendete Gerate.

Gerat Modell Hersteller
Brutschrank B28 Binder, Tuttlingen
Chemielumineszensdetektor STELLA Raytest, Straubenhardt
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Gerat

Modell

Hersteller

Elektrophoresekammern

Mini-Protean® 3 Cell
Mini-Protean® Tetra Cell
PerfectBlue Gelsystem S,
M, L

Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Peglab, Erlangen

Elektrophoresenetzgerate

PowerPac Basic™
PowerPac HC™

peqPower 300 Volt

Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Peglab, Erlangen

Evaporationseinheit

Reacti-Therm™ Heating
Module

Thermo Fisher Scientific Inc.,
Rockford, Il USA

Fluorimeter

Spectrofluorometer
Fluoromax 4

Horiba, Kyoto, Japan

FPLC-System

FPLC-Systems
AKTApurifier™ 10 mit

Fraktionssammler Frac920

GE Healthcare, Freiburg

Heizblock Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg
Magnetrlhrer MR Hei Standard Heidolph, Schwabach
Mikrowelle MD 6459 Microstar
pH-Meter pH211 Microprocessor HANNA instruments, Kehl
Lambda 35 UV/Vis PerkinElmer, Waltham, MA,
Photometer
Spectrometer USA
Schuttelinkubator Multitron HT Infors, Bottmingen, Schweiz

Speedvac Concentrator 5301 Eppendorf. Hamburg
Stopped-Flow-Apparatur SX-18.MV Applied Photophysics,
Leatherhead, U.K.
Tank-Blot-Apparatur Mini Trans-Blot® Cell Bio-Rad, Minchen
Taumelschuttler Polymax 1040 Heidolph, Schwabach
Thermocycler Primus Avisco, Jena
Ultraschallbad USC500T VWR, Ismaning
Ultraschallgerat Sonifier 450 Branson, Danbury, CT, USA
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Gerat

Modell

Hersteller

Vakuum-Pumpe

High Vaccum Pump

Edwards, Crawley, U.K.

Vortex-Mixer

Reagenzglasschuttler

VWR, Ismaning

Avanti® J-26 XP
Optima™ L Series

Beckmann Coulter, Krefeld
Beckmann Coulter, Krefeld

Zentrifugen Ultracentrifuge
5415R Eppendorf, Hamburg
5424 Eppendorf, Hamburg
JA-25.50 Beckmann Coulter, Krefeld
JLA-8.100 Beckmann Coulter, Krefeld
Zentrifugenrotoren _
70 Ti Beckmann Coulter, Krefeld
90 Ti Beckmann Coulter, Krefeld
. Malvern Instruments,
Zetasizer Zetasizer-Nano-S

Herrenberg

2.4.6 Puffer und Kulturmedien

Reagenzien fir Puffer und Lésungen wurden je nach Bedarf in Milli-Q- oder deionisiertem

Wasser gel6st und gegebenenfalls autoklaviert oder sterilfiltriert. Die Lagerung erfolgte bei

Raumtemperatur bzw. 4 °C. Die Antibiotika-Stamml&sungen wurden bei -20 °C gelagert.

Tabelle 5: Verwendete Puffer, Losungen und Kulturmedien.

Puffer/L6sung/Medium

Zusammensetzung

Ampicillin-StammIésung (100 mg/mL)
(sterilfiltriert)

100 mg Ampicillin pro 1 mL Lésung
50% (v/v) Ethanol

Blockpuffer

TBST
5% Milchpulver

Chloramphenicol-Stammlésung (50 mg/mL)

(sterilfiltriert)

50 mg Chloramphenicol pro 1 mL
Lésung
100% (v/v) Ethanol

Coomassie-Féarbeldsung

44 8% (v/v) Ethanol

5,2% (v/v) Essigsaure

0,125% (w/v) Coomassie Brilliantblau
R250

n-Dodecyl B-D-maltosid (DDM)-Puffer

5 mM DDM
10 mM NaoHPO.7 H,0, pH 8,0
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Puffer/L6sung/Medium

Dialysepuffer

Zusammensetzung

150 mM N-Methylglucamin

50 mM 3-Morpholinopropansulfonsgure
(MOPS), pH 7,5

50 mM NaCl

DNA-Probenauftragspuffer (6x)

Glycerin 50% (v/v)
Bromphenolblau 0,05% (w/v)
Xylencyanol 0,05% (w/v)

Elutionspuffer

Resuspensionspuffer |, pH 8,0
50 mM OG oder 5 mM DDM
400 mM Imidazol

Entfarbe-Lésung (Coomassie)

40 % Methanol
10 % Essigséure (konz.)

HEPES-Puffer

10 mM HEPES (pH 7,4)
150 mM NacCl

Kanamycin-Stammlésung (50 mg/mL)
(sterilfiltriert)

50 mg Kanamycin Sulfat pro 1 mL
Lésung

LB (Luria-Bertani)-Agar
(autoklaviert und bei Bedarf nach Abklhlen auf
etwa 50 °C mit Antibiotika versetzt)

1% (w/v) Trypton
0,5% (w/v) Hefeextrakt
1% (w/v) NaCl

1,5% (w/v) Agarose

LB-Medium
(autoklaviert und bei Bedarf nach Abkihlen auf
etwa 50 °C mit Antibiotika versetzt)

1% (w/v) Trypton
0,5% (w/v) Hefeextrakt
1% (w/v) NaCl

o-Nitrophenyl-B-D-galaktopyranosid (ONPG)-
Lésung (sterilfiltriert)

0,4% (w/v) ONPG
1x-Z-Puffer

Phosphat-Puffer

10 mM NazHPO.7 H,0, pH 8,0

5x Probenpuffer (SDS frei)

250 mM Tris-HCI, pH 6,8
10% (w/v) SDS
50% (v/v) Glycerin

Resuspensionspuffer |

50 mM Phosphat, pH 8,0

(43 mM NazHPO4-7 H20 und 7 mM
NazH2PO4-H20)

300 mM NaCl

10% (v/v) Glycerol
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Puffer/L6sung/Medium

Resuspensionspuffer Il

Zusammensetzung

25 mM Tris-HCI, pH 8,0

2 mM EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat
0,1% (v/v) Protease Inhibitor Cocktail

Ribitollésung

LB-Medium bzw. Dialysepuffer
600 mM Ribitol

Sammelgelpuffer (Laemmli)

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8
0,4% SDS

SDS-Laufpuffer (Laemmli)

25 mM Tris-HCI
192 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS

5x SDS-Probenpuffer

250 mM Tris-HCI, pH 6,8

10% (w/v) SDS

50% (v/v) Glycerin

0,2% (w/v) Bromphenolblau

500 mM B-Meracaptoethanol (optional)

SDS-Stammlésung

10 mM NazHPO.7 H,0, pH 8,0
500 mM SDS
5 mM DDM

Solubilisierungspuffer

Resuspensionspuffer |, pH 8,0
50 mM Octyl-B-D-glucopyranosid (OG)

TAE (Tris-Acetat-EDTA) -Puffer

40 mM Tris-Essigsaure, pH 8,0
1 mM EDTA

Tank-Blot-Puffer

25 mM Tris-HCI
192 mM Glycin
20% (v/v) Methanol

TBS (Tris buffered saline)

20 mM Tris-HCI, pH 7,8
180 mM NaCl

TBST (Tris buffered saline + Tween 20)

TBS
0,05% (v/v) Tween 20

Trenngelpuffer (Laemmli)

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8
0,4% SDS
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Puffer/L6sung/Medium Zusammensetzung
10% (w/v) PEG 4000
5% (v/v) DMSO

TSB (Tryptic Soy Broth)-Medium 2% (v/v) 1 M MgCl»

(sterilfiltriert) 1% (w/v) Trypton
0,5% (w/v) Hefeextrakt
0,5% (w/v) NaCl

Resuspensionspuffer |, pH 8,0

Waschpuffer | 50 mM OG bzw. 5 mM DDM
40 mM Imidazol
Resuspensionspuffer |, pH 8,0

Waschpuffer 50 mM OG bzw. 5 mM DDM
80 mM Imidazol

300 mM NazHPO4:7 H0
200 mM Na2H2P04-H20

5x Z-Puffer
50 mM KCI
5 mM MgSQO4:7 H20
20% (v/v) 5x-Z-Puffer
1x Z-Puffer

0,27% (v/v) B-Mercaptoethanol

2.4.7 Bakterienstamme

Tabelle 6: Verwendete E. coli-Stammkulturen.

Stammkultur Genotyp Herkunft

BL21(DE3) F ompT hsdSB(rB- mB") gal dcm N(DE3) Novagen

NT326 F- araD193 AlacU169 rpsL thi AmalE444 recA1 (153)
MM294 (F- endA1 hsdR17 (r«, mk) supE44 thi-1) gloF~ agpZ-;

SK4B ( (Fx, m™) sup ) 9lpF~ aqgp. (154)
Km" Sm'
lexA71::Tn5(def) sulA211 Alacl(POZYA) 169/F lac? lacZAM15::

SuU101 (155)
Tn9
recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F” proAB

XL1-blue (156)
acliZAM15 Tn10(Tet"]°
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2.4.8 Antikorper

Die Antikérper wurden wie in Tabelle 7 angegeben mit TBST verdinnt.

Tabelle 7: Verwendete Antikorper.

Antikorper Typ Epitop Hersteller Verdinnung
Anti-GlpF polyklonal, Gramsch,
_ _ VVEEKETTTPSEQKASL 1:10.000
(C-Terminus) Kaninchen Schwabhausen
polyklonal, LexA-DNA- Novus Biologicals,
Anti-LexA _ _ ) _ 1:5.000
Kaninchen Bindungsdoméne Littleton, CO, USA
Anti-
Kaninchen- _ .
] polyklonal, . Sigma-Aldrich,
horseradish . Kaninchen IgG ) 1:10.000
_ Ziege Minchen
peroxidase
(HRP)
2.4.9 Plasmide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide in Tabelle 8 kodieren fir das Enzym 3-Laktamase,

das eine Ampicillinresistenz vermittelt.

Tabelle 8: Verwendete Plasmide

Plasmid Resistenz Referenz
pCS2-Venus Ampicillin (157)

pGlpF Ampicillin (125)
P1xGlpF Ampicillin diese Arbeit
P2xGlIpF Ampicillin diese Arbeit
P3xGlIpF Ampicillin diese Arbeit
P4xGlpF Ampicillin diese Arbeit
p1xGIpF-E43A Ampicillin diese Arbeit
p3xGlpF-1xGIpF-E43A Ampicillin diese Arbeit
p2xGlpF-2xGIpF-E43A Ampicillin diese Arbeit
p1xGIpF-3xGIpF-E43A Ampicillin diese Arbeit
p4xGlpF-E43A Ampicillin diese Arbeit
pGlpF-V71M Ampicillin diese Arbeit
pLexA-GlpF Ampicillin (125)
pLexA-1xGlpF Ampicillin diese Arbeit
pLexA-2xGlpF Ampicillin diese Arbeit
pLexA-3xGlpF Ampicillin diese Arbeit

34



Material und Methoden

Plasmid Resistenz Referenz

pLexA-4xGlpF Ampicillin diese Arbeit

pLexA-GlpF-V71M Ampicillin diese Arbeit

pLexA-GpA Ampicillin (158)

pLexA-GpA-G83lI Ampicillin (158)

pMal-p2 Ampicillin New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
pMal-p2x Ampicillin New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
pRSET-His-GIpF Ampicillin (125)

pRSET-His-1xGlIpF Ampicillin diese Arbeit

pRSET-His-2xGlpF Ampicillin diese Arbeit

pRSET-His-3xGlpF Ampicillin diese Arbeit

pRSET-His-4xGlpF Ampicillin diese Arbeit

pVenus-GlpF Ampicillin diese Arbeit

2.4.10 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG
(Martinsried) als Lyophilisat bezogen und in sterilem, Nuklease freiem Wasser geldst
(Konzentration 100 uM). Alle Stammlésungen wurden bei -20°C gelagert.

2.4.11 Computerprogramme

Tabelle 9: Verwendete Computerprogramme.

Anwendung Programm
_ _ Adobe Photoshop 7.0.1
Bildbearbeitung
CoreIDRAW X7
Darstellung von Proteinstrukturen UCSF Chimera 1.9 (159)
Diagramme und Tabellen Origin 6.0
Origin 6.0

Exponentielle Regression _
Pro-Data SX Version 2.0.7

PerkinElmer UV Winlab
Pro-Data SX Version 2.0.7
Geréatesoftware XStella 1.00

FluorEssence V3.5

Unicorn 4.0
Klonierungen Genamics Expression
Proteinkonzentrationsbestimmung Expasy ProtParam
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Anwendung Programm
Quantifizieren der SDS-PAGE und Western
Blot-Analysen

ImagedJ

Online-Server TCoffee (160)
ClustalW2 (161, 162)
Textverarbeitung Microsoft Word 2013

Sequenzvergleich

2.5 Methoden

2.5.1 Molekularbiologische Methoden

2.5.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmid-Desoxyribonukleinsdure (DNA, engl.: desoxyribonucleic acid) aus E. coli wurde nach
dem Prinzip der alkalischen Lyse mit Hilfe des High-Speed Plasmid Mini Kits der Firma
Avegene (Taipei City, Taiwan) entsprechend des Herstellerprotokolls isoliert. Abweichend von
den Herstellerangaben wurde die Plasmid-DNA mit 50 pL auf 70 °C erhitztem, autoklaviertem
Milli-Q-Wasser eluiert. Die Isolation von Plasmid-DNA im gréBeren MaBstab erfolgte nach
Herstellerangaben mit dem JETSTAR™ 2.0 Plasmid Purification MIDI Kit der Firma Genomed
(Léhne).

2.5.1.2 Praparativer und analytischer Restriktionsverdau

Far die Restriktion von Plasmid-DNA und PCR-Produkten wurden Typ Il Restriktionsenzyme
verwendet. Die Hydrolyse der DNA mit Restriktionsenzymen wurde nach Angaben des
jeweiligen Herstellers durchgefihrt. Zur Kontrolle von Klonierungen wurde ein analytischer
Restriktionsverdau mit 2 uL DNA in einem Endvolumen von 10 pL durchgefiihrt und 1 h bei
37 °C inkubiert. Praparative Restriktionen fur eine anschlieBende Klonierung wurden in einem
Volumen von 50 pL durchgefiihrt, wobei 7,5 uyg DNA eingesetzt wurden. Die praparative
Restriktion erfolgte 2 h bei 37 °C. Die Restriktion mit unterschiedlichen Enzymen konnte bei
kompatiblen Puffer- und Reaktionsoptima gleichzeitig durchgeflhrt werden. Die restringierte
DNA wurde im Anschluss mittels Agarosegelelekirophorese aufgetrennt.

2.5.1.3 Agarosegelelektrophorese zur Analyse und Isolierung von Nukleinsauren

Zur Kontrolle von Klonierungen und der praparativen Isolierung von DNA-Fragmenten wurden
diese in 1%igen (w/v) Agarosegelen aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid, das in die DNA
interkaliert, durch Bestrahlung mit UV-Licht detektiert.

Die Agarose wurde in Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer in einem Mikrowellengerat durch
Erwarmen geldst und anschieBend luftblasenfrei in eine vorbereitete Gelkammer gegossen
und der Probenkamm eingesetzt. Nach Aushéarten des Gels, wurde dieses mit TAE-Puffer
Uberschichtet. Die DNA-Proben wurden mit 1/5 des Volumens mit 5x DNA-
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Probenauftragspuffer versetzt und mit 6 uyL DNA-Marker (Fermentas - GeneRuler™ 1 kb DNA
Ladder) auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten
Gleichspannung von 140 V. Nach durchgeflihrter Elektrophorese wurde das Gel 30 min in
wassriger Ethidiumbromid Lésung (200 pg/ 600 mL) inkubiert und im Anschluss die DNA
mittels Ultraviolett (UV)-strahlung fotografisch dokumentiert.

2.5.1.4 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Die elektrophoretisch getrennten DNA-Fragmente wurden auf einem UV-Durchlichttisch zu
praparativen Zwecken mit einem Skalpell vorsichtig ausgeschnitten. Die Isolierung der DNA
aus der Agarose wurde mit Hilfe des Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kits der Firma
Avegene entsprechend des Herstellerprotokolls durchgefiihrt. Abweichend von den
Herstellerangaben wurde die Plasmid-DNA mit 50 pyL auf 70 °C erhitztem, autoklaviertem Milli-
Q-Wasser eluiert.

2.5.1.5 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von DNA erfolgte photometrisch durch Extinktionsmessungen
bei 260 nm. Bei einer Wellenlange von 260 nm entspricht die Absorption von 1 einer
Konzentration von 50 ng/uL (163).

2.5.1.6 Ligation

Die Ligation von Insert-DNA mit linearisierter Vektor-DNA erfolgte mit der T4 DNA-Ligase in
einem Gesamtvolumen von 20 yL bei 16 °C Gber Nacht nach Herstellerangaben. Das molare
Verhaltnis von Vektor zu Insert-DNA betrug etwa 1:3.

2.5.1.7 DNA-Amplifikation durch die Polymerase-Kettenreaktion

Mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR, engl.: polymerase chain reaction) konnen DNA-
Segmente in vitro spezifisch vervielfaltigt werden. Die als Matrize eingesetzt DNA wird hierzu
zunachst denaturiert, um die Hybridisierung der komplementaren Primer zu ermdglichen. Der
neue DNA-Strang wird dann durch die eingesetzte DNA-Polymerase ausgehend von den
Primen in 5° — 3" Richtung synthetisiert. Abhangig von der Anwendung wurde der Zyklus aus
Denaturierung, Hybridisierung und Elongation 16- bzw. 25-mal wiederholt. Das Volumen eines
Standard-PCR-Ansatzes betrug 50 uL. Die Komponenten eines solchen Ansatzes sind Tabelle

10 zu entnehmen.

Tabelle 10: PCR Standardreaktionsansatz.

Substanz Volumen [pL]
DNA Matrize 1(1-10ng)
Forwarad-Primer (10 pmol/pL) 1
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Substanz Volumen [pL]
Reverse-Primer (10 pmol/uL) 1
Desoxribonukleosidtriphosphat (ANTP)-Mischung (20 mM) 1

Phusion DNA-Polymerase (2 U/uL) 0,5

5x Phusion HF Reaction Buffer 10

MgClz (50 mM) 1

DMSO 1
Milli-Q-Wasser (autoklaviert) 35,5

Das Temperatur-Zeitprogramm einer PCR ist Tabelle 11 zu entnehmen.

Tabelle 11: PCR-Temperatur-Zeitprogramm

Prozess Zeit Temperatur
1. Denaturierung 1 min 98°C
2. Denaturierung 30s 98°C
3. Primerhybridisierung 1 min 55°C 16/25x
4. Elongation 1 min/ikb 72°C
6. Elongation 7 min 72°C
7. 4°C o0

Die PCR-Amplifikate wurden fir weitere Klonierungsschritte mit dem Gel/PCR DNA Fragments
Extraction Kit nach Herstellerangaben aufgearbeitet.

2.5.1.8 Klonierungsstrategien

2.5.1.8.1 Ortspezifische Mutagenese

Mittels der ortsspezifischen Mutagenese kénnen gezielt einzelne sowie multiple Mutationen
eingefthrt werden. DarlUber hinaus kénnen Basen sowohl deletiert als auch neu eingefihrt
werden. Fur die ortsspezifische Mutagenese wurden neben dem Plasmid-Vektor, der als
Vorlage diente, Primer, welche fir die entsprechende Mutation kodieren, eingesetzt. In einer
PCR mit 16 Reaktionszyklen wurde das vollstandige Plasmid amplifiziert. Zur Kontrolle der
Amplifikation wurde eine analytische Agarosegelelektrophorese durchgefihrt. Bei
erfolgreicher Amplifikation wurde durch Zugabe von 1 pL der Endonuclease Dpnl zu 50 pL
PCR-Ansatz die parentale DNA 1 h bei 37 °C restringiert und anschlieBend 5 yL des Ansatzes
in kompetente E. coli XL1-blue-Zellen transformiert. Nach einer DNA-Minipréparation wurde
der Erfolg der ortspezifischen Mutagenese durch Sequenzierung des betreffenden DNA-
Abschnitts durch die Firma Eurofins MWG (Martinsried) Gberpruft.
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Tabelle 12: Primer fiir die ortspezifische Mutagenese.
Die mutierten bzw. zusétzlichen Basen sind in Fettdruck hervorgehoben.

Bezeichnung 5°-Sequenz-3

QC GIpF-V71M for CATCTTAATCCCGCTATGACCATTGCATTGTGG

QC GIpF-V71M rev CCACAATGCAATGGTCATAGCGGGATTAAGATG

QC GIpF Stop Sall for CAAAAAGCTTCGCTGTAAGTCGACGGATCCGGC
QC GIpF Stop Sall rev GCCGGATCCGTCGACTTACAGCGAAGCTTTTTG

QC GIpF-E43A for CGTCTTTTGGTCAGTGGGCAATCAGTGTCATTTGGG
QC GIpF-E43A rev CCCCAAATGACACTGATTGCCCACTGACAAAAGAC

2.5.1.8.2 Klonierung der GlpF-Fusionskonstrukte

Die Gene, welche fir die GlpF-Monomere der kinstlichen GlpF-Fusionsvarianten kodieren,
wurden durch Anfliigen der Erkennungssequenzen der kompatiblen Restriktionsenzyme Xhol
und Sall am 5°- bzw. 3'-Ende des glpF-Gens verknipft. Die Klonierungsstrategie ist im
Folgenden fiir die pRSET-His-GlpF und pGlpF basierten Plasmide, welche eine 5°-Ndel-
Schnittstelle enthalten, dargestellt. Die Klonierung der pLexA-GlpF basierten Plasmide erfolgte
analog, jedoch Uber eine 5°-Nhel-Schnittstelle.

Um die zusatzlichen 5'-Xhol- und 3’-Sall-Restriktionsschnittstellen einzufligen und dartber
hinaus am 3'-Ende das Stopcodon zu entfernen, wurde das glpF-Gen in einer PCR mit den in
Tabelle 13 erfassten Primern amplifiziert (vgl. Abbildung 10, Schritt 1). Im Folgenden dienten
die Amplifikate sowohl als Insert-DNA fir die sukzessive Verknlpfung der glpF-Gene und auch
fir die Generierung der Plasmid-Vektoren pRSET-His-1xGlpF und p1xGlpF (vgl. Abbildung
10, Schritt 2). Fir die Erzeugung der Plasmid-Vektoren pRSET-His-1xGIpF und p1xGlpF
wurden die Amplifikate praparativ mit den Restriktionsenzymen Ndel sowie BamH| restringiert.
AnschlieBend wurden diese zwischen die Ndel-und BamHl-Schnittstellen der Vektoren
pRSET-His-GlpF bzw. pGlpF kloniert. Mittels einer ortspezifischen Mutagenese wurde dann
am 3'-Ende des glpF-Gens in den neuen Vektoren ein Stopcodon eingefiigt (vgl. Abbildung
10 Schritt 2). Zur Fusion der glpF-Gene wurde Ndel/Sall restringierte Insert-DNA zwischen die
Ndel- und Xhol-Schnittstellen der Vektoren pRSET-His-1xGlpF und p1xGlpF kloniert (vgl.
Abbildung 10, Schritt 3). In den neuen Plasmiden pRSET-His-2xGlpF und p2xGlIpF entsteht
durch Ligation der durch Xhol- und Sall erzeugten komplementaren Enden eine Sequenz, die
nicht mehr durch Xhol- bzw. Sall erkannt wird. Zur Konstruktion der trimeren und tetrameren
Fusionsproteine wurde Schritt 3 noch ein bzw. zwei Mal wiederholt. Allerdings wurde statt des
Vektors, der fir monomeres GIpF kodiert, der in der jeweiligen Vorstufe erzeugte Vektor mit

dem dimeren bzw. trimeren Fusionskonstrukt verwendet.
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Abbildung 10: Klonierungsschema der GlpF-Fusionskonstrukte.

Die Klonierung der GlpF-Fusionskonstrukte ist schematisch ausgehend vom Plasmid pGlpF dargestellt.
Die Klonierung der pRSET-His und pLexA basierten Plasmide erfolgte analog, im Fall von pLexA jedoch
Uber eine 5 -Nhel-Schnittstelle. In Schritt 1 wird in einer PCR die GlpF-/nsert-DNA erzeugt, die neben
der 5 -Ndel- und 3'-BamHI-Schnittstelle zusatzlich am 5°- bzw. 3'-Ende die Erkennungssequenz der
kompatiblen Restriktionsenzyme Xhol bzw. Sall enthélt. In Schritt 2 wird der Plasmid-Vektor p1xGlpF
erzeugt. Dieser unterscheidet sich vom Ausgangsvektor darin, dass das glpF-Gen ebenfalls durch die
Restriktionsschnittstellen Xhol bzw. Sall flankiert ist. In Schritt 3 erfolgt schlieBlich die Fusion zweier
glpF-Gene. Ndel und Sall restringierte GlpF-/nsert-DNA wird zwischen die Ndel- und Xhol-Schnittstelle
des Vektors p1xGlpF kloniert. Die Ligation der durch Xhol- und Sall-Restriktion erzeugten
komplementéren Enden fihrt im neuen Plasmid p2xGlpF zu einer Sequenz, die nicht mehr durch Xhol

oder Sall erkannt wird.
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Far die Klonierung der kiinstlichen, tetrameren GlpF-Fusionskonstrukte mit steigender Anzahl
an mutierten GlpF-Monomeren wurde zunachst in den Vektor p1xGlpF sowie in die Vorstufe
dieses Vektors (enthalt keine Stopcodon) die Mutation E43A mittels ortspezifischer
Mutagenese eingefihrt. Die Fusion der einzelnen glpF-Gene erfolgte wie im vorherigen Absatz
beschrieben. Dabei wurde je nach endgiltiger Anzahl an mutierten, Monomeren im
fusionierten Tetramer entweder das wildtypische glpF-Gen oder das mutierte glpF-Gen als
Insert-DNA verwendet. In den heterotetrameren Konstrukten wurden zuerst die mutierten glpF-
Gene sukzessive an das 5-Ende des vorhergehenden, mutierten glpF-Gens geknipft und
dann die wildtypischen glpF-Gene.

Tabelle 13: Primer fiir die Klonierung der der kinstlichen GlpF-Fusionsvarianten.
Die GlpF spezifischen Sequenzen sind unterstrichen dargestellt und die Restriktionsschnittstellen grau

hinterlegt.
Bezeichnung 5-Sequenz-3
GIpF Ndel Xhol
f GCGCGCCATATGGGCAGCGGCCTCGAGATGAGTCAAACATCAACC
or
GIpF Sall rev GCGCGCGGATCCGTCGACCAGCGAAGCTTTTTG
GlpF Nhel Xhol
f GCGCGCGCTAGCGGCAGCGGCCTCGAGATGAGTCAAACATCAACC
or

2.5.1.8.3 Kilonierung von pVenus-GIpF

Die zu der Klonierung des Venus-GlpF-Fusionskonstruktes bendtigte venus-DNA wurde
mittels einer PCR aus dem Plasmid pCS2-Venus amplifiziert (157) (Tabelle 14). Dabei wurde
eine 5’-Ndel und eine 3-Nhel-Restriktionsschnittstelle eingefligt und das Stopcodon entfernt.
Das Ndel/Nhel restringierte Amplifikat wurde daraufhin in den pLexA-GlpF-Vektor zwischen
die Ndel- und Nhel-Schnittstellen kloniert (125).

Tabelle 14: Primer fiir die Klonierung des Venus-GlpF-Fusionsproteins.
Die Venus spezifischen Sequenzen sind unterstrichen dargestellt und die Restriktionsschnittstellen grau
hinterlegt.

Bezeichnung 5'-Sequenz-3°
Venus Ndel for GCGCGCCATATGGTGAGCAAGGGCGAG
Venus Nhel rev GCGCGCGCTAGCCTTGTACAGCTCGTCCATG

2.5.1.9 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierungen wurden von der Firma Eurofins MWG (Martinsried) nach der
Kettenabbruch-Methode mittels fluoreszenzmarkierter Nukleotide nach Sanger (Sanger et al.,
1977) durchgefiihrt. Die folgenden Primer wurden hierfiir verwendet (Tabelle 15).
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Tabelle 15: Sequenzierprimer.
Bezeichnung 5-Sequenz-3 Verwendung

_ pMal-p2-Plasmide
M13uni (-21) TGTAAAACGACGGCCAGT .
(ausgehend vom 3'-Ende)

pMal-p2- und pLexA-Plasmide
M13rev(-49) GAGCGGATAACAATTTCACACAGG .
(ausgehend vom 5°-Ende)
pRSET-His-Plasmide
(ausgehend vom 5°-Ende)
pRSET-His-Plasmide

(ausgehend vom 3°-Ende)

T7 TAATACGACTCACTATAGGG

T7 term CTAGTTATTGCTCAGCGGT

pLexA-Plasmide

MalEcheck  CAGTTGCCGCAACCTGTGG (ausgehend vom 3'-Ende)

2.5.2 Mikrobiologische Methoden

2.5.2.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Zur Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen wurde die Methode nach Chung und
Miller angewandt (164). Dazu wurden 3 mL Luria-Bertani (LB)-Medium mit einer Einzelkolonie
des jeweiligen E. coli-Stammes inokuliert und Uber Nacht bei 37 °C im Schuttelinkubator
inkubiert. Am nachsten Tag wurden 50 mL frisches LB-Medium im Verhaltnis 1:100 mit der
Vorkultur inokuliert und die Zellen bis zu einer optischen Dichte von 0,5 bei einer Wellenlange
von 600 nm (ODego) bei 37 °C unter Schitteln kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen bei
3220 g und 4 °C 10 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 5 mL eiskaltem Tryptic Soy Broth
(TSB)-Medium resuspendiert. Nach mindestens 10-minltiger Inkubation auf Eis wurde die
Suspension 100 uL-weise aliquotiert, mit flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C
gelagert.

2.5.2.2 Transformation kompetenter E. coli-Zellen

Chemisch kompetenten E. coli-Zellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 1-10 pL zu
transformierender DNA versetzt (nicht mehr als 1 pg DNA in maximal 10 pL) und die Zellen
30 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte ein 45 s langer Hitzeschock bei 42 °C. Die Zellen
wurden daraufhin 2-3 min auf Eis abgekuhlt, anschlieBend mit 500 pL LB-Medium versetzt und
1 h bei 37 °C unter Schiitteln inkubiert. Die Zellen wurden dann bei Raumtemperatur und
20.800 g 1 min zentrifugiert und der Uberstand bis auf 150 pL abgenommen und das Zellpellet
resuspendiert. 80 pL der Zellsuspension wurden auf ampicillinhaltigen (100 pg/mL)
Agarplatten ausplattiert. (SU101-Zellen wurden auf ampicillin- (100 pg/mL), chloramphenicol-
(30 pg/mL) und kanamycinhaltigen (30 pg/mL) Agarplatten ausplattiert). Im Anschluss erfolgte
eine Inkubation der Agarplatten Uber Nacht bei 37 °C.
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2.5.2.3 Kultivierung von E. coli

Die eingesetzten Volumina der Kulturen, die Inokulationsverhéltnisse (Volumen der Vorkultur
(Vvk) zu Volumen der Hauptkultur (Vuk)), der Zeitpunkt Induktion der Proteinexpression mit
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG) (tna.) sowie die Dauer der Expression waren von
der folgenden Anwendung abhéangig und sind Tabelle 16 zu entnehmen. Fir die Vorkulturen
wurde allgemein ampicillinhaltiges (100 pg/mL) LB-Medium mit einer Einzelkolonie
transformierter E. coli-Zellen inokuliert und tber Nacht bei 37 °C unter Schitteln inkubiert. Flr
die Hauptkultur wurde ampicillinhaltiges (100 ug/mL) LB-Medium mit der Ubernachtkultur
inokuliert und bei 37 °C unter Schitteln inkubiert. Bei Expressionen in SU101-Zellen wurde
dem LB-Medium Ampicillin (100 pg/mL) und Chloramphenicol (30 pg/mL) zugesetzt. Die
Induktion der Proteinexpression mit IPTG erfolgte abhangig von der Anwendung zu
verschiedenen Zeitpunkten.

Tabelle 16: Variable Parameter zur Kultivierung von E. coli.

Anwendung Vvk/Vik  Vhk tind. c(IPTG) Beendet
- . 3 h nach
Uberexpression zur
o 1:10 2L ODeoo:1,2-1,3 0,5 mM IPTG
GlpF-Reinigung
Induktion
GALLEX/ Bei Inokulation 0-
. 1:40 10mL ODeéoo: 0,6
Aktivitats-Test der Hauptkultur 1 mM
_ Bei Inokulation 0-
Membranpréparation 1:40 50mL ODeéoo: 0,8
der Hauptkultur 1 mM
1 h nach
GALLEX mit
1:40 10mL ODegoo: 0,6 0,5 mM IPTG
2-PEtOH-Inkubation
Induktion

Die Kulturen, welche fir die GlpF-Uberexpression mit anschlieBender Reinigung kultiviert
wurden, wurden wie angegeben 3 h nach Induktion durch Zentrifugation bei 1.700 g, 10 min
und 4 °C pelletiert. Das Zellpellet aus 1 L Expressionskultur wurde in 45 mL
Resuspensionspuffer | resuspendiert und bei - 20 °C gelagert.

2.5.3 Biochemische Methoden

2.5.3.1 SDS-PAGE (Polyacrylamid-Gelelektrophorese)-Analyse

In der diskontinuierlichen Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE, engl.: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gelelectrophoresis) nach Laemmli
wurden unter denaturierenden Bedingungen Proteine nach ihrem Molekulargewicht getrennt
(165). Es wurden Acrylamidanteile von 10% im Trenngel und 6% im Sammelgel verwendet.
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Die Gele (8 cm (L) x 7,3 cm (H) x 0,75 mm (T)) wurden unter Verwendung der Mini-Protean 3
Casting-Kammer (BioRad) nach den Angaben in Tabelle 17 gegossen. Der Radikalstarter
Ammoniumpersulfat  (APS) und der Stabilisator freier Radikale  N,N,N',N'-
Tetramethylethylendiamin (TEMED) wurden unmittelbar vor dem Gief3en zugegeben, um eine
zu schnelle Polymerisation zu verhindern. Zunachst wurde das Trenngel gegossen und mit 1:3
(v/v) verdinntem Isopropanol Uberschichtet. Nach der Polymerisation wurde das Isopropanol
entfernt, das Sammelgel mit dem Trenngel tUberschichtet und Kdmme fir 15 Taschen in das
Sammelgel gesteckt. Die Proben wurden entweder mit 5x SDS-Probenauftragspuffer oder
SDS-freiem 5x Probenpuffer (semi-nativ) versetzt und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Elektrophorese erfolgte in SDS-Laufpuffer bei einer Gleichspannung von zunachst 100 V
bis zum Erreichen des Trenngels. Dann wurde die Gleichspannung auf 200 V erhéht und die
Elektrophorese beendet sobald die Lauffront den unteren Rand des Gels erreichte. Als
GréBenstandards wurden entweder 5 uL der PageRuler™ Prestained Protein Ladder oder der
PageRuler™ Unstained Protein Ladder verwendet.

Tabelle 17: Zusammensetzung der Sammel- und Trenngele nach Laemmili.

Substanz Sammelgel (6 %) Trenngel (10 %)
40 % Acrylamid/N,N-Methylenbisacrylamid (37,5/1) 1,5mL 2,5mL
Sammelgel-Puffer (Laemmli) 2,5mL

Trenngel-Puffer (Laemmli) 2,5mL
dH=0 6 mL 5mL

APS 50 pL 50 pL
TEMED 20 uL 20 uL

2.5.3.2 Coomassie-Farbung

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden mittels Coomassie-Brillant-Blau Farbung
im Gel visualisiert. Der Triphenylmethan-Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau lagert sich dabei
an die basischen Seitenketten im Protein an. Die Gele wurden 30 min mit Coomassie-
Farbeldsung schittelnd inkubiert und anschlieend der Gberschissige Farbstoff mit Entfarbe-
Lésung entfernt bis deutliche Proteinbanden zu erkennen waren. Die Nachweisgrenze liegt
hier bei 0,1-1 pg Protein pro Bande (166).

2.5.3.3 Western Blot-Analyse und immunochemischer Nachweis

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden nach dem Tank-Blot-Verfahren in einem
elektrischen Feld aus der Polyacrylamidgel-Matrix auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran
(PVDF) Ubertragen und dort gleichzeitig immobilisiert. Die PVDF-Membran wurde hierfir
zunachst zur Aktivierung in Methanol gelegt und anschlieBend mit dem Filterpapier in Tank-
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Blot-Puffer getréankt. Die Tank-Blot-Apparatur wurde nach Herstellerangaben (BioRad,
Minchen) aufgebaut. Der Proteintransfer erfolgte 1 h bei konstanter Spannung (100 V) bei
4 °C. Zur immunochemischen Analyse wurde die Membran 1 h bei Raumtemperatur in Block-
Puffer inkubiert und anschlieBend 3 x 5 min mit Tris buffered saline und Tween 20 (TBST)-
Puffer gewaschen. Es folgte die Inkubation mit dem Primarantikdrper bei 4 °C lber Nacht.
Nach erneutem Waschen (3 x 5 min) mit TBST-Puffer wurde die Membran 1 h bei
Raumtemperatur mit dem Sekundarantikérper inkubiert. Nochmals wurde die Membran mit
TBST-Puffer gewaschen und die Detektion des Proteins erfolgte mit dem Pierce ECL Western-
Blotting Substrate geman den Herstellerangaben. Die entstandene Chemilumineszenz wurde
mit dem Dokumentationssystem STELLA detektiert. Zur quantitativen Auswertung der
Western Blot-Analyse wurden die Proteinbandenintensitadten mit dem Programm ImageJ und
der darin enthaltenen ,Gel-Analyse-Funktion® bestimmt (167).

2.5.3.4 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentrationsbestimmung von reinen Proteinldsungen erfolgte mit Hilfe des spezifischen
Extinktionskoeffizienten nach dem Lambert-Beer'schen-Gesetz. Hierflir wurde die Absorption
bei 280 nm bestimmt und der molare Extinktionskoeffizient mit dem Computerprogramm
Expasy ProtParam berechnet.

Die Proteinkonzentration von Membranpraparationen wurde Uber einen Bicinchoninsaure

(BCA)-Test mittels des BCA Protein Assay Kit nach Herstellerangaben bestimmt.

2.5.3.5 Membranpréaparation

Zur Praparation von GlpF-haltigen Membranen aus E. coli wurden diese wie unter 2.5.2.3
beschrieben kultiviert. Nach Erreichen einer ODgoo von etwa 0,8 wurden Zellsuspensionen
einer ODggo von 2,0 in einem Volumen von 15 mL hergestellt. Hierzu wurde das bendétigte
Volumen der Kultur abgenommen, die Zellen 10 min bei 3.220 g und 4 °C zentrifugiert und das
Zellpellet schlieBlich in 15 mL Resuspensionspuffer |l aufgenommen. Zur Lyse der
Bakterienzellen wurden diese 1,5 min unter Kiihlung am Ultraschallgerat (13 mm-Makrospitze,
Duty Cycle 50%, Output Control 6) behandelt. AnschlieBend erfolgte ein 10 min
Zentrifugationsschritt bei 12.000 g und 4 °C. Die GlpF-haltigen Membranen wurden schlielich
durch einstiindige Zentrifugation des Uberstands bei 165.000 g und 4 °C pelletiert und in
100 uL Solubilisierungspuffer resuspendiert. Die Gesamtproteinkonzentration der Membranen
wurde mit Hilfe eines BCA-Tests bestimmt.
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2.5.3.6 Proteinreinigung mittels immobilisierter Metallionen Affinitats-
Chromatographie

Die Isolierung von GlpF erfolgte Uber eine Reinigung mittels immobilisierter Metallionen
Affinitdtschromatographie (IMAC) (168). Fur die Reinigung wurde GlpF in BL21(DE3)-Zellen
von pRSET-His-Plasmiden exprimiert, welche fir GlpF mit einem N-terminalen Deka-Histidin-
Fusions- Tag kodieren.

Die Volumina im folgenden Protokoll sind auf die Reinigung von GIpF aus 1 L
Expressionskultur bezogen.

Zur Reinigung wurde die E. coli-Zellsuspension (siehe 2.5.2.3) unter Kihlung in einem Eisbad
4 x 3 min mit jeweils 3 min Pause per Ultraschall behandelt (13 mm-Makrospitze, Duty Cycle
50%, Output Control 6 (Zyklus 1 und 2) / Qutput Control 8 (Zyklus 3)). Im Anschluss wurde
das Lysat bei 12.000 g und 4 °C 30 min zentrifugiert gefolgt von einer einstindigen
Zentrifugation des Uberstands bei 117.000 g und 4 °C. Die pelletierten Membranen wurden
danach in 50 mL Solubilisierungspuffer 1 h bei Raumtemperatur unter Rihren solubilisiert. Es
folgte ein weiterer 10 min Zentrifugationsschritt bei 3220 g. Zeitgleich wurde 1 mL Nickel-
Nitrilotriessigsaure (Ni-NTA)-Agarose-Suspension (50% (v/v)) mit dem 15-fachen Volumen an
Solubilisierungspuffer aquilibriert. Die &aquilibrierte Ni-NTA-Agarose-Matrix wurde zu dem
Uberstand des zentrifugierten Membransolubilisats gegeben und nach 1 h Inkubation unter
ROhren bei Raumtemperatur die Ni-NTA-Agarose-Matrix in einen 5 mL Saulenkdrper
dberfuhrt. Die in den weiteren Schritten benétigten Waschpuffer sowie der Elutionspuffer
wurden abhéngig von der folgenden Anwendung entweder mit 50 mM Octyl-B-D-
glucopyranosid (OG)- oder 5 mM n-Dodecyl p-D-maltosid (DDM)-Puffer DDM versetzt. Es
erfolgten zwei Waschschritte mit jeweils 10 mL der Waschpuffer | und Il und abschlieBend die
Elution des Proteins in drei Fraktionen zu je 1 mL. Hier ging der Elution jeweils eine 5 min
Inkubation der Ni-NTA-Agarose-Matrix mit dem Elutionspuffer voraus. AbschlieBend erfolgte
ein semi-native SDS-PAGE-Analyse und eine photometrische Bestimmung der

Proteinkonzentration.

2.5.3.7 Praparative Gelpermeationschromatographie

Optional wurde im Anschluss an die Proteinreinigung mittels IMAC eine
Gelpermeationschromatographie (GPC) an einem AKTApurifier System mit einer Superose 6
Saule (GE Healthcare) durchgefiihrt. Mit einem Fraktionssammler (Frac920) wurde das Eluat
in 200 pL Aliquots gesammelt. Als Eluent diente DDM-Puffer, das Probenvolumen betrug
500 pL und die Flussrate wurde auf 0,25 mL/min eingestellt. Die Proteindetektion erfolgte
durch Absorptionsmessung bei 280 nm.
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2.5.3.8 Funktionelle Rekonstitution von GlpF in Proteoliposomen

Die funktionelle Rekonstitution von GlpF in Proteoliposomen erfolgte nach dem Prinzip der
Detergenz-Dialyse. Hierflr wurden grundsatzlich 5 mM Phospholipide und ein molares Lipid
zu GIpF Verhaltnis von 400:1 eingesetzt. Die in Chloroform vorliegenden Phospholipide
wurden in 1,5 mL Polypropylen-ReagiergeféBe tberfiihrt und das Chloroform durch einen
leichten Stickstoffstrom entfernt. Verbleibende L&sungsmittelspuren wurden Uber Nacht in
einem Vakuumexsikkator entfernt. Am folgenden Morgen wurde der Lipidfilm in 200 pL
Dialysepuffer (versetzt mit 30 mM OG) (169) bei 37 °C 45 min unter leichtem Schutteln im
Thermoblock rehydratisiert. Zeitgleich wurde in OG gereinigtes GlpF 15 min bei 20.230 g und
4 °C zentrifugiert und anschlieBend mit einer Endkonzentration von 12 uM zu der OG-Lipid-
Mischung gegeben. Das Volumen des Ansatzes wurde auf 500 pL mit Dialysepuffer
eingestellt. Der Dialysepuffer wurde hierfir mit einer entsprechenden OG-Konzentration
versetzt, um eine Endkonzentration von 30 mM OG zu erhalten. Der Dialyseansatz wurde
dann in Dialysemembranen Uberfihrt, welche zuvor kurz in Dialysepuffer inkubiert worden
waren (Trenngrenze der Dialysemembran 12-14 kDa). AbschlieBend wurde der Dialyseansatz
mindestens 48 h bei 4 °C unter konstantem Rihren gegen das 100-fache Volumen des
Dialyseansatzes dialysiert. Der Dialysepuffer wurde dreimal erneuert.

2.5.3.9 SDS-Titration zur Untersuchung der Proteinstabilitat

Durch eine SDS-induzierte Entfaltung von Membranproteinen in gemischten
Detergenzmizellen kann die Proteinstabilitat untersucht werden (170). Zur sukzessiven
Proteinentfaltung wurde in DDM gereinigtes GIpF zunéachst Uber eine PD-10-Saule nach
Herstellerangaben in DDM-Puffer umgepuffert und anschlieBend der SDS-Stoffmengenanteil
(Xsps) durch Zugabe einer 500 mM SDS-Stammlésung (und entsprechender Verdiinnungen)
von 0 auf 0,95 erhéht. Die Proteinkonzentration betrug 8,1 uM. Zur Dokumentation der
Proteinentfaltung wurde nach 1 h Inkubation bei Raumtemperatur eine semi-native SDS-
PAGE-Analyse durchgeflhrt.

2.5.3.10 GALLEX

Das GALLEX-System ermdéglicht die Untersuchung der Oligomerisierung einzelner
Transmembranhelices und auch vollstandiger Membranproteine in vivo (125, 158). Grundlage
des GALLEX-Systems ist die transkriptionelle Repression des fiir die B-Galaktosidase
kodierenden lacZ-Gens durch den durch Oligomerisierung aktivierten Transkriptionsfaktor
LexA (171). Fir die Messungen der Homooligomerisierung wurden der E. coli-Stamm SU101
und pLexA-Plasmide verwendet, welche fur Fusionsproteine mit einer N-terminalen LexA-
DNA-Bindungsdoméne kodieren. In den E. coli SU101-Zellen steht das lacZ-Gen unter der
Kontrolle des Transkriptionsfaktors LexA (155). Bei Oligomerisierung des Fusionsproteins
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kénnen auch die aminoterminalen LexA-Domanen interagieren und an die Operator-Region
des lacZ-Gens binden, wodurch die Expression der B-Galaktosidase unterdriickt wird. Durch
Bestimmung der p-Galaktosidase-Aktivitat (B-Gal.-Akt.) kann die Starke der Interaktion der
Fusionsproteine ermittelt werden. Dabei weist eine hohe B-Gal.-Akt. auf eine niedrige Oligo-
merisierungstendenz hin.

Die Kultivierung der mit den pLexA transformierten E. coli SU101-Zellen erfolgte wie unter
2.5.2.3 beschrieben. Fir alle Konstrukte und jede IPTG-Konzentration wurde eine
Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Hierfir wurden von jedem Transformationsansatz drei
Kolonien ausgewahlt

Nachdem etwa eine ODegoo von 0,6 erreicht war, wurden 100 pL der Bakteriensuspension zu
900 pL 1x Z-Puffer gegeben. Durch Zugabe von 10 pL einer 0,1% SDS-Lésung und 12 pL
Chloroform wurden die Zellen lysiert. Zum Nachweis der vorhandenen B-Gal.-Akt. wurde zu
den Reaktionsansatzen 200 pL o-Nitrophenyl-B-D-galaktopyranosid (ONPG)-Lésung
gegeben. Nach ausreichendem ONPG-Umsatz wurde die Hydrolyse durch Zugabe von 500 pL
einer 1 M-Natriumcarbonat-Lésung gestoppt. Es folgte eine 1 min Zentrifugation der Proben
bei 20.230 g und anschlieBend die Messung der Absorption bei 420 nm und 550 nm. Die [3-
Gal.-Akt. in Miller-Einheiten (MU, engl.: Miller units) wurde nach Gleichung 1 bestimmt (172).

B-Gal.-Akt. / MU = [1000 - OD4z20 — (1,75 - ODss0)] / [t (min) - 0,1 mL - ODeoo] [1]

2.5.4 Biophysikalische Methoden

2.5.4.1 Aktivitats-Test flir GIpF

Die Aktivitat von GIpF in Proteoliposomen oder E. coli-Zellen wurde durch Messung der Kinetik
des Ribitolflusses an einem Stopped-Flow-UV/Vis-Spekirometer bestimmt (Abbildung 11).
Grundlage der Stopped-Flow-Technik ist das sehr schnelle und effiziente Mischen zweier
Reaktionskomponenten und die sofortige spektroskopische Detektion des Reaktionsverlaufs.
Uber einen pneumatisch angetriebenen Stempel werden die Reaktionskomponenten aus den
Spritzen A und B zeitgleich durch einen T-Mischer in eine Durchflusskivette geleitet. Aus
dieser tritt die Losung dann in die Stopp-Spritze und I6st damit den Kontakt mit der Trigger-
Schaltung aus, was den Fluss stoppt und die Detektion der Reaktion initiiert. Die Totzeit der
hier verwendeten Apparatur liegt bei 1,0 ms.
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Spritze A T-Mischer
pneumatischer :
Antrieb |
Detektor Computer
. Durchfluss-
Spritze B kivette -
Trigger Stop-Spritze

Abbildung 11: Schematischer Aufbau eines Stopped-Flow-UV/Vis-Spektrometers.

Der schematische Aufbau der Stopped-Flow-Apparatur zeigt die Proben- und Detektionseinheit sowie
die Lichtquelle. Die Probeneinheit gewahrleistet das schnelle und effektive Mischen der
Reaktionskomponenten aus den Spritzen A und B durch einen T-Mischer und den Fluss in die
Durchflusszelle. Uber die Stopp-Spritze der Probeneinheit wird der Probenfluss gestoppt und zeitgleich
der Start der Detektion Uber eine Trigger-Schaltung initiiert. Die Detektionseinheit besteht aus einem
Photomultiplier, der im 90° Winkel zum einfallenden Licht positioniert ist. Als Lichtquelle dient eine
Xenon-Gasentladungslampe. Nicht gezeigt in diesem Aufbau ist der Monochromator, welcher zwischen
der Lichtquelle und der Durchflusskivette positioniert ist, sowie die Temperaturreglereinheit, welche die
Spritzen A und B, den T-Mischer sowie die Durchflusskiivette umfasst.

Proteoliposomen wurden fir die Kinetik-Messungen wie unter 2.5.3.8 beschrieben hergestellt
und vor der Messung 1:2 mit Dialysepuffer verdlinnt. E. coli SK46-Zellen wurden fir funktionale
Messungen mit pMal-p2x Plasmiden transformiert, anschlieBend wie unter 2.5.2.3 kultiviert
und schlieBlich eine ODgoo von 1,0 in einem Volumen von 3 mL ampicillin- (100 pg/mL) und
chloramphenicolhaltigen (30 ug/mL) LB-Medium eingestellt. Die Proteoliposomen bzw. die
Bakteriensuspension wurden dann mit einer hypertonischen Ribitollésung, welche in
Dialysepuffer bzw. ampicillin- und chloramphenicolhaltigen LB Medium angesetzt war, in der
Stopped-Flow-Apparatur gemischt. Der Ribitolfluss tber die Lipidmembran wurde indirekt
durch Messung der Lichtstreuung bei einer Wellenlange von 600 nm in einem Winkel von 90°
zum einfallenden Licht bei Raumtemperatur Gber ein Zeitintervall von 10 s detektiert. Durch
den osmotisch bedingten Wasserausstrom, und dem damit einhergehenden reduzierten Zell-
bzw. Proteoliposomvolumen, nahm die Streulichtintensitat dabei zunachst sehr schnell zu.
Aufgrund des GIpF spezifischen Ribitolflusses, der wiederum durch das verénderte
osmotische Gleichgewicht zu einem Wasserrtckfluss fuhrte, vergréBerte sich das Zell- bzw.
Proteoliposomvolumen wieder. Diese Volumenzunahme flihrte wiederum zu einer Abnahme
der Streulichtintensitdt. Die Abnahme der Streulichtintensitdt wurde dann mit einer ein-
(Messung in ganzen Zellen) oder zweifach exponentiellen Zerfallsfunktion (Messung von
Proteoliposomen) approximiert (Gleichung 2).

f(x) = A1 - e+ Ay - e 1y (2]
(A7 und Az: Amplituden, ki und k2: Geschwindigkeitskostanten, yo: Plateau)
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Im Falle einer zweifach exponentiellen Approximation wurde abschlieBend eine gewichtete
Geschwindigkeitskonstante (kw) bestimmt (Gleichung 3) (173).

kw = A1/(A1+A2) " k1 + A2/(A1+A2) " k2 [3]

Auswertung der Messungen mit E. coli SK46-Zellen

Um Unterschiede im Expressionsniveau der analysierten GlpF-Konstrukte zu berticksichtigen,
wurden Membranen aus E. coli SK46-Zellen prapariert (2.5.3.5) und mittels einer Western
Blot-Analyse die GlpF-Konzentration bestimmt.

Auswertung der Messungen in Proteoliposomen

Im Anschluss an die funktionalen Messungen wurde eine semi-native SDS-PAGE-Analyse
durchgefiihrt und die GlpF-Banden mittels des Computerprogramms Imaged quantifiziert. Zur
Ermittlung der relativen GlpF-Konzentration (Caipr,re1.), Wurde die Menge an inkorporierten GlpF
auf die Menge an inkorporierten GlpF nach Rekonstitution in diC18:1-PC Liposomen bezogen.
Die gewichteten Geschwindigkeitskonstanten wurden dann auf c.. bezogen, um die relative,
gewichtete Geschwindigkeitskonstante kw,e. zu erhalten. AbschlieBend wurde kw,rel. Wiederrum
far die Vergleichbarkeit der Messungen auf ku,.. von GlpF in den diC18:1-PC Liposomen des
jeweiligen Messtages normiert. Auf diese Weise wurde die normierte, gewichtete
Geschwindigkeitskonstante kwnom. €rhalten.

2.5.4.2 Laurdan Fluoreszenzspektroskopie

6-Dodecanoyl-N,N-dimethyl-2-naphtylamin (Laurdan) ist ein Derivat des urspriinglich von
Weber synthetisierten Fluoreszenzfarbstoffs 6-Propionyl-2-Dimethylaminonaphtalin (Prodan)
(174) und wird zur Detektion von Phasenzustanden in Lipidmembranen verwendet (siehe
Abbildung 12) (175). Aufgrund des hydrophoben Laurinsdure-Rests ist Laurdan nicht
wasserléslich und inseriert in Lipidmembranen wobei der Naphthalin-Rest auf H6he des
Glycerol-Rlckgrats lokalisiert ist (175). Die partielle Ladungstrennung zwischen der 2-
Dimethylamin- und der 6-Carbonylgruppe fihrt zur Entstehung eines Dipolmoments.
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Abbildung 12: Laurdan-Fluoreszenzspektroskopie.
Strukturformel von Laurdan. Der blaue Pfeil deutet das durch partielle Ladungstrennung zwischen der
2-Dimethylamin- und der 6-Carbonylgruppe entstehende Dipolmoment an.
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Phospholipide, gelést in Chloroform, und Laurdan (174), gelést in Ethanol, wurden in einem
molaren Verhéltnis von 500:1 und einer Lipid-Endkonzentration von 1 mM gemischt und das
Lésungsmittel  durch  einem  leichten  Stickstoffstrom  entfernt.  Verbleibende
Lésungsmittelspuren wurden Uber Nacht in einem Vakuumexsikkator entfernt. Der Lipidfilm
wurde in N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsaure (HEPES)-Puffer bei 37 °C 45 min
unter leichtem Schitteln im Thermoblock re-hydratisiert. Durch sechs Gefrier- und Auftau-
Zyklen wurden groBe unilammelare Vesikel (LUVs) erzeugt. Fir Messungen mit steigenden
Konzentrationen an 2-PEtOH (0-16 mM) wurden die Liposomen 1 h bei Raumtemperatur mit
2-PEtOH inkubiert. AnschlieBend wurde das Laurdan Fluoreszenzspektrum nach Anregung
bei 340 nm (Spaltbreite 4 nm) zwischen 400 und 500 nm (Spaltbreite 4 nm) bei 25 °C
aufgenommen und die Generalized Polarization (GP) nach Gleichung 4 berechnet (175).

GP = (la4o - lago) / (la40 + laso) [4]
(la40 und lago: Fluoreszenzintensitat bei den Wellenlangen 440 und 490 nm)

2.5.4.3 Dynamische Lichtstreuung zur Gr6Benbestimmung der Proteoliposomen
Mittels der dynamischen Lichtstreuung (DLS, engl.: dynamic light scattering) kann die
PartikelgréBe von Makromolekilen und Nanopartikeln in Losung bestimmt werden (176). In
einer DLS-Messung wird in einem festen Winkel ein Laserstrahl auf die Probe fokussiert und
die Streulichtintensitdt in kurzen Zeitabstdnden erfasst. Aufgrund der Brownschen
Molekularbewegung der streuenden Molekile fluktuiert die Streulichtintensitat. Diese
Fluktuationen sind abhangig vom Diffusionskoeffizienten (D) der Molekile, der wiederum
proportional zum hydrodynamischen Radius (Rn) dieser ist. Zur Bestimmung des
Diffusionskoeffizienten werden die Streulichtintensitédten zu den verschiedenen Zeitpunkten in
einer Autokorrelationsanalyse verglichen und eine Korrelationsfunktion (C(1)) erstellt. Durch
Approximation der Korrelationsfunktion mit einer exponentiellen Gleichung kann der
Diffusionskoeffizient der Molekile, basierend auf der in Gleichung 5 gezeigten Proportionalitat,
berechnet werden.

C(1) ~ exp(-Do?r) [5]

(t: Zeitkonstante, D: Diffusionskoeffizient, und q = 41tn/A - sin(6/2) mit n: Brechungsindex des
Mediums, A: Wellenlédnge des Laserstrahls und 6: Einfallswinkel des Laserstrahls)

Mittels des Diffusionskoeffizienten ergibt sich aus der Stokes-Einstein-Gleichung der
hydrodynamische Radius der Molekiile (Gleichung 6).

D = (keT) / (6TTNRK) [6]

(k: Boltzmann-Konstante, T: Temperatur, n: Viskositdt des Ldsungsmittels, Rw:
hydrodynamischer Radius)
51



Material und Methoden

Unmittelbar aus der Korrelationsfunktion kénnen das Intensitatsmittel (Z-Mittel) und der
Polydispersitatsindex (PDI) der Probe abgeleitet werden. Da das Z-Mittel jedoch sehr anfallig
fir in der Probe vorhandene Aggregate ist und dieses damit nur fir monodisperse Proben
aussagekraftig ist, kann aus dem Intensitatsmittel das Zahlenmittel berechnet werden. Hierflr
wird unter anderem der Brechungsindex n der Molekile benétigt.

Die GroBenverteilung der Proteoliposomen, die wie in Abschnitt 2.5.3.8 beschrieben
hergestellt wurden, wurde an einem Zetasizer-Nano-S der Firma Malvern Instruments bei
20 °C bestimmt. Fir den Brechungsindex des Mediums wurde ein Wert von 1,330
angenommen und fir den Brechungsindex der Liposomen von 1,590. Fir die Viskositat des
Lésungsmittels wurde ein Wert von 1,0031 verwendet. Jede Probe wurde bei einem
Einfallswinkel des Laserstrahls von 173° nach 2 min Temperierung zehnmal Gber ein
Zeitintervall von 10 s gemessen. Die Berechnung des Z-Mittels, des Polydispersitatsindex und
des Zahlenmittels erfolgte mit der integrierten Geratesoftware.

2.5.4.4 Summenfrequenzerzeugungsspektroskopie

Die Summenfrequenzerzeugungsspektroskopie (SFG, engl.: sum frequency generation)
wurde in Kooperation mit dem Max-Planck-Institut fir Polymerforschung, Mainz durchgefiihrt.
Mit Hilfe der Summenfrequenzerzeugungsspektroskopie (SFG, engl.: sum frequency
generation) kdénnen monomolekulare Lipidfilme (Lipidmonolagen) an der Wasser-Luft-
Grenzflache analysiert werden (177). An Grenzflachen kommt es zu einem Bruch der
Inversionssymmetrie, der neben intensiven Laserpulsen, Voraussetzung flr die Erzeugung
des SFG-Signals ist (178). Werden zwei Laserstrahlen, ein frequenzfester aus dem sichtbaren
(wvis) und ein variierbarer aus dem infraroten (wir) Spektralbereich, auf dem Lipidfilm an der
Wasser-Luft-Grenzflache Uberlagert, entsteht der SFG-Strahl (wsre = wwis + wiR) (siehe
Abbildung 13). Die Wahrscheinlichkeit fir die Entstehung des SFG-Signals ist dann erhéht,
wenn die Frequenz des IR-Laserstrahls in Resonanz mit Molekilschwingungen an der
Grenzflache steht. Da in der Gel-Phase die Acylketten der Lipide hochgeordnet in der all-trans-
Konformation vorliegen, sind die CH.-Gruppen wegen der hohen Symmetrie der SFG-
Spektroskopie nicht zuganglich. In der flissig-kristallinen Phase dagegen ist die Symmetrie
aufgrund von gauche-Defekten aufgehoben und die CH:-Molekilschwingung kann SFG-
spektroskopisch erfasst werden. SFG-Spektren einer Lipidmonolage in der Gel-Phase sind
daher von der Molekilschwingung der CHs-Gruppe dominiert, die Spektren der Lipide in der
flussig-kristallinen Phase dagegen von der Molekilschwingung der CH.-Gruppe (179, 180).
Demzufolge ist es mdglich, Gber das Verhéltnis der Intensitdt der symmetrischen
Molekulschwingungen der CHs- und CH,-Gruppen (CHs.ss/CHzss) Informationen Uber den
Ordnungsgrad der Acylketten in der Monolage zu erhalten (181).
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Um den Einfluss von 2-PEtOH auf eine EPL-Monolage zu untersuchen, wurde ein Langmuir-
Trog verwendet, der zur Regulation des Oberflachendrucks mit einem Tensiometer und einer
beweglichen Barriere versehen war (Abbildung 13). Auf der Oberflache von PBS-Puffer (in
D-0O) wurde zunachst ein Lipidfilm erzeugt, ein konstanter Oberflachendruck von 20 mN/m
eingestellt und ein SFG-Spektrum aufgezeichnet. Danach wurde deuteriertes 2-PEtOH in
PBS-Puffer (in D20) geldést und in das Puffersystem unter der EPL-Monolage injiziert
(Endkonzentration 16 mM). Mittels der beweglichen Barriere wurde nach Insertion von 2-
PEtOH in die EPL-Monolage der Oberflachendruck wieder auf 20 mN/m justiert und erneut ein
SFG-Spektrum aufgenommen.

VIS
Tensiometer

Barriere

Abbildung 13: SFG-Spektroskopie.

Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus fir die SFG-Messungen. Zur Regulation des
Oberflachendrucks ist der Langmuir-Trog sowohl mit einem Tensiometer als auch einer beweglichen
Barriere versehen.

2.5.4.5 Brewster-Winkel-Mikroskopie

Die Brewster-Winkel-Mikroskopie wurde in Kooperation mit dem Max-Planck-Institut fir
Polymerforschung, Mainz durchgeflhrt.

In der Brewster-Winkel-Mikroskopie (BAM, engl.: Brewster angle microscopy) wird ein
p-polarisierter Laserstrahl im Brewster-Winkel auf die Wasser-Luft-Grenzflache fokussiert
(182, 183). Der Brewster-Winkel ist abhangig von den Brechungsindizes der Materialien an
der Grenzflache und ist dadurch charakterisiert, dass kein Licht an der Grenzflache reflektiert
wird. Befindet sich der Lipidfilm auf der Wasseroberflache veréndert sich der Brechungsindex
und Licht wird reflektiert. Mittels eines Mikroskops wird das reflektierte Licht detektiert und so
entstehen Bilder mit Bereichen unterschiedlicher Helligkeit, die von den Lipidmolekilen und
der Packungsdichte abhangen. Mittels BAM kénnen daher Informationen Uber die laterale
Morphologie in Lipidmonolagen generiert werden, da sich verschiedene Lipiddoméanen durch
unterschiedliche  Kopfgruppendichten und  Unterschiede in  der  strukturellen
Zusammenlagerung der Lipide auszeichnen. Wie bereits fir die SFG-spektroskopischen
Messungen, wurde eine EPL-Monolage erzeugt, ein Oberflachendruck von 20 mN/m
eingestellt und BAM-Aufnahmen erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Funktion und Oligomerisierung fusionierter GlpF-Monomere

Aquaporine liegen in biologischen Membranen als Homotetramere vor, obwohl das Monomer
allein bereits die funktionale Einheit definiert (116-118). Die Grlinde fir die Oligomerisierung
der Aquaporine sind aktuell noch nicht hinreichend verstanden. Es wird jedoch angenommen,
dass die Oligomerisierung entscheidend fir die Proteinstabilitat und -funktion ist (125). Um die
Zusammenhange zwischen der Oligomerisierung und Funktion von GlpF und der
Funktionsmutante GlpF-E43A (125) zu untersuchen, wurden fusionierte GlpF-Homooligomere
durch sukzessive Verknlpfung der N- und C-Termini von GlpF erstellt (Abbildung 14A). Das
gréBte Fusionsprotein bildete ein GlpF-Tetramer bestehend aus vier fusionierten GipF-
Monomeren. Der Unterschied des hier verwendeten GlpF-Monomers 1xGlpF und dem GlpF-
Wildtyp besteht in der N-terminalen Verlangerung von GlpF um sechs Aminosauren. Dariber
hinaus wurden fusionierte GlpF-Tetramere mit einem steigenden Anteil an Monomeren mit der
Mutation E43A erstellt (Abbildung 15A).

3.1.1 Die Aktivitat von GIpF nimmt mit dem Grad der Fusion zu

Zur Analyse der Funktion der verschiedenen GlpF-Homooligomere, wurde die Kinetik des
Ribitolflusses Uber die innere E. coli-Membran an einem Stopped-Flow-UV/Vis-Spektrometer
bestimmt. Fir diese Messungen wurden die GlpF-Homooligomere in E. coli SK46-Zellen,
welche sich durch die Deletion der endogenen Aquaporine AgpZ und GlpF auszeichnen (154),
bei steigenden IPTG-Konzentrationen exprimiert. In Abbildung 14B sind exemplarische
Streulichtkurven der verschiedenen GlpF-Homooligomere gezeigt. Diese sind durch den
charakteristischen schnellen Anstieg der Streulichtintensitdt und der unmittelbar darauf
folgenden Abnahme dieser, aufgrund des GlpF-spezifischen Ribitolflusses, gekennzeichnet.
Der Verlauf der Streulichtkurven zeigt bereits Unterschiede in der Kinetik des Ribitolflusses
auf, da sowohl der schnelle Anstieg als auch der charakteristische Abfall unterschiedlich steil
fir die verschieden GlpF-Homooligomere verlaufen.

Um im quantitativen Vergleich der ermittelten Aktivitaten der GlpF-Homooligomere eventuelle
Unterschiede des Expressionsniveaus dieser zu berlcksichtigen, wurden GlpF-haltige
Membranen isoliert und in einer Western Blot-Analyse die GlpF-Homooligomere mit einem
GlpF-spezifischen Antikérper immunochemisch detektiert. So zeigte sich, dass durch Induktion
der Proteinexpression mit IPTG-Konzentrationen zwischen 0 und 500 pM die
Proteinkonzentration kontinuierlich erhéht werden konnte (Abbildung 14D). AuBerdem wurde
ersichtlich, dass in den Membranen keine signifikanten Mengen an Degradationsprodukten,
aufgrund proteolytischer Spaltung, vorhanden waren (Abbildung A 1).
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Abbildung 14: Aktivitat der fusionierten GlpF-Homooligomere.

(A) Schematische Darstellung der fusionierten GlpF-Homooligomere. Die griinen Késtchen stehen fir
die Aminosauresequenz des GlpF-Wildtyps. Die zur Fusion inserierten Restriktionsschnittstellen fiihren
zur Insertion von je zwei Aminosduren zwischen den GlpF-Monomeren und von 6 Aminosduren am
Fusionsprotein N-Terminus. (B) Die Funktion der GlpF-Fusionsproteine wurde in vivo durch Messung
des Ribitolflusses Uber die innere E. col-Membran an einem Stopped-Flow-UV/Vis-Spektrometer
untersucht. Exemplarische Streulichtkurven der GilpF-Homooligomere nach Induktion der
Proteinexpression mit 500 uM IPTG (1xGlpF (schwarz), 2xGIpF (rot), 3xGIpF (grtin), 4xGIpF (blau)) sind
gezeigt. Die Kurven sind aus fiinf Messungen gemittelt. (C) Zur Bestimmung der
Geschwindigkeitskonstanten, wurde die Abnahme der Streulichtintensitdit mit einer einfach
exponentiellen  Zerfallsfunktion approximiert. Die Geschwindigkeitskonstanten der  GIpF-
Homooligomere 1xGlpF (schwarz), 2xGlpF (rot), 3xGIpF (griin) und 4xGIpF (blau) sind gegen die IPTG-
Konzentration, welche mit der Proteinkonzentration korreliert, aufgetragen (n = 3 + SD). (D) Western
Blot-Analyse zur Bestimmung des Expressionsniveaus der GlpF-Homooligomere. Von links nach rechts
sind isolierte Membranen nach Induktion mit steigenden IPTG-Konzentrationen gezeigt. Es wurden
jeweils 2,4 ug Gesamtprotein aufgetragen. (E) Die Peakhéhen wurden zum quantitativen Vergleich des
Expressionsniveaus bestimmt und auf die Peakhdhe der Kontrolle (1xGlpF-haltige Membranen nach
Induktion der Proteinexpression mit 500 pM IPTG) bezogen (n = 2-3 + SD). Gezeigt sind die relativen
Peakhéhen nach Induktion der Proteinexpression mit 50 (hell grau), 100 (mittel grau) und 500 uM IPTG
(dunkel grau).

Mittels des Programms ImagedJ wurden die Proteinbanden aus den Western Blot-Analysen
grafisch erfasst. Die erhaltenen Graphen stellen eine Auftragung der Pixelintensitat gegen die
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elektrophoretische Laufweite der jeweiligen Proteinbande dar. In einem solchen Profil sind die
Proteinbanden als Peaks zu erkennen. Da insbesondere bei den héheren oligomeren Formen
im Western Blot nur diffuse Proteinbanden zu erkennen waren, konnten die
Proteinbandenintensitaten nicht durch Integration der Peakflache bestimmt werden. Daher
wurden die Peakhdhen als Parameter fir die Proteinbandenintensitdten bestimmt. Zum
Vergleich der Proteinbandenintensitadten wurde als Kontrolle in allen Western Blot-Analysen
1xGlpF-haltige Membranen nach Induktion der Proteinexpression mit 500 uM IPTG verwendet
(Abbildung A 1). Auf diese Weise wurde ein vergleichbares Expressionsniveau fur die
verschiedenen GlpF-Homooligomere deutlich (Abbildung 14E) und die Ribitolleitfahigkeiten
konnten direkt verglichen werden (Abbildung 14C).

So zeigte sich bei erhéhter Expression der verschiedenen GlpF-Fusionsproteine (jeweils ab
50 uM IPTG) eine Abhé&ngigkeit der Proteinaktivitdt von der Anzahl der fusionierten GlpF-
Monomere (Abbildung 14B/C). Nach Induktion der Proteinexpression mit 500 uM IPTG betrug
die Ribitolleitfahigkeit des GlpF-Trimers 3xGlpF etwa 95% bezogen auf die Aktivitat des GlpF-
Tetramers 4xGlpF. Damit waren die Ribitolleitfahigkeit des GlpF-Trimers und des Tetramers
etwa identisch. Fir das fusionierte Dimer 2xGlpF und das GlpF-Monomer wurden
Ribitolflussraten von etwa 75% bzw. 40% im Vergleich zum fusionierten GlpF-Tetramer
festgestellt.

3.1.2 Die Tetramer-Aktivitat korreliert mit dem Anteil an Wildtyp-Monomeren
Um Ruckschlisse auf mdgliche kooperative Effekte der einzelnen GlpF-Monomere im
fusionierten GlpF-Tetramer zu erhalten, wurden fusionierte GlpF-Tetramere mit steigenden
Anteilen an E43A-mutierten Monomeren erzeugt. Die GlpF-Mutante E43A zeichnet sich
sowohl durch eine verringerte Interaktionstendenz als auch eine reduzierte Aktivitat aus (125).
Die im Folgenden verwendete Bezeichnung der GlpF-Tetramere gibt die Anzahl der
verknipften wildtypischen und mutierten Monomere wieder. Im Fusionsprotein sind die
mutierten GlpF-Monomere C-terminal lokalisiert, d.h. die Anzahl an mutierten GlpF-
Monomeren nimmt sukzessiv vom C- zum N-Terminus des Fusionsproteins zu (Abbildung
15A). Wie bereits beschrieben, wurde die Funktion der mutierten GlpF-Tetramere durch
Messung der Kinetik des Ribitolflusses bestimmt. In Abbildung 15B sind exemplarische
Streulichtkurven der GlpF-Tetramere mit steigenden Anteilen mutierter Monomeren gezeigt
und in Abbildung 15C die ermittelten Geschwindigkeitskonstanten des Ribitolflusses.
Zusétzlich sind in Abbildung 15C die Geschwindigkeitskonstanten des GlpF-Monomers sowie
des fusionierten GlpF-Tetramers dargestellt.
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Abbildung 15: Aktivitat der fusionierten GlpF-Tetramere mit steigenden Anteilen an
mutierten Monomeren.

(A) Schematische Darstellung der fusionierten GlpF-Tetramere. Die griinen bzw. blauen Kastchen
stehen fiir die Aminosduresequenz des GlpF-Wildtyps bzw. der GlpF-Mutante E43A. (B) Zur
Bestimmung der Aktivitdt der GlpF-Heterotetramere wurde die Kinetik des Ribitolflusses an einem
Stopped-Flow-UV/Vis-Spektrometer  analysiert. Exemplarische  Streulichtkurven der  GlpF-
Heterotetramere nach Induktion der Proteinexpression mit 500 uM IPTG (3xGlpF-1xGlpF-E43A (grin),
2xGlpF-2xGIpF-E43A (grau), 1xGlpF-3xGlpF-E43A (orange) 4xGlpF-E43A (rosa)). Die Kurven sind aus
finf Messungen gemittelt. (C) Auftragung der Geschwindigkeitskonstanten der Fusionsproteine 3xGlpF-
1xGlpF-E43A (grin), 2xGlpF-2xGlpF-E43A (grau), 1xGlpF-3xGlpF-E43A (orange) 4xGlpF-E43A (rosa),
1xGIpF (schwarz), 4xGIpF (blau) und 1xGlpF-3xGlpF-E43A korr. (orange, ohne Fillung) gegen die
IPTG-Konzentration, welche mit der Proteinkonzentration korreliert (n = 3 + SD). (D) Western Blot-
Analyse zur Bestimmung des Expressionsniveaus der GlpF-Heterotetramere. Von links nach rechts sind
isolierte Membranen nach Induktion der Proteinexpression mit steigenden IPTG-Konzentrationen
gezeigt. Es wurden jeweils 2,4 ug Gesamtprotein aufgetragen. (D) Zum quantitativen Vergleich des
Expressionsniveaus wurden die Peakhdhen bestimmt und auf die Peakhdhe der Kontrolle (1xGlpF-
haltige Membranen nach Induktion mit 500 uM IPTG) bezogen (n = 2-3 £ SD). Gezeigt sind die relativen
Peakhdhen nach Induktion der Proteinexpression mit 50 (hell grau), 100 (mittel grau) und 500 uM IPTG
(dunkel grau).

Auch das Expressionsniveau der verschiedenen GlpF-Tetramere wurde mittels einer Western
Blot-Analyse untersucht. So konnte die Proteinexpression der GlpF-Tetramere ebenfalls bis
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zu einer IPTG-Konzentration von 500 uM gesteigert werden (Abbildung 15D). Des Weiteren
wurden auch hier keine signifikanten Mengen an Degradationsprodukten detektiert (vgl.
Abbildung A 2). Die quantitative Auswertung der Western Blot-Analyse, die ebenfalls durch
Bestimmung der Peakhdéhen erfolgte (siehe Abschnitt 3.1.1), zeigte, dass das
Expressionsniveau der GlpF-Tetramere 3xGlpF-1xGlpF-E43A, 2xGlpF-2xGlpF-E43A und
4xGIpF-E43A etwa vergleichbar ist. Das Expressionsniveau des Fusionsproteins 1xGlpF-
3xGlIpF-E43A war dagegen nach Induktion der Proteinexpression mit 100 und 500 uM IPTG
etwa um den Faktor 2 erh6ht (Abbildung 15E). Die betreffenden Geschwindigkeitskonstanten
von 1xGlpF-3xGlpF-E43A wurden daher zur Korrektur mit dem Faktor 2 dividiert (Abbildung
15C). Aufgrund der hohen Standardabweichungen ist allerdings nicht auszuschlieBen, dass
die Messwerte Uberkorrigiert wurden. Unter Berlicksichtigung des Expressionsniveaus zeigte
sich eine signifikant reduzierte Aktivitdt der GlpF-Tetramere 4xGlpF-E43A und 1xGlpF-
3xGIpF-E43A. Fir diese wurden auch bei Induktion der Proteinexpression mit hohen IPTG-
Konzentrationen (100 und 500 uM) keine Ribitolflussraten festgestellt, die hbher waren als der
basale Ribitolfluss (Abbildung 15C). Unter den GlpF-Heterotetrameren war die
Ribitolleitfahigkeit von 3xGIpF-1xGlpF-E43A am hdchsten. Dieses Heterotetramer erreichte
fast die Kinetik des fusionierten GlpF-Tetramers bestehend aus vier wildtypischen
Monomeren. Im Vergleich zum fusionierten GlpF-Tetramer war der durch die Heterotetramere
3xGlpF-1xGlpF-E43A und 2xGlpF-2xGlpF-E43A vermittelte Ribitolfluss um etwa 5 bzw. 25%
reduziert. Die Prozentangaben sind auf die Geschwindigkeitskonstanten bezogen, die nach
Induktion mit 500 puM IPTG bestimmt wurden. Nur bei dieser IPTG-Konzentration war das
Expressionsniveau der fusionierten GlpF-Tetramere und GlpF-Homooligomere vergleichbar
(Abbildung 14E und Abbildung 15E).

In Abbildung 16 ist die Abhangigkeit des Ribitolflusses vom Anteil mutierter Monomere im
tetrameren Fusionsprotein dargestellt. Da die Standardabweichung des Expressionsniveaus
des fusionierten Tetramers 1xGlpF-3xGlpF-E43A nach Induktion der Proteinexpression mit
500 uM IPTG % 33% betrug, wurde sowohl die nicht korrigierte als auch die um das erhéhte
Expressionsniveau korrigierte, relative Geschwindigkeitskonstante gezeigt. Aufgrund der
hohen Standardabweichung kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Ribitolleitfahigkeit
des Tetramers 1xGlpF-3xGlpF-E43A unterbewertet wird und die realen Ribitolleitfahigkeiten
zwischen dem korrigierten und nicht korrigierten Wert liegen. Daher wurden die Daten in
Abbildung 16 einerseits unter Berlicksichtigung der korrigierten, relativen Geschwindigkeits-
konstante approximiert (rote Kurve) und andererseits unter Bericksichtigung der nicht
korrigierten sowie der korrigierten, relativen Geschwindigkeitskonstante (grine Kurve)
approximiert. In beiden Féllen zeigt sich eine nichtlineare Abh&ngigkeit der Aktivitat der

fusionierten Tetramere von dem Anteil mutierter Monomere im Fusionsprotein.
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Abbildung 16: Korrelation zwischen der Tetramer-Aktivitdt und dem Anteil mutierter

Monomere.

Auftragung der relativen Aktivitdt der fusionierten GipF-Tetramere gegen den Anteil mutierter
Monomeren innerhalb des Tetramers. Fur die Bestimmung der relativen Aktivitat wurde die Aktivitat der
Tetramere nach Induktion der Proteinexpression mit 500 uM ITPG auf die Aktivitat des fusionierten
Homotetramers 4xGlIpF bezogen. Fiir das GlpF-Tetramer 1xGlpF-3xGlpF-E43A istim Diagramm sowohl
die die nicht korrigierte (=) als auch die um das Expressionsniveau Korrigierte, relative
Geschwindigkeitskonstante (=) gezeigt. Die Daten wurden mit einer Boltzmann-Sigmoidfunktion
approximiert. Eine Approximation erfolgte unter Berlcksichtigung der Kkorrigierten, relativen
Geschwindigkeitskonstante (¢) (rote Kurve) und eine weitere unter Beriicksichtigung der nicht
korrigierten (=) und der um das Expressionsniveau korrigierten, relativen Geschwindigkeitskonstante (=)
(grine Kurve).

3.1.3 Die fusionierten GlpF-Homooligomere bilden intermolekulare Wechsel-
wirkungen aus

Far einen Teil der untersuchten fusionierten GlpF-Homooligomere (vgl. Abbildung 14A) ist es
nur durch intermolekulare Wechselwirkungen mdoglich, Tetramere zu bilden, die dem
natirlichen Oligomerisierungsgrad der Aquaporine entsprechen. Daher ist das generelle
Vermdgen dieser Homooligomere, intermolekulare Interaktionen auszubilden, von Bedeutung.
Die Homooligomerisierung der GlpF-Fusionsproteine wurde mittels des GALLEX-Systems
Uberprift (158). Dazu wurden die verschiedenen GlpF-Fusionskonstrukte (vgl. Abbildung 14A)
zusatzlich N-terminal mit der LexA-DNA-Bindungsdomaéne fusioniert. Nach Expression der
chimaren Proteine bei steigenden IPTG-Konzentrationen in E. coli SU101-Zellen wurde die -
Gal.-Akt., die ein MaB fir die Interaktionsstarke ist, ermittelt. Zum Vergleich wurde auch die -
Gal.-Akt. des GlpF-Wildtyps bestimmt, dessen Fahigkeit zu Homointeraktionen mittels des
GALLEX-Systems gut beschrieben ist (125). Wie aus Abbildung 17A hervorgeht, nahm die (3-
Gal.-Akt. bei IPTG-Konzentrationen héher als 10 uM signifikant ab und erreichte etwa das
Niveau des GlpF-Wildtyps nach Induktion der Proteinexpression mit 1000 pM IPTG.

Um Ruckschlisse dber das Expressionsniveau der verschiedenen LexA-GlpF-
Homooligomere zu erhalten, wurden GlpF-haltige Membranen aus E. coliNT326-Zellen isoliert
und in einer Western Blot-Analyse das Expressionsniveau der Fusionskonstrukte bestimmt
(Abbildung 17B und Abbildung A 3). Auch diese Western Blot-Analysen zeigten keine
signifikanten Mengen an Degradationsprodukten auf (Abbildung A 3). Die Qualitat der Western
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Blot-Analyse erméglicht an dieser Stelle keine quantitative Auswertung. Daher kann das
Oligomerisierungsverhalten der GlpF-Homooligomere nicht detailliert verglichen werden.

Die GALLEX-Messungen ermdglichen jedoch die Schlussfolgerung, dass alle untersuchten
GlpF-Homooligomere intermolekulare Interaktionen ausbilden, wie der Vergleich mit dem
GlpF-Wildtyp zeigt.
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Abbildung 17: Oligomerisierung der GlpF-Homooligomere.

Mittels des GALLEX-Systems wurde das Oligomerisierungsverhalten der GlpF-Homooligomere bei
steigenden Proteinkonzentrationen analysiert. (A) Die relativen p-Gal.-Akt. der GlpF-Homooligomere
1xGIpF (schwarz), 2xGIpF (rot), 3xGlpF (griin) und 4xGIpF (blau) wurden gegen die IPTG-Konzentration
als MabB fiir die Proteinkonzentration aufgetragen (n = 9 + SE). Zur Ermittlung der relativen p-Gal.-Akt.
wurden die B-Gal.-Akt. auf die B-Gal.-Akt. des GlIpF-Monomers 1xGlpF nach Induktion der
Proteinexpression mit 1000 uM IPTG des jeweiligen Messtages bezogen. Somit ergibt sich eine relative
B-Gal.-Akt. des GlpF-Monomers 1xGlpF nach Induktion der Proteinexpression mit 1000 uM IPTG von
1,0. Die gestrichelte Linie gibt die relative B-Gal.-Akt. des GlpF-Wildtyps nach Induktion der
Proteinexpression mit 1000 uM IPTG an. (B) Zur Bestimmung des Expressionsniveaus wurde eine
Western Blot-Analyse mit aus E. coli NT326-Zellen isolierten Membranen durchgefuhrt. Es wurden
jeweils 2,4 ug Gesamtprotein aufgetragen.

3.1.4 Die Stabilitat des GlpF-Tetramers aus fusionierten GlpF-Dimeren ist
unverandert

Die Stabilitdt von Membranproteinen kann in vitro durch eine SDS-induzierte Entfaltung
untersucht werden (170, 184, 185). Durch Zugabe des ionischen Detergenz SDS zu einem
milden Detergenz wie DDM entstehen gemischte Mizellen. In diesen gemischten Mizellen
kann durch die sukzessive Erh6hung des SDS-Stoffmengenanteils die schrittweise Entfaltung
von Membranproteinen induziert werden. Charakteristisch fur die Entfaltung von
Membranproteinen mit SDS ist, dass SDS diese nicht vollstdndig denaturiert, sondern die
Dissoziation einzelner Transmembranhelices bewirkt und daher die Sekundarstruktur des
Proteins zu groBBen Teilen erhalten bleibt (186, 187). Die Entfaltung von GlpF mit SDS bewirkt
die Dissoziation des Tetramers zum Monomer (188). Daher kénnen Uber die SDS-induzierte
Entfaltung Rickschlisse auf die Tetramerstabilitat gezogen werden.

61



Ergebnisse

Um Informationen Uber die in vitro Stabilitdt der hier untersuchten artifiziellen Tetramere zu
erhalten, wurde das wildtypische Tetramer und das artifizielle Tetramer, bestehend aus zwei
fusionierten GlpF-Dimeren (2xGlpF), mit SDS entfaltet. Die SDS-induzierte Entfaltung wurde
mittels einer semi-nativen SDS-PAGE-Analyse verfolgt (Abbildung 18A/B). Diese ermdglicht
die Untersuchung des oligomeren Zustandes von Membranproteinen, und fir GlpF im
Speziellen wurde gezeigt, dass der native, tetramere Oligomerisierungsgrad unter diesen
Bedingungen erhalten bleibt (125, 188, 189).

Die SDS-PAGE-Analysen zeigten eine kontinuierliche Abnahme der GipF-
Tetramerbandenintensitat bis zu einem SDS-Stoffmengenanteil von 0,77. Die Abnahme der
GlpF-Tetramerbandenintensitéat ging mit der Entstehung der GlpF-Monomer- bzw. GlpF-
Dimerbande einher.
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Abbildung 18: Stabilitat des GIpF-Tetramers aus zwei fusionierten GlpF-Dimeren.

Zur Untersuchung der Stabilitat des artifiziellen Tetramers, bestehend aus zwei GlpF-Dimeren, wurde
dieses durch SDS entfaltet. Der Verlauf der SDS-induzierten Entfaltung wurde mittels einer SDS-PAGE-
Analyse verfolgt. (A) SDS-PAGE-Analyse der SDS-Titration des wildtypischen GlpF-Tetramers (GlpF-
Wildtyp). (B) SDS-PAGE-Analyse der SDS-Titration des artifiziellen Tetramers bestehend aus zwei
fusionierten GlpF-Dimeren (2xGlpF). (C) Die Intensitdt der Tetramerbanden des GlpF-Wildtyps
(schwarz) und des fusionierten Dimers 2xGIpF (rot) wurde mittels des Programms ImagedJ quantifiziert,
auf den Wert bei 0,5 Xsps normiert und gegen den SDS-Stoffmengenanteil aufgetragen (n = 3 + SD).
(T: Tetramer; Di: Dimer; M: Monomer).

Zur besseren Vergleichbarkeit der Entfaltung der Tetramere wurden die Tetramerbanden in
den SDS-PAGE-Analysen mit dem Programm ImageJ durch Integration der Peakflache

quantifiziert und die relative Tetramerbandenintensitdét gegen den SDS-Stoffmengenanteil
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aufgetragen (Abbildung 18C). Aus dieser Auftragung wurde deutlich, dass die Abhangigkeit
der Entfaltung des artifiziellen Tetramers, bestehend aus zwei fusionierten GlpF-Dimeren, und
des wildtypischen Tetramers identisch ist. Daher ist auch die Stabilitat des GlpF-Tetramers
aus zwei fusionierten GlpF-Dimeren gegentiber SDS unverandert.

Die beschriebenen Untersuchungen an den fusionierten GlpF-Homololigomeren verdeutlichen
eine Abhangigkeit der GlpF-Aktivitdt vom Grad der Fusion. AuBerdem kdénnen die GlpF-
Homooligomere intermolekulare Wechselwirkungen ausbilden, wie die GALLEX-Messungen
zeigten. Die Analyse der Aktivitat der fusionierten GlpF-Tetramere, mit steigenden Anteilen an
GlpF-Monomeren mit eingeschranktem Translokationsmechanismus, zeigte einen
nichtlinearen Zusammenhang zwischen der Aktivitat und dem Anteil mutierter Monomere auf.
So wurden fur die GlpF-Tetramere 3xGIpF-1xGIpF-E43A und 2xGlpF-2xGlpF-E43A, im
Vergleich zum fusionierten GlpF-Tetramer bestehend aus vier wildtypischen Monomeren,
Aktivitdten von 95 bzw. 75% verzeichnet. Die Tetramere 1xGlpF-3xGIpF-E43A und 4xGlpF-
E43A waren dagegen bei ahnlicher Proteinkonzentration nahezu inaktiv. Die Betrachtung der
Stabilitat des fusionierten GlpF-Dimers (2xGlpF) gegentber der Entfaltung mit SDS zeigte
keine Veranderungen im Vergleich zum GlpF-Wildtyp.
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3.2 Einfluss definierter Phospholipide auf die Oligomerisierung und
Funktion des Aquaglyceroporins GIpF

Sowohl die Lipidkomposition als auch die Membraneigenschaften kénnen die Stabilitat und
Funktion integraler Membranproteine beeinflussen (21, 51, 68, 190). Genaue Kenntnisse tber
die Aquaporin-Aktivitat in verschiedenen Lipidumgebungen sind jedoch bis heute nicht
vorhanden, da der Effekt variierender Membranumgebungen auf die Aquaporin-Aktivitat nur in
wenigen Beispielen untersucht wurde (150, 151). Die bisher durchgefiihrten Studien weisen
auf einen Einfluss der Lipidumgebung auf die Aktivitdt der Aquaporine hin. Um weitere
Informationen Uber die Tetramerisierung und Aktivitdt von Aquaporinen in verschiedenen
Lipidumgebungen zu erhalten, wurde systematisch der Einfluss der Membrandicke sowie der
Phospholipide PE, PG, CL und PS auf die Oligomerisierung und Aktivitdt des
Aquaglyceroporins GlpF untersucht.

3.2.1 Eine minimale Acylkettenldnge ist notwendig fiir die GlpF-Aktivitat

Um den Einfluss der Acylkettenldange auf die Oligomerisierung und Aktivitdt von GlpF zu
untersuchen, wurde GIpF in einfach ungeséttigte cis-A9 PC-Membranen steigender
Kettenldange (C14:1-C22:1) rekonstituiert. Die Dicke des hydrophoben Kerns dieser
Lipiddoppelschichten nimmt von 20,0 auf 34,0 A zu (dc_oc-o, Abstand zwischen den
Carbonylgruppen der Esterbindungen in den gegeniberliegenden Membranhalften) (siehe
Tabelle 18). Parallel zur Erhéhung der Membrandicke, nehmen die Fluiditdt und die
Biegungselastizitat dieser Membranen ab (191, 192). Zum Vergleich wurde GlpF zusatzlich in
EPL-Membranen inkorporiert. Diese Membranen entsprechen sowohl bezlglich der
Lipidkopfgruppen-Zusammensetzung als auch hinsichtlich der Acylketten-Heterogenitat der
nattrlichen E. coli-Membran.

Tabelle 18: Dicke des hydrophoben Kerns von PC-Doppellipidschichten.
Die Daten des dp-p-Abstandes (Distanz zwischen den Phosphat-Gruppen in den gegenUlberliegenden

Membranhélften) wurden aus (193) enthommen, die des dc-o-c-o-Abstandes aus (191).
drp[A] dcooc-o [A]

diC14:1-PC 29,6 20,0
diC16:1-PC 32,1 23,5
diC18:1-PC 36,8 27,0
diC20:1-PC 38,9 30,5
diC22:1-PC 45,5 34,0

Nach der Rekonstitution von GIpF in Liposomen unterschiedlicher Lipidzusammensetzung
wurden sowohl der Oligomerisierungsgrad als auch die Aktivitat von GlpF untersucht. Da GlpF
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in der natUrlichen Lipidmembranen als Homotetramer vorliegt, ermdglicht die Analyse des
Oligomerisierungsgrades Aussagen Uber die GlpF-Tetramerstabilitat in den unterschiedlichen
Lipidumgebungen. Der Oligomerisierungsgrad von GlpF wurde mittels einer semi-nativen
SDS-PAGE-Analyse untersucht, in der der natirliche GlpF-Oligomerisierungsgrad erhalten
bleibt (vgl. Abschnitt 3.1.4 und Abbildung 19). Dariiber hinaus kann mit Hilfe der SDS-PAGE-
Analyse die Inkorporationseffizienz von GIpF in Liposomen unterschiedlicher
Lipidzusammensetzung ermittelt werden. In der SDS-PAGE-Analyse zeigt nur inkorporiertes
GIpF das fir die verschiedenen GlpF-Oligomere charakteristische Migrationsverhalten.
Unterschiede in der Inkorporationseffizienz wurden in der Auswertung der Ribitolflussraten
berlcksichtigt.

AuBerdem wurde durch dynamische Lichtstreuung der Radius der Proteoliposomen bestimmt
(siehe Tabelle A 3, Tabelle A 4,
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Tabelle A 5 und Tabelle A 6). Da der Polydispersitatsindex der Proben jedoch sehr hoch war
(Werte gréBer als 0,7 weisen auf eine breite GréBenverteilung einer Probe hin), sind die
bestimmten Radien mit groBen Fehlern behaftet. Auch die Prazision der Messung war mit
einer Standardabweichung von 30% schlecht. Fir die Proteoliposomen wurde ein
durchschnittlicher Radius von 40 £ 10 nm (Zahlenmittel) ermittelt. Im Rahmen des Fehlers ist
davon auszugehen, dass die Lipidzusammensetzung den Radius der Liposomen nicht
wesentlich beeinflusst. Da der Ribitolfluss durch GlpF bidirektional méglich ist, war es nicht
notwendig die Orientierung des rekonstituierten GlpF in den Liposomen zu analysieren.

Die SDS-PAGE-Analyse nach der Rekonstitution von GlpF in PC-Membranen steigender
Acylkettenlangen zeigte, dass die Inkorporationseffizienz von GlpF in die vergleichsweise
dinnen Membranen der diC14:1- und diC16:1-Liposomen gering ist (Abbildung 19A). Die
maximale Inkorporation wurde in diC18:1-Membranen erreicht und nahm bei Inkorporation in
die diPC20:1- und diPC22:1-Liposomen wieder ab. Um die Inkorporationseffizienz in die
Liposomen unterschiedlicher Lipidzusammensetzung quantitativ zu vergleichen und die
relativen Anteile der verschiedenen Oligomerisierungsgrade zu bestimmen, wurden die
Proteinbandenintensitaten der unterschiedlichen GlpF-Oligomere mittels des Programms
ImageJ grafisch erfasst und durch Integration der Peakflachen die relativen
Proteinkonzentrationen in den Liposomen bestimmt (siehe Abbildung 20A). Da die
Proteinbandenintensitaten vom Grad der Entfarbung des SDS-Gels abh&ngen, konnten die
Proteinbandenintensitaten nicht direkt verglichen werden. Daher wurde die Summe der
Intensitdten der Tetramer-, Dimer- und Monomer-GlpF-Bande auf die Summe der
Proteinbandenintensitat des GlpF-Tetrames, -Dimers und Monomers in den diC18:1-PC-
Liposomen bezogen (caiprrel.). Da kein direkter Vergleich der Proteinbandintensitdten méglich
war, konnte fur die relative Menge an GlpF in den diC18:1-Liposomen kein Fehler berechnet
werden.
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Abbildung 19: SDS-PAGE-Analyse der GlpF-Oligomerisierung und Inkorporation in
Liposomen.

Der GlpF-Oligomerisierungsgrad und die Inkorporation in Liposomen unterschiedlicher
Lipidzusammensetzung wurden mittels einer semi-nativen SDS-PAGE-Analyse verfolgt. Tetrameres
(T), dimeres (Di) und monomeres (M) GlpF sind in exemplarischen SDS-PAGE-Gelen aufgezeigt. (A)
Inkorporation in PC-Membranen steigender Acylkettenlange sowie in EPL- und PE/PG/CL-Membranen.
Inkorporation in Liposomen mit steigendem (B) PE-, (C) PG-, (D) CL- und (E) PS-Stoffmengenanteilen.

Wahrend in den diC14:1- und diC16:1-Membranen der Anteil an monomerem und dimerem
GlpF gréBer war als der GlpF-Tetrameranteil, lag GlpF in Liposomen ab der Kettenlange C18:1
hauptséachlich als Tetramer vor (diC18:1-PC: 78%, diC20:1-PC: 77% und diC22:1-PC: 65%)
(vgl. Abbildung A 5A). Ferner wurde deutlich, dass die Inkorporation in die EPL-Membranen
am effizientesten war und auch in diesen Membranen GlpF vorrangig als Tetramer vorlag
(77%). Demzufolge bleibt der nattrliche GlpF-Oligomerisierungsgrad in den EPL-Membranen
sowie in den fir E. col-Membranproteine nicht-physiologischen PC-Membranen einer
bestimmten Acylkettenlange erhalten. Zudem ist es mdglich, dass in den Liposomen der
tatsachliche Tetrameranteil héher ist und die Dissoziation des GlpF-Tetramers zu monomerem
und dimerem GlpF durch das im Laufpuffer der SDS-PAGE-Analyse vorhandene SDS
induziert wurde.

Die Aktivitéat von GlpF in den Liposomen steigender Membrandicke wurde durch Bestimmung
der Ribitolflusskinetiken Uber die Lipiddoppelschicht an einem Stopped-Flow-UV/VIS-
Spektrometer erfasst. Wahrend in den diC14:1- und diC16:1-Liposomen der fur GlpF
charakteristische Abfall der Streulichtintensitét nicht verfolgt werden konnte, wurden hohe
Aktivitaten far GlpF in diC18:1-PC-, diC20:1-PC- und diC22:1-PC-Membranen verzeichnet
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(Abbildung 20B). Um den GlpF-vermittelten Ribitolfluss in den Liposomen unterschiedlicher
Lipidzusammensetzung quantitativ zu vergleichen, wurden die Geschwindigkeitskonstanten
durch Approximation mit einer doppelt exponentiellen Zerfallsfunktion bestimmt und die
normierten, gewichteten Geschwindigkeitskonstante kw nom. berechnet. Diese bestétigen, dass
GlpF in den diC14:1-PC- und diC16:1-PC-Membranen inaktiv ist und verdeutlichen, dass die
GlpF-Aktivitdt in den PC-Membranen von diC18:1-PC bis diC22-PC konstant zunimmt
(Abbildung 20C). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass GlpF auBerordentlich tolerant
gegenlber dem nicht natdrlich in der E. coli-Membran vorkommenden Lipid PC ist. So blieb
der naturliche Oligomerisierungsgrad in Liposomen aus diC18:1-PC und diC20:1-PC erhalten
und hohe Ribitolflussraten wurden ab einer Acylkettenlange von C18:1 erfasst. Aufgrund
dessen scheint die natlrliche E. coli-Lipidkopfgruppen-Zusammensetzung weder fir die
Struktur noch flr die Aktivitat von GlpF von Bedeutung zu sein. Aus den Ergebnissen wird
auBerdem ersichtlich, dass die Aktivitdt von GIpF in den EPL-Membranen, die in der
Lipidkopfgruppen- und der Acylketten-Zusammensetzung der natlrlichen E. coli-
Lipidmembran entsprechen, signifikant eingeschrankt ist (vgl. Abbildung 20C).
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Abbildung 20: Abhangigkeit der GlpF-Oligomerisierung und der -Aktivitat von der
Acylkettenlange.

(A) Die GlpF-Oligomerisierung und die Inkorporation in Liposomen wurden mittels einer semi-nativen
SDS-PAGE-Analyse verfolgt. Im Diagramm gezeigt ist die Inkorporation von GlpF bezogen auf die
Menge an inkorporiertem GlpF in diC18:1-PC-Membranen (caipr,ret.) (N = 3-5 + SD). In dunkelgrau ist der
Anteil an tetramerem GipF dargestellt und in hell grau die Summe des Anteils an monomerem und
dimerem GIpF.

(B) Die Funktion von GIpF in den Liposomen unterschiedlicher Lipidzusammensetzung wurde durch
Messung des Ribitolflusses Uber die Lipiddoppelschicht an einem Stopped-Flow-UV/Vis-Spektrometer
untersucht. Exemplarische Streulichtkurven der GlpF-Aktivitat in Liposomen steigender Acylkettenldnge
(diC14:1-PC (rot), diC16:1-PC (griin), diC18:1-PC (schwarz), diC20:1-PC (blau), diC22:1-PC (grau))
sowie in EPL- (orange) und PE/PG/CL-Membranen (70 mol% diC18:1-PE, 20 mol% diC18:1-PG,
10 mol% tetrC18:1CL) (violett). Die Kurven sind aus jeweils flinf Messungen gemittelt. (C) Normierte,
gewichtete  Geschwindigkeitskonstanten  kwnorm. des  GlpF-vermittelten  Ribitolflusses in
unterschiedlichen Lipidumgebungen (n = 3-5 £ SD). Die gewichteten Geschwindigkeitskonstanten
wurden auf die relative GlpF-Konzentration (caiprrel.) bezogen. Die so ermittelten relativen, gewichteten
Geschwindigkeitskonstanten kwre.. wurden anschlieBend auf kwre. von GIpF in den diC18:1-PC-
Membranen des jeweiligen Messtages normiert. Auf diese Weise wurden die normierten, gewichteten
Geschwindigkeitskonstanten kw,norm. erhalten.

Die deutlich eingeschrankte GlpF-Aktivitat ist mdglicherweise auf die heterogene Acylketten-
Zusammensetzung der EPL-Membranen zurlickzufiihren. So ist beispielsweise fir den
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energieabhangigen Laktosetransport durch die E. coli Laktose Permease LacY ein
Zusammenhang zwischen der Zusammensetzung der Lipidkopfgruppen und der Acylketten
beschrieben (79). Der Transport war nur in Membransystemen mit ungeséattigten Acylketten
mdglich (79). Um zwischen potenziellen Effekten der Acylketten- und der Lipidkopfgruppen-
Zusammensetzung zu differenzieren, wurde GlpF in Membranen einer ternéren Lipidmischung
bestehend aus 70 mol% diC18:1-PE, 20 mol% diC18:1-PG und 10 mol% tetrC18:1-CL
rekonstituiert. Diese, im Folgenden als PE/PG/CL bezeichnete Lipidmischung, spiegelt die
Lipidkopfgruppen-Zusammensetzung von E. coli-Membranen wieder und enthalt nur einfach
ungesattigte cis-A9 Acylketten. Die Inkorporationseffizienz von GlpF in Membranen dieser
ternaren Mischung war mit der Inkorporation in EPL-Membranen vergleichbar (Abbildung 19A
und Abbildung 20A). Auch in den PE/PG/CL-Membranen lag GlpF hauptsachlich als Tetramer
(etwa 80%) vor und die GlpF-Aktivitdt war, wie zuvor in den EPL-Membranen beobachtet,
deutlich eingeschrankt. Daher kann ausgeschlossen werden, dass die heterogene Acylketten-
Zusammensetzung und insbesondere gesattigte Fettsdurereste die Aktivitat von GlpF negativ
beeinflussen.

Da spezielle Phospholipide die Aktivitdt von Transmembranproteinen modulieren kénnen,
wurde im Folgenden der Einfluss der natdrlich in der E. col-Membran vorkommenden
Phospholipide PE, PG und CL, sowie von PS, untersucht (51, 52, 74). Hierfir wurde nach der
sukzessiven Erhéhung der PE-, PG-, CL- bzw. PS-Stoffmengenanteile in PC-Liposomen, die
als Basislipid dienten, der Einfluss der verdnderten Lipidkomposition auf die Aktivitdt und
Oligomerisierung von GlpF ermittelt. Da die Inkorporation von GIpF in den vorangegangen
Messungen in diC18:1-Liposomen maximal und die Aktivitat gleichzeitig moderat war, wurden
alle folgenden Experimente mit einfach ungeséattigten (cis-A9) Lipiden der Kettenldange C18
durchgeflihrt, sodass Aktivitdtsdnderungen sensitiv verfolgt werden konnten.

3.2.2 PE-induzierte Anderungen des lateralen Drucks in der Acylkettenregion
beeinflussen die GlpF-Aktivitat nicht
Die GlpF-Aktivitat war in den EPL- und PE/PG/CL-Membranen im Vergleich zur Aktivitat von
GlpF in PC-Membranen einer minimalen Acylkettenlange deutlich eingeschréankt. Daher wurde
zunachst der Einfluss von PE auf die GlpF-Oligomerisierung und -Aktivitat untersucht. PE ist
mit einem Anteil von 70-75% das am haufigsten vorkommende Phospholipid in der natlrlichen
E. coli-Membran. Sowohl PE als auch PC sind zwitterionische Lipide. Da die molekulare
Flache der PE-Kopfgruppe kleiner ist als die Querschnittflache der Acylketten, bildet PE in
wassrigen Losungen im Gegensatz zu PC keine lamellaren Lipiddoppelschichten aus, sondern
liegt in der invertiert hexagonalen Phase (Hi) vor (15). Die Inkorporation eines solchen Lipids
in eine Lipiddoppelschicht erhdht den lateralen Druck in der Acylkettenregion (70, 71, 194).
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Demzufolge kdnnte die eingeschrankte Aktivitat von GlpF in EPL und PE/PG/CL-Membranen
auf dem erhéhten lateralen Druck in der Acylkettenregion basieren.

Die Inkorporationseffizienz von GlpF in Liposomen mit erhéhten PE-Stoffmengenanteilen
nahm konstant mit steigenden PE-Konzentrationen ab (Abbildung 19B und Abbildung 21A).
Bis zu einem PE-Stoffmengenanteil von 60 mol% lag GlpF hauptséachlich als Tetramer vor. Ab
Stoffmengenanteilen von 70 mol% PE nahm der Anteil an monomerem und dimerem GlpF von
etwa 20% auf 40% zu (vgl. Abbildung A 5B). Die GlpF-Aktivitat verringerte sich zunachst
konstant mit dem PE-Stoffmengenanteil (Abbildung 21B), doch unter Bertcksichtigung der
ebenfalls reduzierten Inkorporationseffizienz wurde deutlich, dass das haufigste E. coli-Lipid
PE keinen Einfluss auf die GlpF-Aktivitat hat (Abbildung 21C). Demzufolge beeinflusst eine
PE-induzierte Erhéhung des lateralen Drucks in der Acylkettenregion die GlpF-Aktivitat nicht.
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Abbildung 21: Abhéangigkeit der GlpF-Oligomerisierung Aktivitat von steigenden PE-
Stoffmengenanteilen.

Die Daten sind wie in der Unterschrift zu Abbildung 20 beschrieben prasentiert. (A) GipF-
Oligomerisierung und  -Inkorporation. (B) Représentative  Streulichtkurven der  GipF-
Aktivitatsmessungen bei PE-Stoffmengenanteilen von 0 mol% (schwarz), 40 mol% (rot) und 60 mol%
(grin). (C) Normierte, gewichtete Geschwindigkeitskonstanten kwrom. des GlpF-vermittelten
Ribitolflusses. Die quergestreiften Balken in (A) und (C) zeigen die natlrlich in der inneren E. coli-
Membran vorkommende PE-Konzentration auf.

3.2.3 Die GlpF-Aktivitat wird durch anionische Lipide eingeschrankt

Da auch die Erh6hung des lateralen Drucks in der Acylkettenregion die signifikant verringerte
Aktivitdt von GIpF in EPL- und PE/PG/CL-Membranen nicht erklaren konnte, wurde als
nachstes der Einfluss der anionischen E. coli-Lipide PG und CL auf die GlpF-Aktivitat
analysiert. Der Anteil der Lipide PG und CL betragt in der inneren E. coli-Membran 15-20%
bzw. 5-10%. Die Inkorporation von GlpF in die PC/PG und PC/CL-Lipidsysteme folgte einem
glockenférmigen Profil (Abbildung 19C/D und Abbildung 22A/D), mit maximaler Inkorporation
bei Stoffmengenanteilen von 40 mol% PG bzw. 20 mol% CL. Damit wurde die maximale
Inkorporation in beiden Lipidsystemen bei gleicher negativer Nettoladung der Membranen
erreicht. Unterschiede wurden dagegen in der relativen Anderung der Inkorporation zwischen
den PC/PG- und PC/CL-Lipidsystemen deutlich: Wahrend im Vergleich zu reinen PC-
Membranen in PC/PG-Liposomen die maximal inkorporierte GlpF-Menge um den Faktor 1,3
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erhéht war (Abbildung 22A), war die Inkorporationseffizienz in PC/CL-Liposomen etwa um den
Faktor 3 gesteigert (Abbildung 22D). In beiden Lipidsystemen wiederum lag GlpF
hauptsachlich als Tetramer vor. Eine geringe Zunahme von monomerem und dimerem GlpF
(von 18% auf 35%) wurde ab PG-Stoffmengenanteilen von 70 mol% in der semi-nativen SDS-
PAGE-Analyse detektiert (vgl. Abbildung 19C und Abbildung A 5C). In den Membranen mit
steigenden CL-Stoffmengenanteilen wurde hingegen kein Einfluss auf die GipF-
Oligomerisierung festgestellt (vgl. Abbildung 19 und Abbildung A 5D). Somit zeigte sich in den
PC/PG- und PC/CL-Lipidsystemen erneut die hohe Stabilitat des GlpF-Tetramers gegentber
Anderungen in der Lipidumgebung.
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Abbildung 22. Abhangigkeit der GlpF-Oligomerisierung und der -Aktivitit von
steigenden PG- bzw. CL-Stoffmengenanteilen.

Die Daten sind wie in der Unterschrift zu Abbildung 20 beschrieben dargestellt. (A/D) GlpF-
Oligomerisierung und -Inkorporation in Membranen mit steigenden PG- bzw. CL-Stoffmengenanteilen.
(B) Reprasentative Streulichtkurven der GlpF-Aktivitdtsmessungen in Liposomen bei steigenden PG-
Stoffmengenanteilen (0 mol% (schwarz), 10 mol% (rot), 20 mol% (grin) und 100 mol% (blau)). (C/F)
Normierte, gewichtete Geschwindigkeitskonstanten kwnom. des GlpF-vermittelten Ribitolflusses. (E)
Reprasentative Streulichtkurven der GlpF-Aktivititsmessungen in Liposomen bei CL-Anteilen von
0 mol% (schwarz), 2 mol% (rot), 20 mol% (grtin) und 30 mol% (blau). Die quergestreiften Balken in (A),
(C), (D) und (F) zeigen die natdrlich in der inneren E. coli-Membran vorkommenden PG- bzw. CL-
Konzentrationen auf.

C(;IpF,reI.
Streulichtint. / a.u. [T1

k=)

Im Gegensatz zur nahezu unverdnderten GlpF-Tetramerisierung, wurde ein signifikanter

Einfluss der anionischen Lipide PG und CL auf die GlpF-Aktivitat deutlich. So wurden die

héchsten Geschwindigkeitskonstanten des GlpF-vermittelten Ribitolflusses in den Membranen

ohne Ladungen bzw. mit niedrigem Ladungsniveau gemessen. Die héchsten Ribitolflussraten

wurden bei Stoffmengenanteilen von 10 mol% PG bzw. 2 mol% CL erreicht (Abbildung 22B/C

und E/F). Diese PG- und CL-Konzentrationen sind niedriger als die natirlich in der E. coli-
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Membran vorhandenen PG- und CL-Konzentrationen (24). Die weitere Erhdhung des PG-
bzw. CL-Stoffmengenanteils fihrte zu einem signifikant eingeschrénkten Ribitolfluss Uber die
Membranen. Folglich reduzieren die anionischen Lipide PG und CL bereits bei
Stoffmengenanteilen von 20 bzw. 4 mol% die Funktion von GlpF. Ein Zusammenhang
zwischen der Aktivitdt und des erhéhten Anteils an GlpF-Dimer und -Monomer ab
Stoffmengenanteilen von 70 mol% PG wurde nicht festgestellt.

Um zwischen einer direkten Wirkung der PG- bzw. CL-Lipidkopfgruppen auf die GlpF-Aktivitat
und einem allgemeinen Ladungseffekt zu differenzieren, wurde der Einfluss des negativ
geladenen Lipids PS auf GlpF untersucht. Spezifische Wechselwirkungen zwischen GlpF und
der PS-Lipidkopfgruppe sind unwahrscheinlich, da PS nicht nattrlich in der E. col-Membran
vorkommt. Allgemeine Ladungseffekte hingegen kénnen auch durch PS vermittelt werden.
Die Inkorporation von GlpF in Membranen mit steigenden PS-Stoffmengenanteilen folgte
ebenfalls einer glockenférmigen Kurve. Die Inkorporationseffizienz war, wie bereits flr das
PC/PG-Lipidsystem beobachtet, bei einem Stoffmengenanteil von 30-40 mol% PS etwa um
den Faktor 1,3 im Vergleich zu reinen PC-Membranen gesteigert (Abbildung 19E und
Abbildung 23A). Der Einfluss von PS auf die GlpF-Aktivitdt war ebenfalls dem Effekt der
anionischen Lipide PG und CL &hnlich. So wurden hohe GlpF-Aktivitaten bei 0 und 10 mol%
PS verzeichnet und ab Stoffmengenanteilen von 20 mol% PS war die GlpF-Aktivitét deutlich
eingeschrankt (Abbildung 23B/C). Im Gegensatz zu PG konnte fir PS kein Einfluss auf die
Tetramerisierung von GlpF beobachtet werden (vgl. Abbildung A 5).
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Abbildung 23: Abhéangigkeit der GlpF-Oligomerisierung und der -Aktivitat von
steigenden PS-Stoffmengenanteilen.

Die Daten sind wie in der Unterschrift zu Abbildung 20 beschrieben préasentiert. (A) GlpF-
Oligomerisierung und  -Inkorporation. (B) Représentative  Streulichtkurven  der  GipF-
Aktivitatsmessungen bei PS-Stoffmengenanteilen von 0 mol% (schwarz), 10 mol% (rot), 40 mol% (grin)
und 100 mol% (blau). (C) Normierte, gewichtete Geschwindigkeitskonstanten kwnorm. des GlpF-
vermittelten Ribitolflusses.
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Diese Beobachtungen verdeutlichen, dass die signifikant reduzierte GlpF-Aktivitat auf die
negative Ladung der anionischen Lipide zurlickzufihren ist und die chemisch
unterschiedlichen Lipidkopfgruppen nur einen geringen Einfluss auf die GlpF-Aktivitat haben.
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Da die negative Ladung der anionischen Lipide die GlpF-Aktivitat reduzierte, wurde die GlpF-
Aktivitat in Membranen aus 50 mol% PG und 50 mol% PC bei erhéhter Na*-lonenkonzentration
verfolgt. Dieser Versuch basiert auf der Annahme, dass durch die Anreicherung gegensétzlich
geladener lonen an der Liposomenoberflache die negative Ladung der Lipide ausgeglichen
wird. Wie die Messung des GIpF vermittelten Ribitolflusses zeigte, konnte die GlpF-Aktivitat
durch Erhéhung der NaCl-lonenkonzentration von 50 mM auf 150 mM gesteigert werden (vgl.
Abbildung 24). Méglicherweise beeinflussen die negativ geladenen Lipide PG, CL und PS die
GlpF-Struktur durch elektrostatische Wechselwirkungen, die durch einen Ladungsausgleich

unterbunden werden kénnen.
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Abbildung 24: Regeneration der GlpF-Aktivitat durch Ladungsabschirmung.

(A) Repréasentative Streulichtkurven der GlpF-Aktivitat in Liposomen bestehend aus 50 mol% PG und
50 mol% PC mit 50 mM NaCl (schwarze Kurve) und 150 mM NaCl (rote Kurve) im Dialysepuffer. (B)
Analyse der GlpF-Inkorporation in Liposomen mittels SDS-PAGE-Analyse nach Dialyse der Lipid-GlpF-
Mischung in Gegenwart unterschiedlicher NaCl-Konzentration.

Die beschriebenen Ergebnisse zeigen den in vitro Einfluss der Phospholipide PC, PE, PG, CL
und PS sowie der Acylkettenlange auf die Oligomerisierung und -Funktion des
Aquaglyceroporins GIpF. In den Analysen wurde deutlich, dass fur die GlpF-Tetramerisierung
Lipide einer bestimmten Acylkettenlangen notwendig sind. Anderungen in der
Lipidkopfgruppen-Zusammensetzung blieben dagegen nahezu ohne Einfluss. Die Ergebnisse
verdeutlichen auBerdem eine hohe Toleranz der GlpF-Aktivitat gegeniber wesentlichen
Anderungen in der Lipidzusammensetzung. So wurden ab einer minimalen Acylkettenléange
von 27 A (dc-oc-0) auch in Membranen aus PC-Lipiden, die nicht in der natiirlichen
Membranumgebung von GlpF vorkommen, hohe Ribitolflussraten erfasst. Wahrend PE-
induzierte Anderungen des lateralen Drucks in der Acylkettenregion die GIpF-Aktivitat nicht
beeinflussten, beeintrachtigten die anionischen Lipide die GlpF-Aktivitat.
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3.3 In vivo Einfluss veranderter physikochemischer Membran-
eigenschaften auf die Oligomerisierung und Funktion des
Aquaglyceroporins GlpF

3.3.1 2-PEtOH induziert die Bildung von Lipiddoméanen

In vivo sollte der Einfluss von 2-PEtOH induzierten Anderungen der physikochemischen
Membraneigenschaften auf die Oligomerisierung und Aktivitdt des Aquaglyceroporins GlpF
untersucht werden. Fir das And&sthetikum 2-PEtOH ist beschrieben, dass dieses in
Lipidmembranen inseriert und die Ordnung in der Acylkettenregion reduziert (53, 195, 196).
Mittels Laurdan-Fluoreszenzspekiroskopie wurde zunachst der Effekt von 2-PEtOH auf die
Lipidordnung von EPL-Membranen untersucht. Die EPL-Membranen zeichnen sich nicht nur
durch die unterschiedlichen Lipidkopfgruppen PE, PG und CL aus, sondern auch durch die
heterogene Zusammensetzung der Acylketten (23, 24). Der Einfluss von 2-PEtOH auf EPL-
Liposomen versetzt mit 0,2 mol% Laurdan wurde bei steigenden 2-PEtOH-Konzentrationen
untersucht. Im Fluoreszenzemissionsspektrum war nach Inkubation der EPL-Membranen mit
2-PEtOH eine Zunahme der Emission bei 490 nm zu erkennen, was auf eine Abnahme der
Ordnung in der Acylkettenregion hinweist (Abbildung 25A). Aus den Anderungen im
Emissionsspektrum wurde der GP-Wert berechnet. Auf diese Weise wurde deutlich, dass 2-
PEtOH die Lipidordnung in den EPL-Membranen kontinuierlich verringert (Abbildung 25B).
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Abbildung 25: Laurdan-Fluoreszenzspektroskopie an EPL-Membranen zur Analyse der
Lipidordnung.

(A) Um den Einfluss von 2-PEtOH auf die Lipidordnung von E. coli-Lipidmembranen zu untersuchen,
wurden mit 0,2 mol% Laurdan versetzte EPL-Liposomen mit steigenden Konzentrationen an 2-PEtOH
inkubiert und Fluoreszenzspekiren nach Anregung bei 340 nm zwischen 420 und 550 nm
aufgenommen. Gezeigt sind exemplarisch die Emissionsspektren von EPL-Liposomen nach Inkubation
mit 0 (schwarz) und 16 mM (rot) 2-PEtOH. (B) Aus den Fluoreszenzspekiren wurde der GP-Wert
ermittelt. Dieser nimmt mit steigender 2-PEtOH-Konzentration ab, was eine stetige Abnahme der
Lipidordnung in den EPL-Membranen aufzeigt.
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Zur Bestatigung, dass 2-PEtOH die Ordnung der EPL-Membranen reduziert, wurden in
Kooperation mit dem Max-Planck-Institut fir Polymerforschung, Mainz die EPL-Membranen
mittels SFG-Spektroskopie untersucht.

Die erhaltenen SFG-Spektren zeigten die charakteristischen Molekilschwingungen der Lipid-
Acylketten (Abbildung 26, schwarze Kurve). Die Resonanzen bei 2850 cm™ und 2870 cm’
sind den symmetrischen Streckschwingungen der CHz- und CHs-Gruppe zuzuordnen, die
Resonanz bei 2960 cm™ der asymmetrischen Streckschwingung der CHs-Gruppe und bei
2940 cm™ ist die Fermi-Resonanz der CHs-Gruppe zu detektieren. Im SFG-Spektrum nach
Insertion von 2-PEtOH in die EPL-Monolage war die die Intensitat des SFG-Signals niedriger,
da die Anzahl der Lipide in der betrachteten Monolage mit 2-PEtOH bei konstantem
Oberflachendruck reduziert ist. (Abbildung 26, rote Kurve). Darlber hinaus wurde die
Molektilschwingung der aromatischen CH-Gruppen von 2-PEtOH bei 3050 cm™ erfasst. Als
Parameter fir den Ordnungsgrad in der Monolage wurde das Verhéltnis der Intensitaten der
symmetrischen Streckschwingungen der CHs- und CH>-Gruppen ermittelt. Um zu
gewdhrleisten, dass die Anderungen in den Intensititen der C-H-Signale nur durch
Anderungen in der Acylketten-Ordnung entstehen und nicht durch C-H-Schwingungen aus 2-
PEtOH, wurden Kontrollexperimente durchgefiihrt (Abbildung A 7). Diese zeigten, dass die
CD2-Gruppe des 2-PEtOH-Molekils SFG-inaktiv ist und somit keine Interferenzen durch 2-
PEtOH-Molekilschwingungen zu erwarten waren. Flr die reine EPL-Monolage wurde ein
CHs.ss/CH2.ss-Verhaltnis von 0,39 ermittelt, welches nach Insertion von 2-PEtOH auf 0,50
anstieg. Daher zeigten die SFG-spektroskopischen Messungen, dass die die Ordnung der
Acylketten in der EPL-Monolage in Gegenwart von 2-PEtOH erhéht ist.
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Abbildung 26: SFG-Spektroskopie an EPL-Membranen zur Analyse der Lipidordnung.
SFG-Spektren der reinen EPL-Monolage (schwarze Kurve) und in Gegenwart von 16 mM 2-PEtOH (rote
Kurve). Der Ausschnitt zeigt, dass wahrend der gesamten Messung der Oberflaichendruck konstant
20 mN/m betrug. Die Stérung im Signal ist auf die 2-PEtOH-Injektion zurlickzufiihren. (In Kooperation
mit dem Max-Planck-Institut fir Polymerforschung, Mainz).

Die Ergebnisse der SFG-Spektroskopie stehen damit im Widerspruch zu den Ergebnissen der
Laurdan-Fluoreszenzspektroskopie, die eine kontinuierliche Abnahme der Lipidordnung in der
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Membran aufzeigten. Die SFG-Messungen widersprechen auBerdem den bisher in der
Literatur beschrieben Effekten von 2-PEtOH auf Lipidmembranen (53, 195, 196). Fur
verschiedene Andasthetika wurde bereits diskutiert (197-199) bzw. in Molekildynamik-
Simulationen gezeigt (200), dass diese die laterale Lipidorganisation beeinflussen. Fir 2-
PEtOH wurde auBerdem vorgeschlagen, dass dieses eine Phasenseparation induziert (201).
Daher erschien es mdglich, dass der Einfluss von 2-PEtOH auf die Lipidordnung lokal
verschieden ist und, dass die lokalen Anderungen durch die verwendeten Methoden
unterschiedlich sensitiv erfasst wurden. Mittels BAM wurde daher die laterale Lipidorganisation
der reinen EPL-Monolage und der Monolage nach Inkubation mit 2-PEtOH untersucht. Die
BAM-Messungen erfolgten ebenfalls in Kooperation mit dem Max-Planck-Institut fir
Polymerforschung, Mainz durchgefahrt. In den BAM-Aufnahmen waren signifikante, durch 2-
PEtOH induzierte Unterschiede in der lateralen Lipidorganisation zu erkennen. So waren in
den reinen EPL-Monolagen kleine Lipiddomanen sichtbar, die fir E. coli-Lipide bereits
beschrieben sind (Abbildung 27A) (202). Diese Domanen bestehen vermutlich aus Lipiden
derselben Kopfgruppe, die aufgrund ihrer chemischen Eigenschaften bevorzugt interagieren
(29). Nach Zugabe von 2-PEtOH waren in den BAM-Aufnahmen unterschiedlich strukturierte
Bereiche zu erkennen, die auf eine ausgepragte Phasenseparation der Lipide und die Bildung
groéBerer Lipiddoméanen zuriickzufthren sind (vgl. Abbildung 27B).
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Abbildung 27: Brewster-Winkel-Mikroskopie an EPL-Membranen.

Um den Einfluss von 2-PEtOH auf die Morphologie der EPL-Monolagen zu untersuchen, wurden BAM-
Aufnahmen erstellt. Gezeigt sind die BAM-Aufnahmen vor (A) und nach 2-PEtOH-Injektion (B). (In
Kooperation (In Kooperation mit dem Max-Planck-Institut fir Polymerforschung, Mainz).

Der Widerspruch zwischen den Ergebnissen der Laurdan-Fluoreszenz- und der SFG-
Spektroskopie ist daher wahrscheinlich auf eine durch 2-PEtOH induzierte Phasenseparation
der Lipide zurickzufuhren. Diese Phasen bzw. Doménen unterscheiden sich in der
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Lipidordnung und wurden in den Ergebnissen der SFG- und Laurdan-
Fluoreszenzspektroskopie, die einen Mittelwert des gesamten Lipidsystems darstellen,
unterschiedlich empfindlich erfasst.

3.3.2 Physiologische Bedeutung der durch 2-PEtOH induzierten Lipiddoménen
Um die physiologischen Konsequenzen der 2-PEtOH-abhangigen Phasenseparation auf das
Aquaglyceroporin GlpF nachzuvollziehen, wurde zunachst die Verteilung von GlpF in der
inneren E. coli-Membran mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Als Kontrolle wurde
ebenfalls die Verteilung der polytopen E. coli-Transmembranproteine NagE und PtsG erfasst.
Die fluoreszenzmikroskopischen Messungen erfolgten in Kooperation mit dem Max-Planck-
Institut fur terrestrische Mikrobiologie, Marburg. Um die Verteilung der Transmembranproteine
GlpF, NagE und PtsG in vivo zu analysieren, wurden diese mit einem gelb fluoreszierenden
Protein (YFP, engl.: yellow fluorecent protein) fusioniert.

0 mM 2-PEtOH 16 mM 2-PEtOH

Abbildung 28: Fluoreszenzmikroskopie des Aquaglyceroporins GIpF in An- und
Abwesenheit von 2-PEtOH.

GlIpF wurde mit den gelb fluoreszierenden Protein Venus fusioniert und die Verteilung in der inneren E.
coli-Membran von MG1655-Zellen unter natiirlichen Bedingungen (0 mM 2-PEtOH, (A)) und nach
Inkubation mit 16 mM 2-PEtOH untersucht (B). Die punktuelle Lokalisation von Venus-GIpF ist durch
die Pfeile aufgezeigt. (In Kooperation mit dem Max-Planck-Institut fiir terrestrische Mikrobiologie,
Marburg).

Wahrend unter natirlichen Bedingungen die untersuchten Transmembranproteine

gleichmaBig in der Zelle verteilt waren, wurde in Gegenwart von 16 mM 2-PEtOH eine

inhomogene Verteilung der Proteine deutlich (Abbildung 28 und Abbildung A 8).

Nach Inkubation mit 2-PEtOH waren Bereiche auf der Zelloberflache mit hoher

Fluoreszenzintensitdt zu erkennen, die der Lokalisation des Aquaglyceroporins GlpF

entsprechen (vgl. Abbildung 28B). Auch die polytopen E. coli-Transmembranproteine NagE
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und PtsG zeigten in den Membranen ohne 2-PEtOH eine homogene Verteilung und waren
nach Inkubation der Membranen mit 2-PEtOH punkiuell in Bereichen hoher
Fluoreszenzintensitat lokalisiert (vgl. Abbildung A 8). Auffallend ist, dass die Bereiche hoher
Fluoreszenzintensitat nur einen kleinen Anteil der gesamten Zelloberflache darstellen. Die
Akkumulation der Transmembranproteine nach Inkubation mit 2-PEtOH spiegelt vermutlich die
Verteilung der Proteine in den unterschiedlichen Doméanen wieder. Nachdem deutlich wurde,
dass 2-PEtOH die Verteilung der ausgewahlten E. coli-Transmembranproteine in den
phasenseparierten Membranen signifikant beeinflusst und diese in den Lipiddomanen
akkumulieren, wurden zunédchst die Auswirkungen auf die Oligomerisierung von GlpF mittels
des GALLEX-Systems untersucht (125, 158).

Fir die GALLEX-Messungen wurde das LexA-GlpF-Fusionsprotein in SU101-Zellen exprimiert
und die Proteinexpression nach Erreichen einer ODgoo von 0,6 mit IPTG induziert und fir 1 h
mit steigenden 2-PEtOH-Konzentrationen inkubiert. Die GALLEX-Messungen zeigten eine
steigende GlpF-Interaktionstendenz mit zunehmender 2-PEtOH-Konzentration (vgl. Abbildung
29).
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Abbildung 29: In vivo Oligomerisierung von GIpF bei steigenden 2-PEtOH-
Konzentrationen.
Die Interaktionstendenz von GlpF wurde mittels des GALLEX-Systems erfasst (n = 9 + SE). Die
gemessen Interaktionen wurden auf die Interaktionstendenz bei einer 2-PEtOH-Konzentration von 0 mM
bezogen (relative B-Gal.-Akt.,, schwarze Balken). Die Western Blot-Analyse zeigte, dass das
Expressionsniveau kontinuierlich mit der 2-PEtOH-Konzentration abnahm. Daher wurden die relativen
B-Gal.-Akt. auf die relative Menge an GIpF in der E. coli-Membran normiert (normierte B-Gal.-Akt., graue

Balken).
Obwohl der Unterschied in der Interaktionstendenz schon ab 6 mM 2-PEtOH signifikant war,

war die Zunahme der Interaktionstendenz um etwa 15% nach Inkubation mit 16 mM 2-PEtOH
moderat (Abbildung 29, schwarze Balken). Die Western Blot-Analyse zeigte jedoch, dass das
Expressionsniveau durch die steigenden 2-PEtOH-Konzentrationen deutlich verringert ist
(Abbildung 29, unterer Teil). Unter Berlcksichtigung des reduzierten Expressionsniveaus
wurde die normierte 3-Gal.-Akt. ermittelt und ein deutlicher Effekt der 2-PEtOH-abhangigen
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Phasenseparation der Lipide auf die Oligomerisierung von GIpF ersichtlich (Abbildung 29,
graue Balken). So war die Interaktionstendenz von GlpF nach Inkubation mit 16 mM 2-PEtOH
um etwa 80% erhdht. Die Zunahme der GlpF-Interaktion basiert vermutlich auf der 2-PEtOH-
abhangigen Akkumulation von GlpF in den Lipiddomé&nen (Abbildung 28).

AbschlieBend wurde der Einfluss der 2-PEtOH-abhangigen Umverteilung von GIpF in der
Membran und der erhéhten in vivo Interaktionstendenz auf die Aktivitat von GlpF untersucht.
Um die Aktivitat von GIpF bei steigenden 2-PEtOH-Konzentrationen zu analysieren, wurden
GIpF exprimierende SK46-Zellen aus einer Kultur mit einer hypertonischen Ribitollésung und
steigenden 2-PEtOH-Konzentrationen am Stopped-Flow-UV/VIS-Spektrometer gemischt und
die Lichtstreuung im 90° Winkel verfolgt. Der fir GIpF charakteristische Abfall der
Streulichtkurven zeigte einen deutlich beeintrachtigten Ribitolfluss in Gegenwart steigender 2-
PEtOH-Konzentrationen (Abbildung 30A).
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Abbildung 30: GilpF-Aktivitat in der inneren E. coli-Membran bei steigenden 2-PEtOH-
Konzentrationen.

(A) Reprasentative Streulichtkurven des GIpF vermittelten Ribitolflusses bei 0 mM (schwarz), 8 mM
(grin) und 16 mM (rot) 2-PEtOH. (B). Auftragung der Geschwindigkeitskonstanten des GlpF-
vermittelten Ribitolflusses gegen die 2-PEtOH-Konzentration zeigt eine kontinuierliche Abnahme der
GlpF-Aktivitat mit steigenden 2-PEtOH-Konzentrationen (n = 4 £ SD).

Mittels einer einfach exponentiellen Zerfallsfunktion wurden die Geschwindigkeitskonstanten
des GlpF-vermittelten Ribitolflusses bestimmt und gegen die 2-PEtOH-Konzentration
aufgetragen (Abbildung 30B). So zeigte sich, wie bereits in den Streulichtkurven zu erkennen
war, dass die GIpF-Aktivitat in Gegenwart steigender 2-PEtOH-Konzentrationen konstant
abnahm. Ab einer 2-PEtOH-Konzentration von etwa 8 mM waren die Anderungen in der GIpF-
Aktivitdt  kleiner. Interferenzen, aufgrund einer parallel verlaufenden 2-PEtOH
Membraninsertion, konnten ausgeschlossen werden, da die Membraninsertion von 2-PEtOH
unter 1 ms erfolgt, was der Totzeit des Stopped-Flow-UV/VIS-Spekirometers entspricht
(Abbildung A 9).
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Im Rahmen der Untersuchungen zu dem Einfluss 2-PEtOH induzierter Veranderungen der
physikochemischen Membraneigenschaften auf die Oligomerisierung und Aktivitat von GlpF
wurde deutlich, dass das Anasthetikum 2-PEtOH eine Phasenseparation in EPL-Membranen
bewirkt. Es entstehen Lipiddomanen, die sich im Ordnungsgrad der Acylketten unterscheiden.
In vivo flhrte diese Phasenseparation zur Akkumulation der polytopen E. coli-
Transmembranproteine  GlpF, NagE sowie PtsG und zu einer erhdhten
Oligomerisierungstendenz sowie eingeschrankten Aktivitat des GlpF-Wildtyps.
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3.4 GIpF als Modell fiir humane Aquaporine: Einfluss einer
Punktmutation auf die Oligomerisierung und Funktion des
Aquaglyceroporins GIpF

Zahlreiche genetische Variationen in humanen Aquaporinen sind bis heute identifiziert, die

teilweise mit Erkrankungen wie NDI und Katarakten in Verbindung stehen. Haufig sind jedoch

die Auswirkungen dieser Mutationen auf die Proteinstruktur und -funktion noch nicht
charakterisiert und daher noch nicht verstanden (203). Die Sequenzidentitat zwischen GlpF
und den humanen Aquaporinen variiert zwischen 18 und 35% und ist vor allem in den

Bereichen der beiden NPA-Motive héher (121, 204). Auch die Konservierung der Aquaporin

Tertiar- und Quartarstruktur ist bemerkenswert (134, 205). Aufgrund dessen erscheint es

maoglich, natdrlich in humanen Aquaporinen vorkommende Mutationen auf das homologe,

bakterielle Aquaglyceroporin GlpF zu Ubertragen und den Einfluss der Mutationen auf die

Aktivitat und Oligomerisierung zu analysieren. Auf diese Weise kénnen Informationen Gber

zugrunde liegende Krankheitsmechanismen erhalten werden. Im Folgenden soll die

Auswirkung der natirlich in AQP2 vorkommenden Punktmutation V71M auf die Aquaporin-

Oligomerisierung und -Funktion untersucht werden. Die Vererbung der Substitution des

Guanins durch Adenosin an Position 211 im AQP2-Gen erfolgt autosomal, rezessiv (102) und

bewirkt in AQP2 den Austausch von Valin durch Methionin in Halbhelix 3 unmittelbar neben

dem ersten NPA-Motiv. Homozygote Trager dieser Mutation erkranken an rezessiven NDI.

3.4.1 Strukturelle Voraussetzungen

Voraussetzung der Untersuchung natdrlich in humanen Aquaporinen vorkommender
Mutationen am homologen, bakteriellen Aquaglyceroporin GlpF, ist die Konservierung der
mutierten Aminosauren zwischen GlpF und mindestens dem betroffenen humanen Aquaporin.
Um den Grad der Konservierung der AQP2 Mutation V71M zwischen GlpF und den anderen
humanen Aquaporinen zu bestimmen, wurde ein Sequenzvergleich mittels des Programms
ClustalW2 durchgefiihrt (Abbildung 31).

Der Sequenzvergleich zwischen Teilen der Schleife B und der Halbhelix 3 zeigte, dass Valin
an Position 71 nicht nur zwischen GlpF und AQP2 konserviert ist, sondern insgesamt in neun
Aquaporinen zu finden ist. In den Aquaporinen AQP5 und AQP10 ist Valin durch eine
hydrophobe Aminosaure substituiert. So kommt es in AQP5 zu einem konservativen
Aminosaureaustausch von Valin zu Isoleucin und in AQP10 zu einem nicht-konservativen
Austausch durch die gréBere, hydrophobe Aminosaure Phenylalanin. Insgesamt ist die
Primarsequenz der Aquaporine im Bereich der Punktmutation hochkonserviert. Mutationen in
diesem Bereich kdnnten daher besonders kritisch fur die Aquaporin-Funktion sein.
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Halbhelix 3

GlpF SGAHLNPAVTIALWLF 78
AQPO SGAHVNPAVTFAFLVG 78
AQP1 SGAHLNPAVTLGLLLS 86
AQP2 SGAHINPAVTVACLVG 78
AQP3 SGAHLNPAVTEFAMCEL 93
AQP4 SGGHINPAVTVAMVCT 107
AQP5S SGGHINPAITLALLVG 79
AQP6 SGAHANPAVTLAFLVG 92
AQP7 SGAHMNAAVTFANCAL 104
AQPS8 SGGHFNPAVSLAAMLI 102
AQPO SGGHINPAVSLAMCLF 94

AQP10 SGAHLNPAFSLAMCIV 92

kk ek Kk k. .

Abbildung 31. Sequenzvergleich zwischen GlpF und den humanen Aquaporinen.

Der Sequenzvergleich wurde mit dem Programm ClustalW2 erstellt (161, 162). Nicht berticksichtigt beim
Vergleich der Sequenzen wurden die unorthodoxen Aquaporine AQP11 und AQP12. Das
hochkonservierte NPA-Motiv ist rot hinterlegt und das in AQP2 an Position 71 mutierte Valin blau, sofern
dieses konserviert ist. Ein Punkt markiert konservierte Aminosaurereste, zwei Punkte hochkonservierte
und ein Stern hebt identische Aminosaurereste hervor. Die Sequenzen wurden der UniProtKB/TrEMBL
Datenbank entnommen (206).

Da sowohl fur GlpF als auch AQP2 Kristallstrukturen zur Verfliigung stehen (116, 207), konnten
neben dem Sequenzvergleich auch durch Uberlagerung der Kristallstrukturen die GlpF- und
AQP2-Tertiarstruktur verglichen werden.

Abbildung 32: Strukturvergleich zwischen GlpF und humanem AQP2.

Die Uberlagerung der Strukturen von GlpF (grtin) und AQP2 (beige) verdeutlicht die hohe Konservierung
der Aquaporin-Tertidrstruktur. Die strukturellen Diskrepanzen sind in den Schleifenregionen am
gr6Bten, die allgemeine Orientierung der einzelnen Transmembranhelices dagegen ist konserviert. (A)
Uberlagerung der GlpF- und AQP2-Monomere aus seitlicher Perspektive. (B) Aufsicht auf die
Translokationspore. Zur besseren Ubersicht sind die periplasmatischen/extrazelluldren
Schleifenregionen nicht gezeigt. (C) Detailansicht der Strukturen im Bereich des ersten NPA-Motivs.
Der Strukturvergleich wurde mit dem Programm Chimera durchgefihrt (159). (PDB-ID: 1FX8 und
4NEF).

82



Ergebnisse

Der Strukturvergleich durch Uberlagerung der Kristallstrukturen zeigte die hohe Konservierung
der Aquaporin-Tertiarstruktur (Abbildung 32A). Insbesondere die Orientierung der
Transmembranhelices ist zwischen GIpF und AQP2 sehr ahnlich, wéhrend in den
Schleifenregionen gréBere Unterschiede existieren. Die Aufsicht auf die Translokationspore
verdeutlichte, dass die Seitenkette der nattrlich in AQP2 mutierten Aminosaure V71 in beiden
Proteinen in die Pore zeigt (Abbildung 32B). Die hohe strukturelle Konservierung der einzelnen
Aminosauren im Bereich der Mutation wurde auch in der Detailansicht von Halbhelix 3 deutlich
(Abbildung 32C).

3.4.2 Die in vivo Assemblierung der GlpF-Mutante V71M ist nicht beeintrachtigt
Da die Assemblierung von monomeren Aquaporinen zu tetrameren Strukturen in der Membran
bedeutend flir die Proteinaktivitat ist (125), wurde zunachst der Einfluss der Punktmutation
V71M auf die Oligomerisierung von gereinigtem GlpF mittels einer semi-nativen SDS-PAGE-
Analyse in vitro untersucht (Abbildung 33A), in welcher der natirliche GlpF-
Oligomerisierungsgrad erhalten bleibt (vgl. Abschnitt 3.1.4). Zum Vergleich wurde in der in
vitro Analyse zusatzlich die gut charakterisierte GlpF-Mutante E43A berlcksichtigt, die sowohl
eine reduzierte Interaktionsfahigkeit als auch eine niedrigere Aktivitat als der GlpF-Wildtyp
aufweist. Wie aus Abbildung 33A hervorgeht, lag der GlpF-Wildtyp in der SDS-PAGE-Analyse
als stabiles Tetramer vor, wahrend die Mutante E43A hauptséchlich als Monomer mit leichter
Tendenz zur Dimerbildung detektiert wurde. Auch die Mutante V71M lag in der SDS-PAGE-
Analyse primar als monomeres Protein vor, jedoch war auch tetrameres GIpF zu erkennen.
Daher scheint die Mutante V71M im Gegensatz zu GlpF-E43A grundsétzlich tetramere
Strukturen ausbilden zu kénnen. Die tetrameren Komplexe scheinen jedoch im Vergleich zum
Wildtyp in der Detergenzmizelle destabilisiert zu sein. Um die Oligomerisierung der Mutante
V71M auch in vivo, in einer Lipidmembran zu untersuchen, wurde das GALLEX-System
angewandt (125). Hierzu wurde die Expression der LexA-GlpF-Fusionsproteine in SU101-
Zellen durch steigende IPTG-Konzentrationen induziert und die B-Gal.-Akt. ermittelt. Um
eventuelle Unterschiede im Expressionsniveau des Wildtyps und der Mutante V71M bei der
Auswertung der Interaktionstendenzen zu berlcksichtigen, wurden aus NT326-Zellen
Membranen isoliert und mittels einer Western Blot-Analyse vorhandenes LexA-GlpF
immunochemisch detektiert (Abbildung 33B und Abbildung A 10). Zur quantitativen
Bestimmung der Proteinbandenintensitdten im Western Blot wurden diese mittels des
Programms Imaged grafisch erfasst und die Proteinbandenintensitaten durch Integration der
Peakflache bestimmt. Auf diese Weise zeigte sich, dass das Expressionsniveau bis zu einer
Induktion der Proteinexpression mit 500 uM IPTG kontinuierlich gesteigert werden konnte.
Darlber hinaus wurde deutlich, dass das Expressionsniveau der Mutante V71M im Vergleich
zum GlpF-Wildtyp etwa um 30% verringert ist (vgl. Abbildung A 10). Unter Berlcksichtigung
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des reduzierten Expressionsniveaus der Mutante V71M ist die Interaktionstendenz der
Mutante V71M in der natirlichen Lipidmembran héher als die des Wildtyps. So ist die Kurve
in der Auftragung der (3-Gal.-Akt. gegen die tatsachliche Proteinkonzentration in der Membran
nach links verschoben (Abbildung 33C). Die Mutante V71M erreichte demnach bereits bei
niedrigeren effektiven Proteinkonzentrationen das Interaktionsniveau des GlpF-Wildtyps. Die
Ergebnisse aus den GALLEX-Messungen erlauben es nicht, zwischen verschiedenen
Oligomerisierungsgraden zu differenzieren. So kdénnte, die starke Interaktion der Mutante
V71M auch auf eine Dimerbildung zuriickzufiihren sein. Da in der SDS-PAGE-Analyse der
gereinigten Mutante V71M jedoch kein dimeres sondern tetrameres GIpF zu erkennen war, ist
nicht zu erwarten, dass das GALLEX-Signal auf der Bildung von dimeren GlpF basiert. Damit
scheint die Oligomerisierungstendenz der Mutante V71M in vivo nicht eingeschrankt zu sein.
Die Destabilisierung gegentiber der Entfaltung mit SDS ist méglicherweise nur unter in vitro
Bedingungen relevant.
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Abbildung 33: Oligomerisierungsverhalten des GlpF-Wildtyps und von GlpF-V71M in
vitro und in vivo.

(A) Semi-native SDS-PAGE-Analyse des gereinigten GlpF-Wildtyps sowie der GlpF-Mutanten E43A
und V71M. (T: Tetramer, Di: Dimer; M: Monomer). (B) Western Blot-Analyse zur Uberpfiigung und
Quantifizierung des Expressionsniveaus des GlpF-Wildtyps und der GlpF-Mutante V71M in der E. coli-
Membran. (C) Mittels des GALLEX-Systems wurde das Oligomerisierungsverhalten des GlpF-Wildytps
und der Mutante V71M in vivo analyisert (n = 6 + SE). Dargestellt ist die Oligomerisierungstendenz des
GlpF-Wildtyps (griin) und der Mutante V71M (blau) in Abhangigkeit der Proteinkonzentration bezogen
auf das Expressionsniveau des GlpF-Wildtyps nach Induktion der Proteinexpression mit 500 uM IPTG.
(In Zusammenarbeit mit ).

3.4.3 Die Mutation V71M beeinflusst die GlpF-Funktion nicht

Um den Einfluss der Punktmutation V71M auf die Proteinaktivitat zu untersuchen, wurden der
GlpF-Wildtyp und die GilpF-Mutante V71M in SK46-Zellen bei steigenden IPTG-
Konzentrationen exprimiert und die Aktivitdt durch Messen der Ribitolleitfahigkeit an einem
Stopped-Flow-UV/Vis-Spektrometer erfasst. Die erhaltenen Streulichtkurven zeigten einen
gleichermalen steilen Anstieg sowie einen ahnlich verlaufenden Abfall der Streulichtintensitat
far den GlpF-Wildtyp und die Mutante V71M. Um die Geschwindigkeitskonstanten des
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Ribitolflusses zu ermitteln, wurde der GlpF charakteristische Abfall der Streulichtintensitat mit
einer einfach exponentiellen Zerfallsfunktion approximiert. Auch das Expressionsniveau des
Wildtyps und der Mutante V71M in SK46-Zellen wurde mittels einer Western Blot-Analyse
untersucht, um Unterschiede in der Analyse der Geschwindigkeitskonstanten zu
berlcksichtigen (Abbildung 34A und Abbildung A 11). Die Proteinbandenintensitaten wurden
wie flr die Expressionskontrolle der GALLEX-Messungen beschrieben durch Integration der
Peakflachen mittels Imaged bestimmt (vgl. 3.4.2). So war das Expressionsniveau der GlpF-
Mutante V71M im Vergleich zum GlpF-Wildtyp um etwa 30% reduziert und konnte durch
Induktion mit bis zu 500 uM IPTG kontinuierlich gesteigert werden. Um die Kinetik der GlpF-
vermittelten Reaktion in Abhangigkeit der tatsachlich vorhandenen GlpF-Menge zu betrachten,
wurden die Geschwindigkeitskonstanten gegen die in der Western Blot-Analyse ermittelten
relativen GlpF-Konzentrationen aufgetragen (Abbildung 34B). Diese Auftragung zeigt, dass
bei gleichen Proteinkonzentrationen etwa gleiche Geschwindigkeitskonstanten flr den durch
den GlpF-Wildtyp und die Mutante V71M vermittelten Ribitolfluss erreicht wurden. Es sind
daher keine Unterschiede in der Aktivitat des Wildtyps und der Mutante V71M zu erkennen.
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Abbildung 34: Funktion der GlpF-Mutante V71M.

(A) Western Blot-Analyse zur Uberpfligung und Quantifizierung des Expressionsniveaus des GlpF-
Wildtyps und der GlpF-Mutante V71M in der E. coli-Membran. (B) Kinetik des Ribitolflusses des GlpF-
Wildtyps (griin) und der Mutante V71M (blau) in Abhangigkeit der Proteinkonzentration (n = 5 £ SD).
Die relative Proteinkonzentration wurde in Western Blot-Analysen ermittelt und ist auf das
Expressionsniveau des GlpF-Wildtyps bei 500 pM IPTG normiert. (In Zusammenarbeit mit
erstellt).

Sowohl der Aminosduresequenzvergleich als auch der Vergleich der GlpF- und AQP2-
Tertiarstrukturen verdeutlichten eine hohe Konservierung des an Position 71 im humanen
AQP2 durch Methionin substituierten Valins. Die Untersuchungen der Konsequenzen der
Mutation V71M auf die Oligomerisierung und Aktivitit am homologen, bakteriellen
Aquaglyceroporin GlpF zeigten in vivo eine erhdéhte Oligomerisierungstendenz der GlpF-
Mutante V71M sowie eine unveranderte Aktivitat dieser Mutante.
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4 Diskussion

4.1 Funktion und Oligomerisierung fusionierter GlpF-Monomere

Aquaporine liegen in biologischen Membranen als Homotetramere vor (116-118). Als
Triebkraft dieser Oligomerisierung werden eine erhdhte Proteinstabilitat sowie -funktion
vermutet (125). Um weitere Aspekte der Oligomerisierung zu untersuchen, wurden in dieser
Arbeit fusionierte GlpF-Homooligomere sowie fusionierte GlpF-Tetramere mit einem
steigenden Anteil mutierter GlpF-Monomeren mit eingeschranktem Translokations-
mechanismus erstellt und die Funktion der Fusionsproteine untersucht. Es zeigte sich eine
gesteigerte Funktion der GlpF-Fusionsproteine mit steigendem Fusionsgrad. Ferner wurde
deutlich, dass mehr als zwei mutierte monomere Einheiten (GlpF-E43A) nétig waren, um eine

drastische Inaktivierung des fusionierten Tetramers zu erzeugen.

4.1.1 Fusionierte GlpF-Homooligomere bilden Tetramere aus

Ein entscheidender Aspekt der fusionierten GlpF-Homooligomere ist die Tendenz dieser,
intermolekulare Homointeraktionen auszubilden. Diese Wechselwirkungen sind grundlegend
fir die Bildung von Tetrameren, die dem nativen Oligomerisierungsgrad der Aquaporine
entsprechen. Homointeraktionen wurden mittels des GALLEX-Systems fir alle untersuchten
fusionierten GlpF-Konstrukte festgestellt. Auch fir das fusionierte GlpF-Tetramer wurden
intermolekulare Interaktionen gezeigt, obwohl dieses Funktionskonstrukt aus hinreichend
Monomeren besteht, um durch intramolekulare Wechselwirkungen zu tetrameren Einheiten zu
assemblieren. Die gemessenen Interaktionen kdnnten daher Wechselwirkungen zwischen
bereits assemblierten GlpF-Tetrameren darstellen. Eine Assemblierung von Aquaporin-
Tetrameren zu héheren oligomeren Strukturen ist zwar fir AQPO und AQP4 beschrieben,
diese ist jedoch fir die genannten Aquaporine spezifisch. So existieren Wechselwirkungen
von AQPO-Tetrameren zwischen gegenuberliegenden Zellen, um enge Zell-Zellkontakten zu
gewahrleisten (98, 99). Diese werden durch Prolinreste in Schleife A auf der extrazellularen
Proteinoberflache vermittelt. Interaktionen zwischen GlpF-Tetrameren in gegentiberliegenden
Zellen kénnten nicht mit dem GALLEX-System erfasst werden. Des Weiteren ist fur AQP4 die
Ausbildung von supramolekularen Komplexen, sogenannten orthogonalen Protein-Arrays,
beschrieben in denen bis zu 600 Tetramere interagieren (208-210). Diese Art von
Wechselwirkungen kénnten zwar mit Hilfe des GALLEX-Systems erfasst werden, jedoch wird
die Ausbildung dieser supramolekularen Komplexe durch bestimmte Aminoséauren im Bereich
des AQP4-N-Terminus vermittelt und wurde bisher nur fir AQP4 beschrieben. AuBerdem sind
Tetramer-Tetramer-Interaktionen von Aquaporinen, die normalerweise nicht in Form von
héheren Aggregaten wie AQP4 vorliegen, energetisch nicht begunstigt (211).Dartber hinaus
wurde in AQPO0-2D-Kristallen deutlich, dass keine direkten, lateralen Interaktionen zwischen
AQPO-Tetrameren existieren (147).
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Daher wurden mittels des GALLEX-Experiments vermutlich keine Interaktionen zwischen
bereits assemblierten GlpF-Tetrameren erfasst. Es ist anzunehmen, dass die gemessenen
Interaktionen auf den spezifischen Wechselwirkungen der Monomere, die grundlegend fir die
GlpF-Tetramerisierung sind, basieren (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Mogliche Interaktionen der fusionierten GlpF-Homooligomere und
-Heterotetramere.

Schematische Darstellung der Médglichkeiten der multimeren GipF-Fusionsproteine, tetramere
Strukturen auszubilden. Sowohl die inter- als auch die intramolekularen Wechselwirkungen basieren
auf den Monomer-Interaktionsflachen (abgefaste Kante). Die griinen Quadrate stehen fir die Wildtyp-
Monomere, die blauen fiir die mutierten Monomere. An intermolekularen Wechselwirkungen beteiligte
Fusionsproteine sind durch verschiedene Helligkeitsstufen dargestellt. (A) 1xGlpF. (B) 2xGlpF. (C)
3xGIpF. (D/E) 4xGlpF. (F/H) 3xGlpF-1xGIpF-E43A. (G/l) 2xGlpF-2xGlpF-E43A.

C.)C

Die Tetramerisierung wird mafgeblich durch Interaktionen der Transmembranhelices 1 und 2
in einem Monomer und der Transmembranhelices 5 und 6 im benachbarten Monomer
vermittelt (115, 116, 212). Die Transmembranhelices 2 und 6 sind zu kurz, um die Membran
vollstédndig zu durchspannen und zudem weniger hydrophob als die Helices an der Lipid-
Protein-Grenzflache. Folglich ermdglicht die Interaktion zwischen den GlpF-Homooligomeren
die Bildung von tetrameren Strukturen und sattigt einen Teil der Monomer-Interaktionsflachen,
um eine energetisch ungunstige Exposition mit der Lipidumgebung zu vermeiden (Abbildung
35). Die Assemblierung des fusionierten GlpF-Dimers zu einem Tetramer konnte auch mittels
SDS-PAGE-Analyse bestatigt werden (Abbildung 18B). Darlber hinaus zeigte die SDS-
induzierte Entfaltung dieses artifiziellen Tetramers, dass die Tetramerstabilitdt gegentber der
Entfaltung mit SDS im Vergleich zum GlpF-Wildtyp unverandert bleibt (Abbildung 18C).
Demzufolge ist anzunehmen, dass die Monomere in beiden Tetrameren ahnlich assembliert
vorliegen und die Interaktionen auf den gleichen Wechselwirkungen beruhen.

An dieser Stelle kann nicht hinreichend geklart werden, wie viele GlpF-Trimere an der
Ausbildung von tetrameren Einheiten beteiligt sind. Die Formation des Tetramers setzt eine
bestimmte Orientierung der Monomere voraus, die wahrscheinlich die Bildung von Vielfachen
einer Tetramereinheit begrenzt und daher nicht alle Monomere an tetrameren

Assemblierungen beteiligt (Abbildung 35C). Dies wurde bereits in Fusionsstudien mit dem
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tetrameren Kalium-Kanal KV1.1 (213) sowie dem pentameren mechanosensitivem Kanal
MscL (214) postuliert.

Da auch das fusionierte GlpF-Tetramer 4xGlpF eine deutliche Tendenz zur Homointeraktion
im GALLEX-Experiment zeigte, ist davon auszugehen, dass Interaktionen zwischen
Monomeren aus verschiedenen Fusionskonstrukten mdglich sind, obwohl die monomeren
Interaktionsflachen intramolekular geséattigt werden kénnten (Abbildung 35D/E). Eine Analyse
mit Heterotetrameren aus den pflanzlichen Aquaporinen NtAQP1 und NtPIP2;1 lasst jedoch
vermuten, dass ein GroBteil der tetrameren Fusionskonstrukte intramolekulare Tetramere
bilden. So vermittelt das Heterotetramer 2NtAQP1-2NtPIP2;1, das aus zwei wasserleitenden
NTPIP2;1- und zwei nichtleitenden NtAQP1-Monomeren besteht, einen Wasserfluss der dem
Niveau des NtPIP2;1 Homotetramers entspricht (132). Innerhalb des Heterotetramers werden
daher Konformationsénderungen (bertragen, die den Wasserfluss auch durch die NtAQP1-
Monomere ermdglichen (132). Zudem ist es wahrscheinlich, dass die Monomere eines
Fusionskonstrukts durch die erzwungene raumliche Nahe unmittelbar nach der Translation
interagieren und zu intramolekularen Tetrameren assemblieren.

Zusammengenommen zeigen die GALLEX-Messungen, dass die fusionierten GlpF-
Homooligomere intermolekulare Wechselwirkungen ausbilden, die vermutlich Uber die
Monomer-Interaktionsflachen im Tetramer vermittelt werden. Dabei entstehen Tetramere, die
dem nativen Aquaporin-Oligomerisierungsgrad in Membranen entsprechen.

4.1.2 Die kovalente Verknupfung der GIpF C- und N-Termini erh6ht die GIpF-
Aktivitat
Die Aktivitatsmessungen der fusionierten GlpF-Homooligomere verdeutlichten eine erhéhte
Funktion der GlpF-Fusionsproteine mit steigendem Fusionsgrad. So wurden fiir das fusionierte
GlpF-Tetramer 4xGIpF die héchsten Ribitolflussraten ermittelt. Im Vergleich zu diesem betrug
der durch das fusionierte GlpF-Trimer und Dimer vermittelte Ribitolfluss 95% bzw. 75%. Der
Ribitolfluss durch das nichtfusionierte GlpF-Monomer betrug 40%. Da die fusionierten GlpF-
Homooligomere alle zu Tetrameren assemblieren, muss neben der Oligomerisierung ein
weiter Faktor existieren, der die Funktion der fusionierten GlpF-Homooligomere in vivo
beeinflusst. Die Aquaporin-Termini liegen innerhalb des Tetramers in direkter Nachbarschaft
(121). Es wird daher vermutet, dass Interaktionen der Termini zur Stabilitadt der Tetramere
beitragen (115, 215). Dartber hinaus ist fir AQPO beschrieben, dass eine elektrostatische
Wechselwirkung zwischen den AQPO-Termini die AQP0-Konformation maBgeblich beeinflusst
(121, 147). So unterbindet die elektrostatische Interaktion zwischen Glu3 und Ser240 durch
eine Konformationsanderung im Vollldngenprotein die Ausbildung von AQPO-Junctions. Es
erscheint daher mdglich, dass durch die kovalente VerknlUpfung der GlpF-Termini die
Konformationsfreiheit dieser eingeschrédnkt wurde und dadurch Interaktionen stabilisiert
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werden, welche wichtig fir die Stabilitdt bzw. -Konformation der rigiden Aquaporinpore sein
kénnten (siehe Abbildung 8 A/B) (216, 217). Eine solche Stabilisierung kénnte die sukzessive
Zunahme der Aktivitat der GlpF-Homooligomere mit dem Grad der Fusion erklaren. Die
entscheidenden Aminosaurereste der GlpF-Termini konnten in den publizierten GlpF-
Kristallstrukturen nicht aufgelést werden (116, 218). In den Strukturanalysen sind nur die
Konformation der Aminosaurereste 6-259 von insgesamt 281 aufgeldst, sodass keine
strukturellen Informationen Gber mégliche Interaktionen der Termini bestehen. Dennoch zeigt
sich anhand der Kristallstruktur von GlpF, dass die Flexibilitdt der Aminosaurereste in den
terminalen und extramembranaren Bereichen héher ist als im Rest des Proteins (vgl.
Abbildung 8). In den Kristallstrukturen verschiedener humaner Aquaporine (AQPO, 1, 2 und 5)
ist am C-Terminus zuséatzlich eine a-Helix aufgeldst (115, 145, 147, 207). In AQPO konnten
dartber hinaus die fehlenden Aminosaurereste der Termini modelliert werden (147). Hier
zeigte sich, dass die AQPO-Termini geordnete Konformationen einnehmen, die
auschlaggebend flr Interaktionen der Termini zwischen den jeweiligen Monomeren eines
Tetramers sind. Sowohl die a-helikale Struktur am C-Terminus als auch die geordnete
Konformation der Termini unterstitzen die Annahme, dass eine eingeschrankte
Konformationsfreiheit der Aquaporin-Termini  wichtige, stabilisierende Interaktionen
begnstigt.

4.1.3 Interaktion der GlpF-Monomere im Tetramer

Im Fall der fusionierten GlpF-Tetramere erscheint es mdglich, dass die Monomere mit der
Mutation E43A nicht an der Bildung von Tetrameren beteiligt sind, da in dieser Mutante
Wechselwirkungen an der Monomer-Interaktionsflache gestért sind (vgl. Abschnitt 20 (126).
So liegt die GlpF-Mutante E43A in vivo und in vitro hauptsachlich als monomeres Protein vor
(vgl. Abbildung 33A) (125). Sollten die mutierten Monomere des Fusionsproteins nicht an der
Ausbildung eines Tetramers beteiligt sein, interagieren die wildtypischen Einheiten aus
verschieden fusionierten Tetrameren und die mutierten Monomere waren in der Peripherie
eines solchen Tetramers lokalisiert (Abbildung 35F/G).

Um den Einfluss der mutierten Monomere in den fusionierten Tetrameren zu verstehen, sind
Informationen Uber die Restaktivitat des GlpF-Monomers 1xGlpF-E43A wichtig. Da 1xGlpF-
E43A nicht in E. coli SK46-Zellen exprimiert werden konnte, war die Restaktivitdt des
Monomers 1xGIpF-E43A experimentell nicht erfassbar. Obwohl das GlpF-Monomer 1xGlpF
sich nur durch sechs zusatzliche Aminosauren am N-Terminus (MGSGLE) vom GlpF-Wildtyp
unterscheidet (vgl. Abbildung 14A), ist die Aktivitat von 1xGlpF im Vergleich zum GlpF-Wildtyp
bereits um 65% reduziert (Abbildung A 4). Aufgrund dessen ist anzunehmen, dass die
verbleibende Restaktivitdt des GlpF-Monomers 1xGIpF-E43A nicht mehr vom basalen
Ribitolfluss zu unterscheiden ist. Wahrend die Mutation E43A die Aktivitat des GlpF-Wildtyps
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nur um etwa 30% reduziert, scheint die Mutation E43A das GlpF-Monomer 1xGlpF nahezu
kompletten zu inaktivieren.

Ausgehend von der Annahme, dass die mutierten Monomere nahezu inaktiv sind, sind in den
GlpF-Heterotetrameren 3xGIpF-1xGIpF-E43A, 2xGlpF-2xGIpF-E43A und 1xGlpF-3xGlpF-
E43A 25, 50 bzw. 75% weniger aktive GlpF-Monomere vorhanden. Die gemessenen
Aktivitaten waren jedoch im Vergleich zum fusionierten GlpF-Tetramer 4xGIpF nicht um diese
Werte reduziert. Fir die Heterotetramere 3xGlpF-1xGlpF-E43A und 2xGlpF-2xGlpF-E43A mit
95 bzw. 75% Aktivitat ist daher von einem Beitrag der mutierten Monomere zur Gesamtaktivitat
auszugehen. Vermutlich liegen die Heterotetramere 3xGlpF-1xGlpF-E43A und 2xGlpF-
2xGIpF-E43A, wie in Abbildung 35H und | gezeigt, in Form eines intramolekularen Tetramers
vor. Interaktionen zwischen den wildtypischen und mutierten GlpF-Monomeren innerhalb des
Tetramers erh6hen wahrscheinlich die Aktivitdt der mutierten Monomere durch die bereits
beschriebene Stabilisierung der Aquaporinpore (vgl. 4.1.2.). Demzufolge kdnnen bis zu zwei
der fir die Tetramerisierung wichtigen Glutamatreste (vgl. 1.1.5.1) gegen Alanin ausgetauscht
werden, ohne die Ausbildung eines stabilen Tetramers einzuschranken.

Das GlpF-Tetramer 4xGlpF-E43A ist dagegen nahezu inaktiv und das Tetramer 1xGIpF-
3xGIpF-E43A weist eine deutlich eingeschrankte Aktivitat auf. Fur diese Konstrukte wurden
bei vergleichbarem Expressionsniveau keine Ribitolflussraten festgestellt, die Uber den
basalen Ribitolfluss hinausgingen. Demnach ist auch der Ribitolfluss durch das verbleibende,
wildtypische Monomer im Heterotetramer 1xGlpF-3xGlpF-E43A signifikant reduziert. Lediglich
bei erhdhter Proteinkonzentration konnten Ribitolflussraten erreicht werden, die den basalen
Ribitolfluss Gbertrafen. Vermutlich beruht die geringe Restaktivitat des Tetramers 1xGlpF-
3xGlIpF-E43A auf der verringerten Méglichkeit der verbleibenden wildtypischen Monomere zu
interagieren. So kénnen keine Interaktionen zwischen Monomeren ausgebildet werden, die
wichtig fUr die Proteinaktivitat sind. Daher weist auch die signifikant reduzierte Aktivitat des
Heterotetramers 1xGlpF-3xGlpF-E43A auf eine Interaktion der Monomere im fusionierten
Tetramer hin.

Ahnliche Beobachtungen sind fiir ein AQP1-Heterodimer, bestehend aus einem wildtypischen
und einem durch Mutation (A73M) inaktivierten Monomer (AQP1-AQP1-A73M), beschrieben
(128). In diesem Heterodimer ist nicht nur die Assemblierung zum Tetramer verhindert,
sondern auch der Wasserfluss durch das funktionale AQP1-Monomer inaktiviert (128). Im
Falle von zwei unabhangig fungierenden Monomeren ware ein uneingeschrankter Wasserfluss
durch das wildtypische GlpF bzw. AQP1-Monomer zu detektieren gewesen.
Zusammengenommen weisen die Aktivititsmessungen mit den GipF-Heterotetrameren
darauf hin, dass auch innerhalb eines fusionierten GlpF-Tetramers nicht jedes Monomer als
absolut unabhangiger Kanal fungiert, sondern diese (ber die Monomeroberflachen
interagieren. Dies wird auch dadurch gestiitzt, dass kein linearer Zusammenhang zwischen
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der GlpF-Aktivitdt und dem Anteil an mutierten Monomeren innerhalb eines fusionierten
Tetramers gefunden wurde (Abbildung 16). Diese Interaktionen sind wichtig fir die Aktivitat
der einzelnen Monomere im Tetramer und stellen damit eine Triebkraft der Oligomerisierung

dar.
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4.2 Einfluss definierter Phospholipide auf die Oligomerisierung und
Funktion des Aquaglyceroporins GIpF

Die Stabilitat und Funktion von integralen Membranproteinen kénnen sowohl durch die
Lipidkomposition als auch durch die allgemeinen Membraneigenschaften beeinflusst werden
(21, 51, 68, 190). So ist beispielsweise die Tetramerstabilitat des Kaliumkanals KcsA von PE-
induzierten Anderungen des lateralen Drucks in der Acylkettenregion abhangig (219) und PG
fir die lonenleitfahigkeit von KcsA essentiell (220). Aktuell wird diskutiert, dass die Aktivitat
von Membranproteinen durch die Lipidzusammensetzung in der unmittelbaren Umgebung
reguliert werden kann (152). Fir das Aquaglyceroporin GlpF wurde in dieser Arbeit gezeigt,
dass sowohl die Tetramerstabilitét als auch die Proteinaktivitat eine hohe Toleranz gegenlber
signifikanten Anderungen in der Lipidumgebung aufweisen. So war GlpF ab einer
Membrandicke von 27,0 A (dc-o.c-0) in den fiir E. coli-Membranproteine nicht physiologischen
PC-Membranen hoch aktiv. Auch Anderungen des lateralen Drucks in der Acylkettenregion
blieben ohne Einfluss auf die Proteinaktivitdt. Jedoch wurde die Aktivitdt des polytopen,
oligomeren Transmembranproteins GlpF durch anionische Lipide deutlich beeinflusst.

4.2.1 Eine ausreichende Abschirmung der hydrophoben GlpF-Oberflache ist
wichtig fir die GlpF-Funktion

Die Dicke der hydrophoben GlpF-Oberflache wird in der OPM-Datenbank (Orientations of
Proteins in Membranes) mit 30,1 + 0,9 A (dc-0.c-0) vorhergesagt (221). Wahrend das GlpF-
Tetramer in den diinnen diC14:1-PC- und diC16:1-PC-Membranen (dc-o.c-o: 20,0 bzw. 23,5 A)
destabilisiert und inaktiv war, wurde in den diC18:1-PC und diC20:1-PC-Membranen (dc-o-c-o:
27,0 bzw. 30,5 A) eine hohe Stabilitat des GlpF-Tetramers deutlich. Obwohl in den diC22:1-
Membranen eine leichte Destabilisierung des GlpF-Tetramers detektiert wurde, nahm die
GlpF-Aktivitat in den diC18:1-PC bis diC22:1-PC-Membranen kontinuierlich zu (vgl. Abbildung
20C). Fir die GlpF-Tetramerisierung scheint daher die Dicke des hydrophoben Membrankerns
kritisch zu sein. Die chemische Struktur der Lipidkopfgruppen hatte dagegen nahezu keinen
Einfluss auf diese. Um die Aktivitdt von GlpF zu gewahrleisten, muss mdoglicherweise die
hydrophobe GlpF-Oberflache ausreichend durch hydrophobe Acylketten zur Stabilisierung der
rigiden Aquaporinstruktur abgeschirmt sein (vgl. Abbildung 8). Die Acylketten der Lipide
diC14:1-PC und diC16:1-PC sind fur die Abschirmung der hydrophoben GlpF-Oberflache
offensichtlich zu kurz.

Die Dicke des hydrophoben E. coli-Membrankerns betragt 37,5 + 0,5 A (drp) (222), was in
etwa einem Abstand von 27,5 A zwischen den Carbonylgruppen der Lipide in den beiden
Membranhalften entspricht (dc-o-c-0). Die Dicke der natlrlichen E. coli-Membran scheint daher
optimal zu sein, um die GlpF-Tetramerstabilitat und Aktivitat zu gewahrleisten. Obwohl der

GlpF-Tetrameranteil in den diC22:1-Membranen leicht verringert war (Tetrameranteil 65%, vgl.
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Abbildung A 5), wurde in den diC20:1-PC- und diC22:1-PC-Membranen mit gréBeren
Abstanden als 27,0 A zwischen den Carbonylgruppen eine weitere Zunahme der GlpF-Aktivitat
festgestellt. Allgemein ist flir Aquaporine beschrieben, dass diese die Dicke der Lipidmembran
in der unmittelbaren Umgebung bestimmen. So ermdglichen Furchen auf der Aquaporin-
Oberflache die Anpassung von Lipiden unterschiedlichster Lange und Sattigung an die
Proteinoberflache (146, 147). Wahrscheinlich passen sich die PC-Lipide steigender
Acylkettenlange unterschiedlich an die rigide GlpF-Oberflache an, um eine hydrophobe
Diskrepanz zwischen der hydrophoben Proteinoberflache und der Membran zu vermeiden
(143). Dabei nehmen diese verschiedene Konformationen an der Protein-Lipid-Grenzflache
ein, die wiederum die Proteinaktivitat beeinflussen.

Mit steigender Acylkettenldnge verandert sich jedoch nicht nur die Membrandicke. So nimmt
mit zunehmender Acylkettenlange die Membranfluidiat ab (191) und die Biegesteifigkeit der
Membran (kc) zu (223-225). Letztere stellt den Energiebedarf fur Fluktuationen der Lipide aus
der Membranebene heraus dar. Aufgrund der Proportionalitat der Biegesteifigkeit zum Quadrat
der Membrandicke ist diese besonders in dinnen Membranen von Bedeutung. Ein simultaner
Einfluss der veranderten Membranfluiditat und Biegesteifigkeit auf die Oligomerisierung und
Funktion von GlpF kann nicht ausgeschlossen werden.

4.2.2 Anderungen des lateralen Drucks in der Acylkettenregion beeinflussen
die rigide GlpF-Tetramerstruktur und -Aktivitat nicht

Der Einfluss des lateralen Drucks auf die GlpF-Aktivitdt wurde bereits in Molekuldynamik-
Simulationen untersucht. In diesen Studien zeigte sich, dass GlpF in POPE-Membranen
aktiver ist als in POPC-Membranen (148, 149). Die Aktivitdtsunterschiede wurden auf
Anderungen im Radius des GlpF-Glycerolkanals, der in POPE-Membran 10% kleiner war als
in den POPC-Membranen, zuriickgefihrt. So scheint die sukzessive Auflésung und
Neubildung von Wasserstoffbriickenbindungen wahrend der Passage eines Glycerolmolekils
in einem Kanal mit vergréBertem Porendurchmesser weniger stringent zu sein. Die in dieser
Arbeit durchgefiihrten in vitro Studien konnten die gesteigerte GlpF-Aktivitdt in Membranen mit
erhéhtem lateralen Druck in der Acylkettenregion nicht bestéatigen.

Wahrend GIpF in den Simulationen in eine POPE-Membran, bestehend aus einer gesattigten
(C16:0) und einer ungesattigten Acylkette (C18:1), inkorporiert wurde, wurde GlpF in dieser
Arbeit in diC18:1-PE-Membranen mit zwei ungesattigten Acylketten (C18:1) rekonstituiert.
Obwohl die Ubergangstemperatur von der lamellaren, kristallinen Phase in die invertierte,
hexagonale Phase (Hi) von Lipiden mit kiirzeren und gesattigten Acylketten erhéht ist (226),
steigern sowohl POPE als auch diC18:1-PE bei Inkorporation in eine Lipiddoppelschicht den
lateralen Druck in der Acylkettenregion (spontane Kriimmung (Jo) diC18:1-PE: -0,399 und
POPE: -0,316) (16). Demzufolge kann die Verwendung von POPE in den Simulationen und
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der Einsatz von diC18:1-PE in den in vitro Analysen dieser Arbeit die unterschiedlichen
Ergebnisse nicht erklaren.

Im Gegensatz zu den Simulationen wurde in dieser Arbeit deutlich, dass steigende PE-
Stoffmengenanteile die Funktion des GlpF-Kanals nicht beeinflussen und daher die GlpF-
Aktivitat resistent gegeniiber Anderungen des lateralen Drucks in der Acylkettenregion ist. Die
durch 2-PEtOH signifikant reduzierte Aktivitat von GIpF (vgl. 3.3.2) kann daher nicht auf eine
2-PEtOH abhangige Erhéhung des lateralen Drucks in der Membran zurtickgefihrt werden
(vgl. 4.3.1.1). Im Allgemeinen wird die Tetramerstruktur der Aquaporine als rigide beschrieben
(vgl. Abbildung 8) (216). Diese Rigiditdt scheint wichtig flir die Stabilisierung der
Translokationspore zu sein. Des Weiteren sind keine wesentlichen, strukturellen Anderungen
zur Aktivierung der Aquaporine notwendig. Beide Aspekie kdnnen dazu beitragen, dass die
Aquaporin-Funktion nicht durch Anderungen des lateralen Drucks in der Acylkettenregion
beeinflusst wird (74).

Die Resistenz von GIpF gegeniiber Anderungen des lateralen Drucks verdeutlicht nochmals,
wie unempfindlich die GlpF-Oligomerisierung und -Aktivitdt gegenlber wesentlichen
Anderungen in der Lipidumgebung sind. Diese Beobachtung deutet auf eine hohe strukturelle
Stabilitat von GlpF hin, und wurde &hnlich bereits fliir AQPO beschrieben (227).

4.2.3 Elektrostatische Wechselwirkungen zwischen anionischen Lipiden und
basischen GlpF-Aminosauren inaktivieren den Glycerolkanal
Wahrend die Erh6hung des lateralen Drucks in der Acylkettenregion die GlpF-Funktion nicht
beeinflusste, war die Aktivitat von GIpF hoch sensitiv gegeniiber Anderungen der negativen
Ladungsdichte in der umgebenden Lipidmembran (vgl. Abbildung 22C/F und Abbildung 23C).
Obwohl niedrige PG- bzw. CL-Stoffmengenanteile in den Membranen die GlpF-Aktivitat leicht
erhdhten, flhrte die weitere Steigerung des jeweiligen Stoffmengenanteils zu drastisch
reduzierten Ribitolflussraten. Die anionischen Lipide PG und PS stabilisieren die Konformation
von Transmembranhelices, die von Kkationischen Aminosduren flankiert sind (228).
Mdglicherweise stabilisieren auch PG bzw. CL eine aktive GlpF-Struktur in einem Lipidsystem,
das vorrangig aus PC besteht. Potentiell stabilisierende Effekte der Lipide PG bzw. CL
scheinen Uber die Lipidkopfgruppe vermittelt zu werden, da das nicht nattrlich in der E. coli-
Membran vorkommende PS die GlpF-Aktivitat nicht steigerte. Auch fir das AqpZ-Tetramer
wurde gezeigt, dass dieses durch verschiedene, anionische Lipide unterschiedlich effizient
stabilisiert wird (152). Die weitere Erh6hung des Anteils der negativ geladenen Lipide PG, CL
bzw. PS in den Membranen fiihrte jedoch unabhangig von der chemischen Struktur der
Lipidkopfgruppe zu einer deutlich eingeschrankten GlpF-Aktivitat. Vermutlich wurden die
potentiell stabilisierenden Effekte der Lipide PG und CL durch die negative Ladung Uberlagert.
Eine direkte Interferenz der negativ geladenen Lipide mit dem Substratfluss ist
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unwahrscheinlich, da die unmittelbar am Substratfluss beteiligten Aminosauren nicht mit den
Lipiden in der Membran interagieren (Abbildung 36) (116, 143).

Abbildung 36: Mit Lipiden bzw. Glycerol interagierende GlpF-Aminosauren.

In der Kiristallstruktur des GlpF-Tetramers sind die Aminosauren, die mit dem passierenden Substrat
durch Wasserstoffbriickenbindungen wechselwirken, in blau dargestellt (116). Die Aminosauren, die
basierend auf den Resultaten aus Molekildynamik-Simulationen mit den umgebenden
Lipidkopfgruppen interagieren (143), sind in grin illustriert. (PDB-ID: 1FX8).

In biologischen Membranen wird das Gleichgewicht zwischen anionischen und neutralen
Lipiden streng reguliert (229). Ferner sind in Transmembranproteinen positiv geladene
Aminosauren Uberdurchschnittlich haufig an der Membran-Wasser-Grenzflache vertreten
(230). Elektrostatische Interaktionen zwischen den positiv geladenen Aminosduren und
negativ geladenen Lipiden sind fiir die Positionierung von Transmembranproteinen in der
Membran besonders wichtig und kénnen dartber hinaus die Topologie von integralen
Membranproteinen bestimmen (36, 231). In GlpF sind die Transmembranhelices 1, 4 und 8
auf der cytoplasmatischen Seite von den positiv geladenen Aminosauren Lysin und Arginin
flankiert. Da das Transmembranhelix-Dimer GpA durch elektrostatische Interaktionen
signifikant destabilisiert wird (45, 232, 233), erscheint es mdglich, dass auch innerhalb des
GlpF-Monomers wichtige Helix-Helix-Interaktionen destabilisiert werden. So sind die Helices
1, 4 und 8 an Helix-Helix-Interaktionen beteiligt, die wichtig flr die korrekte Faltung des GlpF-
Monomers sind (234, 235). Diese strukturell wichtigen Interaktionen werden mdglicherweise
durch elektrostatische Wechselwirkungen moduliert und resultieren in
Konformationsanderungen des GlpF-Monomers. Da jedoch in den durchgeflhrten in vitro
Studien die Stabilitdt des GlpF-Tetramers durch die anionischen Lipide nicht beeinflusst
wurde, scheint die Tetramer-Interaktionsflache nicht gestort zu sein.

Weiterhin ist in Transmembranhelix 1 eines der beiden in Aquaporinen hochkonservierten
ExxxTxxF/L-Motive (236) lokalisiert. Uber ein Netzwerk aus Wasserstoffbriickenbindungen
positionieren Glutamat und Threonin die Aminosauren Ala65, His66 und Leu67 im nicht-
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helikalen Bereich der Schleife B von GIpF. Der Substrafluss durch GlpF wird vor allem durch
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Substrat und den Carbonylsauerstoffatomen
der Peptidbindungen in den nicht-helikalen Bereichen der die Membran halb
durchspannenden Schleifen B und E vermittelt (vgl. Abbildung 9) (149, 237). Eine
Konformationsénderung von Helix 1 basierend auf elektrostatischen Wechselwirkungen
interferiert  maoglicherweise  mit dem  beschrieben  Netzwerk  und  wichtige
Wasserstoffbriickenbindungen, die den Substratfluss energetisieren kdénnen nicht mehr
ausgebildet werden.

Auch die reduzierte Aktivitat von GlpF in EPL und PE/PG/CL-Membranen, im Vergleich zur
GlpF-Aktivitéat in reinen PC-Membranen, kann durch elektrostatische Wechselwirkungen
zwischen positiv geladenen Aminosauren in GlpF und den anionischen Lipide erklart werden.

4.2.4 Weder fir die GlpF-Tetramerisierung noch die GlpF-Aktivitat ist eine
spezielle Lipidumgebung erforderlich

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der in vitro Studie Uber den Einfluss der
Lipidumgebung auf die Oligomerisierung und Aktivitdt von GlpF, dass weder fur die GlpF-
Oligomerisierung noch fir die GlpF-Aktivitdt bei Abschirmung negativer Ladungen eine
spezielle Lipidumgebung erforderlich ist. Jedoch missen die Acylketten der Lipide eine
bestimmte Lange aufweisen, um das GlpF-Tetramer zu stabilisieren und die GlpF-Aktivitat zu
ermdglichen (Abbildung 37A). Insbesondere die hohe Toleranz der GlpF-Oligomerisierung und
-Aktivitat gegenlber dem fir E. coli-Transmembranproteine nicht-physiologischen Lipid PC
zeigt, dass die chemische Struktur der Lipidkopfgruppe flr die Assemblierung und Aktivitat
von untergeordneter Bedeutung ist. Auch die Robustheit von GlpF gegeniiber Anderungen
des lateralen Drucks weist auf eine hohe strukturelle Stabilitat von GlpF hin (Abbildung 37B),
wie dies bereits auf Grundlage von AQPO-Strukturanalysen diskutiert wurde (227). Die
Quartarstruktur und Funktion von GIpF scheinen damit unabh&ngig von einer speziellen
Lipidkopfgruppen-Umgebung zu sein. Aufgrund der hochkonservierten Aquaporin-Tertiar- und
Quartarstruktur (134, 205), sowie aufgrund konservierter Protein-Lipid-Interaktionen zwischen
Aquaporinen (143), ist diese Eigenschaft vermutlich auf andere Aquaporine zu Ubertragen. Die
hohe strukturelle Stabilitit und Toleranz gegeniiber Anderungen in der Lipidumgebung
gewahrleisten die Aquaporin-Aktivitdt in verschiedenen Zellen und Geweben
unterschiedlichster Lipidzusammensetzung.

Auch der negative Einfluss der anionischen Lipide PG, CL und PS auf die GlpF-Aktivitat ist
nicht lipidspezifisch. Elektrostatische Interaktionen zwischen positiv geladenen Aminosauren
in GIpF und der negativ geladenen Lipidkopfgruppen fihren wahrscheinlich zu
Konformationsanderungen innerhalb des GlpF-Monomers, die wiederum die Funktion von
GIpF beeinflussen (Abbildung 37C). Konformationsanderungen, die aus Unterschieden in der
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Lipidumgebung resultieren und den Substratfluss durch die Translokationspore beeinflussen,
wurden auch fir die humanen Aquaporine 0 und 4 postuliert (150, 151).

>27 A

y + ++ +++

Abbildung 37: Schematische Darstellung des Einflusses unterschiedlicher Lipide auf
die Oligomerisierung und Aktivitat von GIpF.

(A) In Membranen einer minimalen Acylkettenlidnge von C18:1, die einem Abstand von 27 A zwischen
den Carbonylgruppen in den verschiedenen Membranhalften entspricht, wurden hohe Anteile an
tetramerem GilpF, unabhangig von der Lipidkomposition, detektiert und hohe Ribitolflussraten (griiner
Pfeil) erfasst. (B) Der durch GIpF vermittelte Substratfluss wird nicht durch Anderungen des lateralen
Drucks in der Acylkettenregion beeinflusst. (C) Elektrostatische Interaktionen zwischen positiv
geladenen Aminosauren auf der cytoplasmatischen Seite der Membran und anionischen Lipiden (durch
Doppelpfeil dargestellt) filhren vermutlich zu strukturellen Anderungen im GIpF-Monomer, die den
Substratfluss signifikant einschranken (grauer, schmaler Pfeil), jedoch gleichzeitig die GIpF-
Tetramerisierung nicht beeinflussen.

In vivo werden die Oberflacheneigenschaften von Zellmembranen und damit auch die negative
Oberflachenladung durch die Bindung von Molekilen, wie peripheren Proteinen oder Zuckern,
moduliert (238, 239). Da die Aktivitédt von GlpF in Membranen aus 50 mol% PC und 50 mol%
PG durch Ladungsabschirmung erhdht werden konnte, erscheint es méglich, dass auch in der
E. coli-Zelle durch eine Abschirmung der Zelloberflachenladung die GlpF-Aktivitat gewahr-
leistet wird.

Wie bereits erwahnt, wird aktuell die Lipidzusammensetzung in der unmittelbaren Umgebung
als Faktor fir die Regulation von Membranproteinen diskutiert (152). GlpF kann daher
maoglicherweise auch in vivo durch die selektive Anreicherung von negativ geladenen Lipiden
in der der unmittelbaren Protein-Umgebung reversibel reguliert werden. Eine Regulation
basierend auf Variationen in der Lipidmembranzusammensetzung wurde auch fir AQPO und

AQP4 vorgeschlagen (150, 151).
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4.3 In vivo Einfluss veranderter physikochemischer Membran-
eigenschaften auf die Oligomerisierung und Funktion des
Aquaglyceroporins GIpF

In der Literatur ist fir das Anasthetikum 2-PEtOH beschrieben, dass dieses die Lipidordnung

in verschiedenen Modellmembransystemen verringert (53, 195, 196). Zunachst wurde daher

der Einfluss von 2-PEtOH auf die Ordnung von EPL-Membranen mittels Laurdan-Fluoreszenz-
und SFG-Spektroskopie untersucht. Wahrend die Laurdan-Fluoreszenzspektroskopie eine

Abnahme der Lipidordnung mit steigenden 2-PEtOH-Konzentrationen aufzeigte, wurde mittels

SFG-Spektroskopie eine Zunahme der Lipidordnung festgestellt. BAM-Aufnahmen zeigten,

dass 2-PEtOH die laterale Lipidorganisation signifikant beeinflusst. So flihrte die Inkubation

der EPL-Monolagen mit 16 mM 2-PEtOH zu einer Phasenseparation sowie einer
ausgepragten Lipiddomanenbildung. /n vivo wurde deutlich, dass die 2-PEtOH-induzierte

Phasenseparation eine Umverteilung und Akkumulation von polytopen, E. coli

Transmembranproteinen induziert. Ferner war die Interaktionstendenz von GlpF in Gegenwart

von 2-PEtOH deutlich erhéht, wahrend der GlpF-vermittelte Ribitolfluss signifikant

eingeschrankt war.

4.3.1 2-PEtOH induziert die Bildung lateraler Lipiddomanen unterschiedlicher
Ordnung

Die Ergebnisse der Laurdan-Fluoreszenz- und der SFG-Spektroskopie stellen einen Mittelwert
der Probengesamtheit dar. Die BAM-Aufnahmen zeigten jedoch, dass der Effekt von 2-PEtOH
auf die Ordnung der E. coli-Lipide lokal unterschiedlich ist und eine Phasenseparation der
Lipide bzw. eine Doméanenbildung durch 2-PEtOH induziert wird. Vermutlich unterscheiden
sich die neu gebildeten Doméanen in der Lipidordnung und die Ergebnisse der Laurdan-
Fluoreszenz- und der SFG-Spektroskopie reprasentieren jeweils die fluideren bzw. héher
geordneten Lipiddomé&nen.

In den SFG-spektroskopischen Messungen wird direkt die Ordnung der Acylketten durch das
Verhéltnis der CHs.ss/CHa.ss-Molekllschwingungen erfasst. Im Gegensatz dazu ist die
Messung der Lipidordnung mittels des Fluoreszenzfarbstoffs Laurdan eine indirekte Methode.
Diese basiert auf der dipolaren Relaxation von Wassermolekdilen, die in der Gel-Phase im
Vergleich zur flussig-kristallinen Phase nicht méglich ist (240). Die Bestimmung des GP-
Wertes von Lipidsystemen, bestehend aus koexistierenden Phasen, basiert auf dem Gesetz
der Additivitat der Anisotropien nach Weber (175, 241). Der mittlere GP-Wert in einem solchen
System ist daher geman Gleichung 7 gegeben (240).
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GP = XgG Pg + XfG Pf [7]

(xg und x:: relativer Anteil der Gel bzw. flissig-kristallinen Phase mit xg + x; = 1, GPg und GPx:
GP-Werte der reinen Gel bzw. flissig-kristallinen Phase)

Da sowohl der Laurdan-Verteilungskoeffizient als auch der Laurdan-Absorptionskoeffizient
nach Anregung bei 340 nm flr die Gel- und flissig-kristalline Phase gleich sind (240, 242), ist
der relative Anteil x der beiden Phasen priméar von der Flache der Phasen abhangig. So
werden vor allem geringe Flachenanteile der héher geordneten Gel-Phase im mittleren GP-
Wert unterschéatzt (243), da das eigenommene Volumen eines Lipidmolekuls in der flissig-
kristallinen Phase gréBer als das eines Lipidmolekdls in der Gel-Phase (244, 245) (Abbildung
38). Die Unterreprasentation geordneter Doméanen im mittleren GP-Wert, aufgrund eines
kleineren Flachenanteils der geordneten Doméanen, erklart die Abnahme des GP-Wertes des
gesamten Lipidsystems. Die mittels SFG-Spektroskopie festgestellte erhdhte Lipidordnung ist
auch nicht auf eine globale Anderung in der EPL-Membran zuriickzufiihren, sondern auf eine
lokal erhéhte Ordnung in Lipiddoméanen. Aus den scheinbar widersprichlichen Ergebnissen
der beiden Methoden wird auBerdem deutlich, dass die Flache der Domanen mit geringerer
Ordnung gréBer ist als die Flache der geordneten Lipiddoméanen, dabei aber gleichzeitig die
effektive Konzentration der Lipide héherer Ordnung gréBer ist (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Verteilung und Emissionseigenschaften von Laurdan in der
phasenseparierten Lipidmembranen.

Die Flache von Lipidmolekilen in der Gel-Phase (links) ist kleiner als die eines Lipidmolekdils in der
flissig-kristallinen Phase (rechts). Die Verteilung von Laurdan in phasenseparierten Lipidmembranen
ist abhangig von der Flache der jeweiligen Phasen. Daher sind mehr Laurdanmolekdle in der fliissig-
kristallinen Phase (blau) lokalisiert als in der Gel-Phase (lila). Demzufolge tragen mehr Laurdanmolekdle
aus der flussig-kristallinen Phase (blau), mit rotverschobenen Emissionsmaximum bei 490 nm zum
mittleren GP-Wert bei, als Laurdanmolekile in der Gel-Phase (lila) mit einem Emissionsmaximum bei
440 nm. Die dargestellten GréBenverhaltnisse sind nicht real.

Die molekularen Mechanismen der 2-PEtOH-induzierten Phasenseparation und
Doménenbildung sind jedoch unbekannt. Daher kann Uber die Triebkraft der
Phasenseparation nur gemutmaft werden. Anasthetika sind bevorzugt an den Grenzflachen
von Lipiddoméanen lokalisiert (200, 246). Dies ist auf die hohe Affinitdt der Anasthetika flr
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Lipide mit Beugung in der Acylkette aufgrund von cis-Doppelbindungen und Lipiden in der
gauche-Konformation zurtickzuftihren. Diese Lipide sind hdufig an Domé&nen-Grenzflachen
lokalisiert. Darliber hinaus inserieren Alkohole bevorzugt in Membranen bestehend aus
Lipiden mit I&ngeren und ungeséttigten Acylketten (247). Sowohl eine bevorzugte Interaktion
mit Lipiden in der gauche-Konformation (200) als auch die allgemein fir Alkohole
beschriebene bevorzugte Interaktion mit langen, ungesattigten Fettsaureresten sind
potentielle Triebkrafte der, in den BAM-Aufnahmen gezeigten, 2-PEtOH-induzierten lateralen
Umstrukturierung der Lipide. Da die 2-PEtOH Hydroxylgruppe vermutlich, wie fir Ethanol und
Cholesterol beschrieben, auf Hohe des Glycerol-Rickgrates der Lipide in die Membran
inseriert (13, 248), kann eine Beteiligung der Lipidkopfgruppen an der Phasenseparation der
Lipide auch von Bedeutung sein (27, 29). So ist die Affinitat von Cholesterol fir die anionischen
Phospholipide PS und PG héher als fir das zwitterionische PC (249). Ferner wurde in E. coli-
Membranen bereits die Akkumulation von Lipiden gleicher Kopfgruppe innerhalb von
Domanen beschrieben, deren Entstehung auf die chemischen Eigenschaften der
Lipidkopfgruppen zurtckgefuhrt wurde (29).

4.3.1.1 GIpF aggregiert in den Lipiddoméanen hoherer Ordnung

Nach Inkubation mit 2-PEtOH waren GlpF sowie die Transmembranproteine NagE und PtsG
nicht mehr homogen in der inneren E. coli-Membran verteilt. Daher scheint der Effekt von 2-
PEtOH auf die Verteilung von GIpF nicht proteinspezifisch zu sein. Die heterogene Verteilung
der drei untersuchten Transmembranproteine zeigt wahrscheinlich die bevorzugte Lokalisation
dieser in einer der neu entstandenen Lipiddoménen. Die GALLEX-Messungen und Aktivitats-
Analysen bei steigenden 2-PEtOH-Konzentrationen lassen vermuten, dass GIpF in den
Doménen héherer Ordnung lokalisiert ist. In diesen Doméanen sind die GlpF-Tetramere
moglicherweise aufgrund unglnstiger Protein-Lipid-Interaktionen oder der erhéhten lokalen
Proteinkonzentration zur Ausbildung hoéherer Aggregate gezwungen (250). Diese
Aggregatbildung wurde in den GALLEX-Messungen als erhéhte Interaktionstendenz erfasst.
Die Messungen des Ribitolflusses in Gegenwart steigender 2-PEtOH-Konzentrationen
zeigten, dass die Aktivitat des in héheren Aggregaten vorliegenden GlpFs signifikant reduziert
ist. Aus den Messungen der GlpF-Aktivitdt in Liposomen mit steigenden PE-
Stoffmengenanteilen ist bekannt, dass Anderungen des lateralen Drucks die GIpF-Aktivitat
nicht beeinflussen. Es kann daher ausgeschlossen werden, dass eine durch 2-PEtOH
induzierte Erh6hung des lateralen Drucks die reduzierte Aktivitat bewirkt. Demzufolge wirken
sich Assemblierungen des Aquaglyceroporins GlpF Uber den natlrlichen, tetrameren
Oligomerisierungsgrad hinaus negativ auf die Aktivitdit aus. Die hier beobachteten
Assemblierungen scheinen auf Wechselwirkungen zwischen den hydrophoben
Tetrameroberflachen zu basieren, die, wie bereits vermutet, durch ungunstige Protein-Lipid-

Interaktionen oder der erhdhten lokalen Proteinkonzentration entstehen und physiologisch
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nicht relevant sind (vgl. Abschnitt 4.1.1.). Die Aggregatbildung fuhrt vermutlich zu strukturellen
Anderungen, die den reduzierten Substratfluss bewirken. Wechselwirkungen zwischen
Aquaporin-Tetrameren sind bisher nur fir AQP4 beschrieben (208-210) und sind flr
Aquaporine, die normalerweise nicht an héheren Assemblierungen der Tetramere beteiligt
sind, energetisch nicht beglnstigt (211). Im Gegensatz zu der reduzierten Aktivitat von GlpF
in héheren Aggregaten, besteht zwischen den einzelnen AQP4-Tetrameren und den in Form
von arrays organisierten AQP4-Tetrameren kein Aktivitatsunterschied (251).

4.3.1.2 Lipiddomanenbildung als weiterer Aspekt des lipidvermittelten
Wirkmechanismus von Anésthetika

Die Untersuchung der Effekte von 2-PEtOH auf EPL-Membranen zeigte, dass 2-PEtOH nicht
nur, wie bisher in der Literatur beschrieben, die Lipidordnung in der Membran reduziert,
sondern dartber hinaus eine Phasenseparation sowohl in vivo als auch in vitro induziert.
Zusammengenommen lassen die Ergebnisse vermuten, dass Anderungen in der lateralen
Lipidorganisation unmitteloar auf Transmembranproteine Ubertragen werden und dies
wiederum Anderungen in der Proteinoligomerisierung und -funktion verursacht, wie es fiir GlpF
gezeigt wurde. Die Beobachtung, dass 2-PEtOH die laterale Lipidorganisation in Systemen mit
heterogener Lipidzusammensetzung beeinflusst und Lipiddomanen hoéherer Ordnung
induziert, weist auf einen weiteren Aspekt im lipidvermittelten Wirkmechanismus des
Anéasthetikums 2-PEtOH hin. Da ein Einfluss von Anéasthetika wie Isofluran, Halothan,
Chloroform und Propofol auf die Membranheterogenitat bereits diskutiert wird (197-199) bzw.
in molekularen Simulationen gezeigt wurde (200), ist diese Wirkung eventuell auch auf andere
Anasthetika zu Ubertragen.

Im Allgemeinen kdénnen Lipiddomanen die Aktivitdt von Transmembranproteinen durch die
jeweils dominierenden Lipide beeinflussen und kénnen daher ebenfalls Konsequenzen auf
Signalkaskaden haben (252-254). Auch flr die in der Anasthesie relevanten lonenkanale
wurde bereits gezeigt, dass sowohl die Lokalisation als auch die Aktivitat der Kanéale von der
Lipidumgebung abhangen. Der nikotinische Acetylcholin-Rezeptor wird zum Beispiel durch
annulare Lipide beeinflusst, die charakteristisch fiir die flissig-kristalline Phase sind (255,
256). Auch der y-Aminobuttersaure Rezeptor A weist eine Cholesterol-abhangige Lokalisation
und Aktivitat auf (257, 258). Eine laterale Reorganisation der Lipide, die wiederum die Struktur
und Aktivitdt von Kanalproteinen beeinflusst, ist méglicherweise ein wichtiger Aspekt der
lipidvermittelten Wirkung von Anéasthetika. Allerdings kann an diese Stelle Uber die
molekularen Mechanismen der Lipidseparation, welche Art von Lipiden bevorzugt in welchen
Domaénen lokalisiert sind, die genauen Effekte auf die Signaltransduktion und insbesondere
die Weiterleitung von Aktionspotentialen in eukaryotischen Zellen nur spekuliert werden.
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4.4 GlpF als Modell fiir humane Aquaporine: Einfluss einer
Punktmutation auf die Oligomerisierung und Funktion des
Aquaglyceroporins GIpF

Um den Einfluss der natlrlich in AQP2 vorkommenenden Punktmutation V71M auf die

Proteinoligomerisierung und -aktivitdt am homologen, bakteriellen Aquaglyceroporin GlpF zu

untersuchen, wurde zun&chst durch einen Sequenzvergleich zwischen GlpF und den

humanen Aquaporinen 0-10 sichergestellt, dass die mutierte Aminos&ure konserviert ist. Der

Sequenzvergleich verdeutlichte die Konservierung des Valins zwischen GlpF und neun der elf

betrachteten, humanen Aquaporine. In zwei humanen Aquaporinen ist Valin an dieser Position

durch die hydrophoben Aminosauren Isoleucin bzw. Phenylalanin substituiert. Darliber hinaus
sind die flankierenden Bereiche in der Primarsequenz der humanen Aquaporine und GlpF
hochkonserviert, was auf die hohe strukturelle Bedeutung dieser Aminosauren in den

Aquaporinen sowie Aquaglyceroporinen schlieBen l&sst. Durch den Vergleich der GlpF- und

AQP2-Kristallstrukturen konnte zum einen die hohe Konservierung der Tertiarstruktur gezeigt

werden und zum anderen, dass die Seitenkette der natirlich in AQP2 mutierten Aminosaure

Val71 in beiden Proteinen identisch ausgerichtet ist und in die Translokationspore zeigt (vgl.

Abbildung 32). Damit waren die strukturellen Voraussetzungen fur die Untersuchung des

Einflusses der Muation V71M am homologen, bakteriellen GlpF erflllt. Die Analyse der

Auswirkung der Mutation V71M auf die Oligomerisierung sowie Aktivitdt am homologen GlpF

zeigte, dass weder die in vivo Oligomierisierung noch die Aktivitat der GlpF-Mutante V71M

eingeschrankt sind. Demnach werden durch die Mutation V71M in GlpF keine wesentlichen,
strukturellen Anderungen ausgeldst. Fiir die Mutante V71M wurde sogar eine erhdhte

Oligomerisierungstendenz in vivo deutlich, wohingegen die in vitro Stabilitédt des Tetramers

gegenuber SDS im Vergleich zum GlpF-Wildtyp verringert ist.

4.4.1 Strukturelle Anpassungen in GIpF gewahrleisten vermutlich den
unveranderten Substratfluss
Analysen der Funktion von AQP2-V71M in Xenopus Oozyten zeigten, dass die AQP2-Mutante
im ER zurlckgehalten wird und dartber hinaus inaktiv zu sein scheint (102). Die defekte
zellulare Prozessierung von AQP2-V71M wurde mittels Immunfluoreszenzmikroskopie sowie
durch den Nachweis der ER-charakteristischen Mannose-reichen N-Glykosylierung der AQP2-
Mutante V71M in einer Western Blot-Analyse gezeigt (102, 259). Bei einem normalen
Transport von AQP2 wird die Mannose-reiche N-Glykosyslierung im Golgi-Apparat enfernt
bzw. bei etwa 25% der AQP2-Monomere durch komplexe Oligosaccharide ersetzt (260, 261).
Neben der funktionalen Analyse in Xenopus Oozyten beschreibt eine in silico Analyse die
strukturellen Auswirkungen der Mutation V71M auf AQP2 (262). In dieser Studie wurde auf
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Basis der AQPO-Kristallstruktur von Gonen et al. (147) ein homologiebasiertes AQP2-
Strukturmodell mittels des Webservers SWISS-MODEL (263-265) erstellt, die Mutation V71M
inseriert und die strukturellen Folgen der Aminosauresubstitution Valin gegen Methionin
untersucht. Die Autoren der Studie schlussfolgerten anhand dieses Modells, dass in der
AQP2-Mutante V71M die Abstande zwischen Met71 und Thr149 in Transmembranhelix 5
sowie Ala65 in Schleife B zu gering sind (3,2 A bzw. 3,4 A) und daher keine Wassermolekiile
die mutierte Pore passieren kénnen (262).

Die in Xenopus Oozyten gezeigte verringerte Aktivitat der AQP2-Mutante V71M (102), welche
mit einem reduzierten Translokationsporendurchmesser begriindet wurde (207, 262), steht im
Widerspruch zu den Aktivitatsstudien am homologen, bakteriellen Protein GlpF. Diese zeigten,
dass GlpF-V71M im Vergleich zum GlpF-Wildtyp keine eingeschrankte Aktivitat aufweist.
Folglich scheint Met71 in GlpF eine Konformation einzunehmen, die den Substratfluss nicht
signifikant beeinflusst. Der Substratfluss durch die Pore der Aquaporine sowie
Aquaglyceroporine wird mafBgeblich durch Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den
Wasser- bzw- Glycerolmolekilen und den Carbonylsauerstoffatomen der Peptidbindungen in
den nicht-helikalen Bereichen der die Membran halb durchspannenden Schleifen B und E
vermittelt (vgl. Abbildung 9 und Abbildung 39A) (149, 237). Aufgrund der unmittelbaren Nahe
des mutierten Valin zu den kritischen Aminosauren in Schleife B scheint eine Stérung des
Substraflusses durch die gréBere Methioninseitenkette mdéglich. Da die GlpF-Mutante V71M
im Vergleich zum GlpF-Wildtyp keinen siginifkanten Funktionsverlust zeigte, kénnen diese
Interaktionen jedoch in der GlpF-Mutante V71M nicht wesentlich gestort sein. Wahrscheinlich
weist die Methioninseitenkette nicht tiefer in die Pore als die Seitenkette von Valin im
wildtypischen Protein, sodass der Substratfluss durch die mutierte Pore nicht eingeschrankt
ist. Aufgrund der hohen Konservierung der AQP2- und GlpF-Tertiarstruktur im Bereich der
Mutation, ist es mdglich, dass auch die Konformation von Met71 in der GlpF- und AQP2-
Mutante &hnlich ist. Da jedoch insbesondere im Bereich der NPA-Motive der Durchmesser der
Translokationspore der klassischen Aquaporine etwa 1 A kleiner ist als der Durchmesser der
Aquaglyceroporinporen (266), kdnnte der Austausch von Valin durch eine gréBere Aminosaure
in den Aquaporinen trotz des kleineren Substrats kritischer sein. Allerdings sind in AQP5 und
-10 an der analogen Position in Halbhelix 3 statt Valin die gréBeren, hydrophoben
Aminosauren Isoleucin und Phenylalanin lokalisiert. Ein Vergleich der Konformationen der
Halbhelices 3 in AQP5- und AQP2- zeigt, dass die AQP5 Halbhelix leicht gedehnt ist
(Abbildung 39B), méglicherweise um die zusatzliche Methylgruppe zu platzieren ohne den
Durchmesser der Translokationspore zu beeinflussen.
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Abbildung 39: Die Aquaporin-Translokationspore.

(A)  Am Glycerolfluss durch GiIpF sind Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
Carbonylsauerstoffatomen der Peptidbindungen in den nicht-helikalen Bereichen der beiden die
Membran halb durchspannenden Schleifen B und E sowie den Hydroxyl-Wasserstoffatomen des
Substrats beteiligt. Diese Wasserstoffbriickenbindungen bestimmen den Verlauf der Substrat-Passage.
In dieser Abbildung dargestellt ist, mit Sicht von der periplasmatischen Seite, die Orientierung eines
Glycerolmolekidils in der cytoplasmatischen Halfte der GlpF-Translokationspore. Das Glycerolmolekdil ist
zu den Protonenakzeptoren im nicht-helikalen Bereich der Schleife B (Aminosdurereste 64-67)
orientiert. (PDB-ID: 1FX8) (B) Strukturvergleich von AQP2 (beige) und AQP5 (blau) mit Blick von der
extrazellularen Seite auf die Pore. Halbhelix 3 istin AQP5 gedehnt, sodass die zusatzliche Methylgruppe
von lle72 den Durchmesser der Translokationspore nicht verandert. (PDB-ID: 4NEF und 3D9S)

Im Gegensatz zur Studie mit AQP2-V71M in Xenopus Oozyzten konnten in der inneren E. coli-
Membran hinreichende Mengen der analogen GlpF-Mutante detektiert werden (das
Expressionsniveau betrug etwa 70% im Vergleich zum GlpF-Wildtyp). Obwohl die deutlich
geringere Konzentration von AQP2-V71M in der Plasmemembran im Vergleich zum AQP2-
Wildtyp berlcksichtigt wurde, ist der vollstandige Funktionsverlust von AQP2-V71M
wahrscheinlich primar auf die ER-Retardierung, einhergehend mit einer eventuell
eingeschrankten Aktivitdt, zurlckzuflhren. Dies konnte zu einer Unterschatzung der
Restaktivitat der AQP2-Mutante gefiihrt haben.

Daher ist es wahrscheinlich, dass auch im klassichen AQP2 der Austausch von Valin durch
Methionin tolerriert wird und in GlpF und AQP2 ahnliche Konformationsédnderungen erfolgen,
die den Durchmesser der Translokationspore nicht beeinflussen und in der beschriebenen in
silico Analyse nicht erfasst wurden. Es ist mdglich, dass diese strukturellen Anpassungen nach
einem &hnlichem Mechanismus wie in AQP5 erfolgen.

Zusammengenommen lassen die Funktionsanalyse am homologen Aquaglyceroporin GlpF
und die beschriebenen Studien in Xenopus Oozyten (102) darauf schlieBen, dass die AQP2-
Mutante V71M vermutlich aktiv ist, allerdings im ER retardiert wird und daher als Klasse-II-
Mutation (267) einzuordnen ist.

4.4.2 Physiologische Relevanz der Ergebnisse
Aufgrund der Funktionsanalysen am homologen, bakteriellen Aquaglyceroporin GlpF und der

Studien in Xenopus Oozytenist es mdglich, dass die Mutation V71M Konformationanderungen
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bewirkt, welche die zelluldre Prozessierung in eukaryotischen Zellen beeinflussen, aber
gleichzeitig die Proteinaktivitdt nicht bzw. nur teilweise einschranken (268). Eine solche
Konformationsanderung wurde bereits fir die AQP2-Mutante V126M beschrieben (269). In
diesem Fall wird NDI durch die defekte zellulare Prozessierung ausgelést und nicht durch
einen AQP2-Funktionsverlust (269). Bei dem Krankheitsbild des rezessiven NDI wird
fehlgefaltetes AQP2 im ER retardiert (270) und der ER-assoziierten Degradation (ERAD)
zugefihrt (268). Fehlgefaltete Proteine werden hierbei durch das Qualitdtskontrollsystem des
ERs erkannt, zurlck ins Zytosol transportiert und durch das Ubiquitin-Proteasom-System
abgebaut (271, 272). Eine defekte zellulare Prozessierung und der Protein-Abbau Uber den
ERAD-Weg liegt auch bei der Mehrzahl der Patienten mit zystischer Fibrose zugrunde. So
resultiert die Deletion von Phenylalanin an Position 508 im Gen des Chloridkanalproteins
CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) (273) in einer defekten zellularen
Prozessierung und einer ERAD-abhangigen Degradation eines aktiven Chloridkanals (274).
Die Korrektur des defekten Proteintransports ist daher eine mdgliche, pharmakologische
Strategie flr die Behandlung von NDI (268, 275), sofern die Proteinaktivitat nicht beeinflusst
bzw. nur eingeschrankt ist. Die Korrektur von Transportdefekten ist auch aktueller
Forschungsgegenstand fiir die Therapie von zystischer Fibrose (276). Fir die AQP2-Mutante
T126M wurden im Mausmodell 13 unterschiedliche Substanzen zur Korrektur des
Transportdefekts getestet. Das Wirkungsspektrum der Substanzen umfasste die ERAD-
Mechanismen sowie den eigentlichen Faltungsprozess. Von allen analysierten Modulatoren
konnte nur der Hsp90-Inhibitor 17-Allylamino-17-demethoxygeldanamycin (17-AAG) den
defekten Transportprozess teilweise korrigieren. Der genaue Mechanismus des Hsp90-
Inhibitors ist unbekannt, beschrieben ist jedoch fir Hsp90, dass dieses die ERAD-abhangige
Degradation verschiedener fehlgefalteter Proteine beginstigt (275, 277, 278). Dariiber hinaus
konnte durch die chemischen Chaperone Glycerol und Trimethylamin, welche der
Proteinaggregation durch Abschirmung hydrophober Bereiche entgegenwirken, der AQP2-
Transport beeinflusst werden (96).

Die Untersuchung des Einflusses der Mutation V71M am homologen, bakteriellen
Aquaglyceroporin zeigte, dass weder die Aktivitat noch die in vivo Oligomerisierung durch den
Austausch von Valin gegen Methionin eingeschrankt sind. Zusammen mit der fir AQP2-V71M
beschriebenen ER-Retardierung (102) ist daher zu vermuten, dass die Mutation V71M als
Klasse-llI-Mutation einzuordnen ist. Ferner lassen die Beobachtungen am homologen,
bakteriellen Protein darauf schlieBen, dass eine Therapie durch pharmakologische Chaperone
oder allgemeine Modulatoren der ERAD-abhangigen Degradation mdglich ist, um den
defekten Transport von der ER-Membran in die Membranen des Sammelrohrs der Niere zu

korrigieren.
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A

APS
AQP
BAM

C-
CHIP28
CFTR
CL

CGIpF,rel.

D

dc-o-c-0

de-p

Da
DDM
Di
DLS
DMPC
DNA
dNTP
E. coli
EDTA
engl.
EPL
ER
ERAD
EZ
B-Gal.
GP

GPC
Hi

Hu
HEPES

Angstrém

Ammoniumpersulfat

Aquaporin

Brewster-Winkel-Mikroskopie (engl.: Brewster angle microscopy)
Carboxy

Channel forming Integral membrane Protein of 28 kDa
cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
Cardiolipin

Relative GlpF-Konzentration

Diffusionskoeffizient

Abstand zwischen den Carbonylgruppen der Esterbindungen in den
gegeniberliegenden Membranhalften

Distanz zwischen den Phosphat-Gruppen in den gegenlberliegenden
Membranhalften

Dalton

n-Dodecyl-B-D-maltosid

Dimer

dynamischen Lichtstreuung (engl.: dynamic light scattering)
Dimyristoylphosphocholin

Desoxyribonukleinsaure (engl.: desoxyribonucleic acid)
Desoxribonukleosidtriphosphat

Escherichia coli

Ethylendiamintetraacetat

Englisch

Polare E. coli-Lipide (engl.: E. coli polar lipids)
Endoplasmatisches Retikulum

ER-assoziierten Degradation

Intrazellular

B-Galaktosidase

Generalized Polarization

Glykophorin A

Gelpermeationschromatohraphie

Hexagonale Phase

invertierte, hexagonale Phase
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonséure
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HK Hauptkultur

HRP Meerrettichperoxidase (engl.: horseradish peroxidase)
n Dynamische Viskositéat

IMAC immobilisierter Metallionen Affinitdtschromatographie
IPTG Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid

IR Infrarot

V4 Extrazellular

Jo spontane Krimmung

kb Kilo Basen

Kw Gewichtete Geschwindigkeitskonstante

Kw,norm. Normierte, gewichtete Geschwindigkeitskonstante
Kwrel. Relative, gewichtete Geschwindigkeitskonstante

L lamellare Phase

Laurdan 6-Dodecanoyl-N,N-dimethyl-2-naphtylamin

LB Luria-Bertani

Lc kristalline Phase

Lo fliissig-geordnete Phase

LUV GroBe, unilammelare Vesikel

La flussig-kristalline Phase

Lg Gel-Phase

M Monomer

MH Membranhelix

MOPS 3-Morpholinopropansulfonsaure

MU Miller Einheiten (engl.: miller units)
n Probenanzahl bzw. Brechungsindex
N- Amino

NDI nephrogenem Diabetes insipidus
Ni-NTA Nickel-Nitrilotriessigsaure

ODx Optische Dichte bei der Wellenlange x
oG Octyl-B-D-glucopyranosid

ONPG o-Nitrophenyl-3-D-galaktopyranosid
'IT Lateraler Druck

PC Phosphatidylcholin

PCR Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction)
PDB Proteindatenbank

PDI Polydispersitatsindex

PE Phosphatidylethanolamin
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PEG
2-PEtOH
PG
POPC
POPE
PS
PVDF

Ps

Q

rel.

Ru
SAXS
SD

SDS
SDS-PAGE

SE
SFG

Std.

Tm
TAE
TBS
TBST
TEMED
tina.
TMH
Tri
Tris
uv
vgl.
Vis
VK
wit

Polyethylenglycol

2-Phenylethaol

Phosphatidylglycerol

Palmitoyloleoylphosphatidylcholin
Palmitoyloleoylphosphatidylethanolamin
Phosphatidylserin

Polyvinylidenfluorid

Rippelphase

kubischen Phase

relativ

hydrodynamischer Radius

Roéntgenkleinwinkelstreuung (engl.: small-angle X-ray scattering)
Standardabweichung

Natriumdodecylsulfat
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (engl.: sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gelelectrophoresis)
Standardfehler
Summenfrequenzerzeugungsspektroskopie  (engl.: sum  frequency
generation)

Standard

Tetramer

Phasenlibergangstemperatur

Tris-Acetat-EDTA

Tris buffered saline

Tris buffered saline + Tween 20
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

Zeitpunkt der Induktion der Proteinexpression mit IPTG
Transmembranhelix

Trimer

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Ultraviolet

Vergleiche

Sichtbarer Spektralbereich (engl.: visible)

Vorkultur

Wildtyp

Stoffmengenanteil

Membrantiefe
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Z-Mittel Intensitatsmittel
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Anhang

9 Anhang

9.1 Material und Methoden

Tabelle A 1: Verwendete Chemikalien und Hersteller.

Chemikalie

Hersteller

Aceton VWR

VWR, Ismaning

Acrylamid 4K-Lésung (40%), Mix 37,5:1

AppliChem, Darmstadt

Adonitol Roth, Karlsruhe
Agar-Agar Roth, Karlsruhe
Agarose Roth, Karlsruhe

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Merck, Darmstadt

Ampicillin-Natriumsalz

AppliChem, Darmstadt

Bromphenolblau-Natriumsalz

Sigma-Aldrich, Miinchen

Riderserumalbumin (100x)
(BSA, engl.: bovine serum albumin)

New England Biolabs,
Ipswich, MA, USA

Calciumchlorid Dihydrat

Roth, Karlsruhe

Chloramphenicol

Roth, Karlsruhe

Chloroform

VWR, Ismaning

Coomassie Brilliant Blau R250

Sigma-Aldrich, Miinchen

Dimethylsulfoxid (DMSOQO)

Finnzymes, Espoo, Finnland

n-Dodecyl-B-D-maltosid (DDM)

Roth, Karlsruhe

Desoxribonukleosidtriphosphate (ANTPs)

MBI Fermentas

E. coli Polar Lipid Extract

Avanti, Alabaster, AL, USA

EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat

AppliChem, Darmstadt

Essigsaure

Sigma-Aldrich, Miinchen-
Aldrich

Ethanol

VWR, Ismaning

Ethidiumbromid (1%)

AppliChem, Darmstadt

Glycerin wasserfrei

AppliChem, Darmstadt

HCI (37%)

VWR, Ismaning

Hefeextrakt

Roth, Karlsruhe

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonsaure (HEPES)

AppliChem, Darmstadt

Imidazol

AppliChem, Darmstadt

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)

Roth, Karlsruhe

Kaliumchlorid

Roth, Karlsruhe

Kanamycin Sulfat

Fluka, Taufkirchen

6-Dodecanoyl-N,N-dimethyl-2-naphtylamin (Laurdan)

Sigma-Aldrich, Minchen




Anhang

Chemikalie

Hersteller

Magnesiumchlorid

Roth, Karlsruhe

Magnesiumchlorid 50mM

Finnzymes, Espoo, Finnland

B-Mercaptoethanol

Roth, Karlsruhe

Methanol, technisch

AppliChem, Darmstadt

N-Methylglucamin

Acros Organics, Morris
Plains, NJ, USA

Milchpulver

Roth, Karlsruhe

3-Morpholinopropansulfonsaure (MOPS)

Sigma-Aldrich, Miinchen-
Aldrich

Natriumchlorid

Roth, Karlsruhe

Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat

Roth, Karlsruhe

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Roth, Karlsruhe

di-Natriumhydrogenphosphat Heptahydrat

Roth, Karlsruhe

Natriumhydroxid

Roth, Karlsruhe

Ni-NTA Agarose

Qiagen, Venlo, Niederlande

o-Nitrophenyl-B-D-galaktopyranosid (ONPG)

Fluka, Taufkirchen

Octyl-B-D-glucopyranosid (OG)

Roth, Karlsruhe

Polyethylenglycol (PEG) 4000

Roth, Karlsruhe

2-Phenylethanol

Sigma-Aldrich, Minchen

2-Propanol

Sigma-Aldrich, Miinchen

Protease Inhibitor Cocktail

Sigma-Aldrich, Minchen

N, N, N’, N'-Tetramethylethylendiamin (TEMED)

AppliChem, Darmstadt

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)

Roth, Karlsruhe

Trypton

Roth, Karlsruhe

Tween 20

AppliChem, Darmstadt

Wasser (sterile, Nuklease frei)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Tabelle A 2: Bezeichnung der verwendeten Phospholipide.

Kurzbezeichnung Vollstandiger Name

R1 R2 Ladung

diC14:1-PC 1,2-Dimyristoleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin 141 141 0
diC16:1-PC 1,2-Dipalmitoleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin 16:1 1611 O
diC18:1-PC 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin 18:1 181 0
diC20:1-PC 1,2-Dieicosenoyl-sn-glycero-3-phosphocholin 20:1 2011 O
diC22:1-PC 1,2-Dierucoyl-sn-glycero-3-phosphocholin 22:1 2221 0
diC18:1-PE 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin ~ 18:1 18:1 0




Kurzbezeichnung Vollstandiger Name R1 R2  Ladung

diC18:1-PG 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac- 18:1 18:1 -1
glycerol)

diC18:1-PS 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine 18:1 181 -1

tetrC18:1-CL 1',3'-Bis[1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho]-sn-  / / -2
glycerol

EPL E. coli polar lipid extract / / /

9.2 Funktion und Oligomerisierung fusionierter GlpF-Monomere
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Abbildung A 1: Western Blot-Analyse zur Expressionskontrolle der fusionierten GlpF-
Homooligomere in E. coli SK46-Zellen.

Zur Kontrolle des Expressionsniveaus der verschiedenen fusionierten GlpF-Homooligomere in E. coli
SK46-Zellen wurden Western Blot-Analysen der E. coli-Membranen durchgefiihrt. Als Kontrolle (K)
wurden in jeder Analyse 1xGIpF-haltige Membranen nach Induktion der Expression mit 500 uM IPTG

verwendet. (A) 1xGlIpF. (B) 2xGlIpF. (C) 3xGlIpF. (D) 4xGlpF. Es wurden jeweils 2,4 ug Gesamtprotein
aufgetragen.
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Abbildung A 2: Western Blot-Analyse zur Expressionskontrolle der fusionierten GlpF-
Tetramere mit steigenden Anteilen an mutierten Monomeren in E. coli SK46-Zellen.

Zur Kontrolle des Expressionsniveaus der verschiedenen GlpF-Heterotetramere in E. coli SK46-Zellen
wurden Western Blot-Analysen der E. coli-Membranen durchgefiihrt. Als Kontrolle (K) wurden in jeder
Analyse 1xGlpF-haltige Membranen nach Induktion der Expression mit 500 uM IPTG verwendet. (A)
3xGlpF-1xGIpF-E43A. (B) 2xGlpF-2xGlpF-E43A. (C) 1xGlpF-3xGlpF-E43A. (D) 4xGlpF-E43A. Es
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wurden jeweils 2,4 ug Gesamtprotein aufgetragen.
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Abbildung A 3: Western Blot-Analyse zur Expressionskontrolle der fusionierten LexA-
GlpF-Homooligomere in E. coli-NT326-Zellen.

Zur Kontrolle des Expressionsniveaus der verschiedenen GlpF-Homooligomere in den GALLEX-
Messungen wurden Western Blot-Analysen der E. coli-Membranen durchgefihrt. Zum direkten
Vergleich der Intensitdten der verschiedenen Homooligomer-Banden wurden Membranen nach
Induktion mit 100, 500 und 1000 pM IPTG verwendet. Es wurden jeweils 2,4 ug Gesamtprotein

aufgetragen.
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Abbildung A 4: Aktivitat des GlpF-Wildtyps und des GlpF-Monomers 1xGlIpF.

Zur Bestimmung der Aktivitat des GlpF-Wildtyps und des GlpF-Monomers 1xGlpF wurde die Kinetik des
Ribitolflusses an einem Stopped-Flow-UV/Vis-Spekirometer analysiert. Gezeigt sind die
Streulichtkurven des GlpF-Wildtyps (rot) und des GlpF-Monomers 1xGIpF (schwarz) nach Induktion mit
500 uM IPTG. Die Kurven sind aus fiinf Messungen gemittelt. Obwohl das GlpF-Monomer 1xGIpF sich
nur durch 6 Aminosduren am N-Terminus (MGSGLE) vom GlpF-Wildtyp unterscheidet, ist die Aktivitat
des GlpF-Monomers 1xGlpF im Vergleich zum GlpF-Wildtyp deutlich eingeschrankt.
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9.3 Einfluss definierter Phospholipide auf die Oligomerisierung und
Funktion des Aquaglyceroporins GIpF

Tabelle A 3: GroBenbestimmung der Proteoliposomen mit steigenden Acylkettenlangen
und EPL.

Probe Z-Mittel (r / nm) PDI Zahlenmittel (r / nm)
diC14:1-PC 1925 0,680 79
diC16:1-PC 3086 0,374 31
diC18:1-PC 124 0,814 38
diC20:1-PC 601 1,000 31
diC22:1-PC 436 1,000 26

EPL 347 0,727 43

Tabelle A 4: GréBenbestimmung der Proteoliposomen mit steigendem PE-

Stoffmengenanteil.
mol% diC18:1-PE Z-Mittel (r / nm) PDI Zahlenmittel (r / nm)
0 124 0,814 38
10 438 1,000 42
20 361 1,000 43
30 717 1,000 38
40 1213 1,000 40
50 902 1,000 39
60 787 1,000 37
70 184 0,745 48
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Tabelle A 5: GroBenbestimmung der Proteoliposomen mit steigendem PG-
Stoffmengenanteil.

mol% diC18:1-PG Z-Mittel (r / nm) PDI Zahlenmittel (r / nm)

0 124 0,814 38
10 109 0,615 33
20 132 0,640 38
30 124 0,668 35
40 110 0,678 33
50 103 0,582 47
60 84 0,516 37
70 79 0,465 41
80 99 0,557 47
90 106 0,578 47
100 178 0,833 64

Tabelle A 6: GréBenbestimmung der Proteoliposomen mit steigendem CL-
Stoffmengenanteil.

mol% tetrC18:1-CL Z-Mittel (r / nm) PDI Zahlenmittel (r / nm)
0 124 0,814 38
2 188 1,000 47
4 264 1,000 41
5 174 1,000 37
6 235 1,000 48
8 198 1,000 28
10 209 1,000 40
15 250 0,792 25
20 231 0,716 33
25 226 0,687 24
30 221 0,650 26
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Abbildung A 5: GlpF-Tetramerstabilitit in Liposomen mit unterschiedlicher
Lipidzusammensetzung.

Der Oligomerisierungsgrad von GIpF in Liposomen mit unterschiedlicher Lipidzusammensetzung wurde
mittels einer semi-nativen SDS-PAGE-Analyse erfasst und die Proteinbandenintensitaten des GIpF-
Tetramers, -Dimers und -Monomers mit dem Programm Imaged grafisch erfasst. Aufgezeigt sind die
Anteile an tertramerem GlpF (dunkelgrau) sowie die Summe der Anteile an monomerem und dimerem
GlpF (hellgrau) in Abhé&ngikeit der Lipidzusammensetzung der Liposomen. (A) Inkorporation in PC-
Membranen steigender Acylkettenlange sowie in EPL- und PE/PG/CL-Membranen. Inkorporation in
Liposomen mit steigendem (B) PE-, (C) PG-, (D) CL- und (E) PS-Stoffmengenanteilen.
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Abbildung A 6: Abhangigkeit der Geschwindigkeitskonstanten von der GlpF-

Konzentration.

Zwischen der Menge an inkorporiertem GIpF und der GipF-Aktivitdt besteht ein linearer
Zusammenhang. Steigende Mengen an GlIpF (3-15 uM) wurden bei konstanter Lipidkonzentration
(5 mM) in Liposomen inkorporiert. Die Menge an inkorporiertem GlpF wurde durch eine SDS-PAGE-
Analyse bestimmt und gegen die gewichtete Geschwindigkeitskonstante kw aufgetragen.

9.4 In vivo Einfluss veranderter physikochemischer Membran-
eigenschaften auf die Oligomerisierung und Funktion des

Aquaglyceroporins GlpF
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Abbildung A 7: SFG-Spektren im Bereich der C-D-Molekiilschwingungen.
SFG-Spektren der EPL-Monolagen vor (schwarz) und nach (rot) Injektion von 2-Phenyl-ds-ethan-
1,1,2,2-ds-0ol im Bereich der C-D-Molekilschwingungen. Die Spektiren wurden in der ssp
Polarisationskombination aufgenommen. Aufgrund der Molekllsymmetrie ist nur ein SFG-Signal bei
2300 cm™ zu detektieren. Es sind keine Beitrdge von Molekilschwingungen der CD2-Gruppen zu
erkennen. (In Kooperation mit dem Max-Planck-Institut fir Polymerforschung, Mainz).
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0 mM 2-PEtOH 16 mM 2-PEtOH
Abbildung A 8: Verteilung der Transmembranproteine NagE und PtsG in der inneren
E. coli-Membran.
Die polytopen E. coli-Transmembranproteine sind mit dem gelb fluoreszierenden Protein (YFP)
fusioniert und die Verteilung in der inneren E. coli-Membran von MG1655-Zellen wurde unter natirlichen
Bedingungen (0 mM 2-PEtOH) und nach Inkubation mit 16 mM 2-PEtOH untersucht. (A) YFP-NagE. (B)
YFP-PtsG (In Kooperation mit dem Max-Planck-Institut fir terrestrische Mikrobiologie, Marburg).
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Abbildung A 9: Kinetik der Insertion von 2-PEtOH in EPL-Membranen.

Um die Kinetik der Insertion von 2-PEtOH in die Lipidmembran zu bestimmen wurden, an einem
Stopped-Flow-UV/VIS-Spektrometer mit 0,2 mol% Laurdan versetzte EPL-Liposomen mit steigenden
2-PEtOH-Konzentrationen gemischt und nach Anregung bei 340 nm die Fluoreszenzintensitat bei einer
Wellenldnge von 440 nm verfolgt. Beispielhaft sind die Messungen mit 2-PEtOH-Endkonzentrationen
von 0 und 10 mM 2-PEtOH gezeigt. Die Insertion von 2-PEtOH in die EPL-Membranen erfolgt schneller
als 1 ms (Totzeit des Stopped-Flow-UV/VIS-Spekirometers), da die gemessene Fluoreszenzintensitat
bei 440 nm unmittelbar verringert ist und den Endwert erreicht hat, der auch unter
Gleichgewichtsbedingungen (siehe Fluoreszenzspekirum) gemessen wurde. (B) Steady State
Fluoreszenzspekirum der Laurdan-Fluoreszenzemission nach Anregung bei 340 nm im
Wellenldngenbereich zwischen 400 und 500 nm.
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9.5 GIpF als Modell fiir humane Aquaporine: Einfluss einer

Punktmutation auf die Oligomerisierung und Funktion des
Aquaglyceroporins GlpF
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Abbildung A 10: Western Blot-Analyse zur Kontrolle des Expressionsniveaus von GlpF-
Wildytp und GIpF-V71M in NT326-Zellen.

Zur Kontrolle des Expressionsniveaus des GlpF-Wildtyps und der Mutante V71M in E. coliNT326-Zellen
wurden die GlpF-haltigen Membranen und isoliert und eine Western Blot-Analysen durchgefihrt. Von
links nach rechts sind isolierte Membranen nach Induktion mit steigenden IPTG-Konzentrationen
gezeigt. Als Kontrolle (K) wurde in der Analyse von GlpF-V71M Membranen des GlpF-Wildtyps nach

Induktion mit 500 uM IPTG verwendet. (A) GlpF-Wildtyp. (B) GlpF-V71M. Es wurden jeweils 2,4 ug
Gesamtprotein aufgetragen.
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Abbildung A 11: Western Blot-Analyse zur Kontrolle des Expressionsniveaus von GlpF-

Wildytp und GlpF-V71M in SK46-Zellen.

Zur Kontrolle des Expressionsniveaus des GlpF-Wildtyps und der Mutante V71M in E. coli SK46-Zellen
wurden GIpF-haltige Membranen isoliert und eine Western Blot-Analyse durchgefihrt. Von links nach
rechts sind isolierte Membranen nach Induktion mit steigenden IPTG-Konzentrationen gezeigt. (A)
GlpF-Wildtyp. (B) GlpF-V71M. (C) Zum Quantifizieren des Expressionsniveaus wurden die GlpF-

haltigen Membranen nach Induktion mit 5-1000 pM
Blot-Analyse durchgefihrt. Es wurden jeweils 2,4 ug
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IPTG auf ein Gel aufgetragen und eine Western
Gesamtprotein aufgetragen.
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