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Einleitung 1

1 Einleitung

Chloroplasten erfiillen zahlreiche biosynthetische Funktionen wie zum Beispiel CO,-Reduk-
tion und Assimilation und die Reduktion von Nitrit und Sulfat und deren Umwandlung in orga-
nische Substanzen. Um diese Funktionen zu erfiillen, miissen Chloroplasten einerseits
anorganische Anionen und Kationen sowie Stoffwechsel-Zwischenprodukte aufnehmen, ande-
rerseits aber auch die Syntheseprodukte wieder exportieren. Deshalb existieren in den Hiill-
membranen sowohl spezifische Translokatoren als auch Kanédle und andere porenbildende
Proteine (Abb. 1.1).

Der Endosymbiontenhypothese zufolge stammen Chloroplasten von einem Vorgidnger der
Cyanobakterien ab, der endocytotisch von einer eukaryontischen Wirtszelle aufgenommen
wurde (Gray, 1992). Im Laufe der Plastid-Evolution, bei der das autonome, gram-negative Bak-
terium in ein semi-autonomes Zellorganell umgewandelt wurde, erfolgte auch eine Verlagerung
vieler Gene des Bakteriums in den Zellkern des Wirts. Deshalb wurde die Etablierung einer Pro-
teinimportmaschinerie notwendig, um die Proteine post-translational wieder in den Chloropla-

sten zu importieren.

Abb.1.1  Ubersicht iiber die
Transportsysteme
der Chlorplasten-
Hiillmembranen.
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Translokatoren der
inneren Hiilllmem-
bran
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Jaminosauren. Griine Zylinder:
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Substratkandle der
dufleren Membran
Tic, Toc: Protein-
translokationsappa-
rat

Praprotein

Triose-
phosphat

Malat
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(Aus  Steinkamp,
2000)



2 Einleitung

Es bestehen vielerlei Ubereinstimmungen zwischen Transportproteinen bzw. Poren in den
Chloroplasten-Hullmembranen und denen in Membranen von Prokaryonten. Beispielsweise
ahneln die porenbildenden Proteine der &uf3eren Chloroplasten-Hullmembran strukturell denen
bakterieller Porine (Neuhaus und Wagner, 2000).

Im Genom von Synechocystis sp. PCC 6803 finden sich mehrere Gene, deren abgel eitete Ami-
nosauresequenz Ahnlichkeiten zu den Proteinimportporen der Chloroplasten besitzt (Reumann
und Keegstra, 1999). Im Synechocystis-Genom und in anderen gram-negativen Bakterien konn-
ten putative Kaliumkanal e identifiziert werden, im Genom von Arabidopsis thaliana wurde ein
potentieller Kaliumkanal mit chloroplastidéarer Lokalisation gefunden. Dartiber hinaus besitzt
der ADP/ATP-Antiporter der inneren Chloroplasten-HUullmembran Aminosaure-Sequenzahn-

lichkeit zu einem Protein aus Rikettsia powazekii (Neuhaus und Wagner, 2000).

1.1 Metabolittransport in und aus dem Chloroplasten

1.1.1 Transport Gber die auBere Chloroplasten-Hullmembran

Es wurde lange Zeit angenommen, dass die aulere Hullmembran des Chloroplasten fir Mole-
kile mit einem Molekulargewicht von bis zu 10 kDafrel permeabel ist und diese Permeabilitét
durch eine sehr grof3e Pore vermittelt wird (FIUgge und Benz, 1984). Mittlerweile konnten aber
drei teilweise spezifische Transportproteine in dieser Membran nachgewiesen werden.
Elektrophysiologische Studien mit Chloroplasten oder isolierten HUllmembranen zeigten
bereits das Vorhandensein verschiedener spannungsabhangiger Poren mit grof3em Leitwert in
den Chloroplasten-Hillmembranen (Pottosin, 1992; Fligge und Benz, 1984; Heiber et al.,
1995). Auf molekularer Ebene konnten, neben dem Proteinimportkanal Toc75, drei Kanalpro-
teine (OEPs, outer envelope proteins) charakterisiert werden. Es sind dies OEP16, OEP21 und
OEP24.

OEP16 bildet einen K ationen-sel ektiven Kanal mit einer Spezifitét fir Aminoséuren und Amine
(Pohlmeyer et al., 1997); OEP24 représentiert einen eher unsel ektiven Kanal, der den Durchtritt
von geladenen Aminosauren, ATP, Phosphaten und Triosen ermdéglicht (Pohimeyer et al.,
1998) und OEP21 bildet einen Anionen-sel ektiven Kanal, der wahrscheinlich der Transl okation
von Phosphat, Triosephosphaten und 3-Phosphoglycerat dient und durch ATP regulierbar ist
(Bolter et al., 1999).
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1.1.2 Transport Gber die innere Chloroplasten-Hullmembran

In der inneren Chloplasten-Hullmembran konnte bis jetzt eine grof3e Zahl von Transportprotei-
nen entdeckt werden. Dazu zahlt beispiel sweise eine Familie von Phosphat-Translokatoren, die
fUr einen kontrollierten Austausch von Phosphat gegen phosphorylierte Metabolite sorgt. Wei-
terhin existieren ein ATP/ADP-Antiporter, zwei kaskadierte Dicarboxylsaure-Transporter
(ebenfalls Antiporter) und ein bisher nicht néher charakterisierter Glucose-Transporter (Neu-
haus und Wagner, 2000).

Elektrophysiologische Messungen an intakten Chloroplasten oder an Proteoliposomen zeigten
das Vorhandensein eines Kaliumkanals in der inneren Chloroplasten-Hullmembran (Heiber et
al., 1995; Mi et al., 1994), der durch ATP blockierbar ist. Ein ATP-regulierter Kaliumkanal
konnte auch durch Flussmessungen an intakten Chloroplasten nachgewiesen werden (Shingles
und McCarty, 1994).

Bisher konnte aber das den Kanal codierende Gen noch nicht gefunden werden. In der EMBL-
Datenbank befindet sich zwar eine cDNA, die wahrscheinlich fir einen chloroplastidaren Kali-
umkanal codiert, deren Funktion aber noch nicht nachgewiesen werden konnte.

Ferner konnte gezeigt werden, dass die innere Chloroplasten-Hullmembran permeabel fir
Chloridionen ist (Wu und Berkowitz, 1991). Mittels der Patch-Clamp-Technik konnte die Exi-
stenz eines Chloridkanals, der wahrscheinlich in der inneren Membran lokalisiert ist, nachge-
wiesen werden (Pottosin, 1992).

lonenkandle in der inneren Chloroplasten-Hullmembran dienen wahrscheinlich der Regulation
des Membranpotentials und partizipieren an der Aufrechterhaltung des Protonengradienten
Uber dieser Membran (Neuhaus und Wagner, 2000). Der pH des Chloroplasten-Stromasliegtin
etwa bei acht, was dem optimalen pH der Schltisselenzyme der lichtinduzierten CO,-Fixierung
entspricht. Zur Aufrechterhaltung dieses pH-Wertes dient eine ATPase, die Protonen Uber Gber
die innere Membran aus dem Stroma pumpt. Dieser Protonenfluss ist wahrscheinlich indirekt
mit einem Kaliumfluss aus dem Cytosol in das Stroma verbunden (Berkowitz und Peters, 1993;
Huber und Maury, 1980; Maury et al. 1981; Wu und Berkowitz, 1991; Wu und Berkowitz,
1992). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der Protonengradient tber die innere Membran
einen Calcium-Protonen-Uniporter antreibt (Kreimer et al., 1985; Roh et al., 1998).

Zusétzlich zu den bisher beschriebenen Kanélen, die einen relativ kleinen Leitwert aufweisen,
konnte mittel s el ektrophysiol ogischer Messungen in der inneren Hillmembran ein Porin-ahnli-
cher Kanal entdeckt werden. Dieser hat einen relativ grof3en (>500 pS) Leitwert und ist leicht
Anionen-selektiv (Fuksund Homble, 1995). Bei Chloroplasten vonNitellopsis sp. konnten zwel
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Kationen-selektive Kande mit grofiem Leitwert gefunden werden (Pottosin, 1992). Die genaue
Zuordnung zu den Hullmembranen sowie die molekulare Identitét dieser Poren ist aber noch

unklar.

1.2 Proteinimport in Chloroplasten

Die prinzipiellen funktionellen Eigenschaften des chloroplastidaren Proteinimports gleichen
denen anderer Proteintransportsysteme (Proteinexport Uber die Bakterienmembran(en),
Proteinimport in Mitochondrien oder das Endoplasmatische Retikulum (Schatz und
Dobberstein, 1996)).

Die zu transportierenden Proteine werden mit N-terminalen Signalsequenzen (Transitsequen-
zen) synthetisiert, dieihren Zielort festlegen. Diese werden von cytosolischen Faktoren erkannt
und zu dem entsprechenden Proteinimportapparat dirigiert, wahrend das Protein in einer trans-
portkompetenten Form gehalten wird. Nach Interaktion mit Rezeptorkomponenten des Import-
apparates wird das Protein durch eine hydrophile Pore Uber die Membran transportiert, die
Signalsequenz abgespalten und das Protein anschlief3end in seine endgultige Konformation
gefaltet

Der Haupt-lmportweg fir Proteinein den Chloroplastenist der , genera import pathway* (GIP).
Dieser setzt sich aus zwei heteromeren Proteinkomplexen zusammen: dem Toc- (translocon of
the outer envelope of chloroplasts) und dem Tic- (translocon of the inner envelope of chloro-
plasts) Komplex (Schnell et al., 1997). Die Translokation Uber diesen Weg benttigt sowohl
ATP as auch GTP (Olsen et al., 1989; Kouranov und Schnell, 1997; Young et al., 1999).
Geringe ATP-Konzentrationen (< 50 uM) bewirken die Bindung des Préproteins an den Kom-
plex, wahrend héhere ATP-Konzentrationen (> 100 uM) notwendig fur die Translokation der
Proteineins Stromasind (Fllgge und Hinz, 1986; Schindler et al., 1987; Olsenet al. 1989; Theg
et al., 1989; Waegemann und Soll, 1991). Stromales ATP ist die Energiequelle fir den Trans-
lokationsprozess, GTP ist wichtig fur dessen Regulation.

Eine weitere Regulation des Proteinimports stellt die Phosphorylierung/Dephosphorylierung
der Transitsequenz dar. Phosphorylierung erhéht die Bindungsaffinitat an den Importkomplex,
waéhrend die Dephosphorylierung wichtig fur die weitere Translokation ist (Waegemann und
Soll, 1996; Sveshnikowa et al., 2000).

Der Proteinimport erfolgt hochstwahrscheinlich simultan tber beide HUllmembranen. Im
Stroma erfolgen dann, wie schon erwahnt, die Abspaltung des Transitpeptids und die Faltung

des reifen Proteins unter Beteiligung von Chaperonen bzw. der Welitertransport von
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Thylakoidproteinen Uber die Thylakoidmembran (Heinset al, 1998).

1.2.1 Proteinimportapparat der aul3eren Chloroplasten-Hullmembran

Die Trandokation von Proteinen Uber die aulRere Hullmembran des Chloroplasten wird vom
Toc-Komplex vermittelt. Bis jetzt konnten vier integrale Membranproteine (Toc34, Toc75,
Tocl60 und Toc64) as funktionelle Komponenten identifiziert werden. Weiterhin konnten
noch zwei Hsp70-dhnliche Proteine mit Chaperon-Funktion nachgewiesen werden, die jewelils
an der Auf3en- bzw der Innenseite der Membran mit dem Komplex assoziiert sind (V othknecht
und Soll, 2000).

Tocl160 gilt als Rezeptorkomponente des Komplexes. Die N-terminalen 700 AS sind cytoso-
lisch lokalisiert und weisen einen hohen Anteil negativ geladener Reste auf, die an der Bindung
der positiv geladenen Praproteine beteiligt sein konnten (Waegemann et al., 1992; Hirschet al .,
1994, Bauer et al., 2000). Das Protein kann phosphoryliert werden (Soll, 1985) und weist ATP-
und GTP-Bindestellen in der cytosolischen Domane auf. Deshalb wird ihm auch eine regulato-
rische Funktion zugeschrieben.

Toc75 besitzt eine Sekundérstruktur, die vermutlich aus b-Faltblétern und einem geringen
Anteil an a-Helices besteht (Tranel et al., 1995). Es wird angenommen, dass es die Pore des
Proteintransl okationsapparates darstellt (Hinnah et al., 1997; Hinnah, 1999).

Toc34 liegt eng assoziiert mit Toc75 vor (Seedorf et al., 1995). Esist mit seinem hydrophoben
C-Terminus in der Membran verankert, die N-terminale Domane liegt im Cytosol (Kessler et
al, 1994; Seedorf et al., 1995). Es besitzt eine Phosphorylierungsstelle (Lubeck et al., 1997) und
bindet GTP (Kessler et al., 1994), weshalb eine regulatorische Funktion vermutet wird.

Toc 64 besitzt einen langeren C-Terminus, der im Cytosol lokalisiert ist. Dieser cytosolische
Bereich besitzt ein TPR-Motiv, welches potentiell in Protein-Protein-Wechselwirkungen invol-
viert ist (Sohrt und Soll, 2000).

1.2.2 Proteinimportapparat der inneren Chloroplasten-Hullmembran

Im Gegensatz zum Toc-Komplex ist Uber die Topologie und Funktion des Protei nimportkom-
plexes der inneren Chloroplasten-Hullmembran wesenlich weniger bekannt. Bisher wurden
funf Komponenten entdeckt: Tic110, Tic55, Tic22, Tic40 und Tic20 (Vothknecht und Soll,
2000).

Tic110 wird eine Rolle bei der Interaktion mit dem Toc-Komplex zugeschrieben, aul3erdem
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interagiert es auf der Stromaseite der Membran mit den Chaperonen Hsp100 und Cpn60 (Kes-
der et al., 1994; Libeck et al., 1996; Akitaet al., 1997; Nielsen et al., 1997). Weiterhin wurde
ein kleiner Anionen-Kanal gefunden, der mit Tic110 assoziiert ist. Die Funktion dieses Kanals
wird durch Prgproteine moduliert und spielt deshalb wahrscheinlich eine Rolle beim Proteinim-
port (Van den Wijngaard und Vredenberg, 1997; Van den Wijngaard und Vredenberg, 1999).
Tich5 wurde bel Immunoprézipitationsexperimenten zusammen mit Ticl10 gefunden. Es
besitzt ein Rieske-Typ Eisen-Schwefel-Zentrum und eine mononukleare Eisen-Bindestelle.
Eine Modifikation dieser Eisen-Bindestelle bewirkt ein Verbleiben des Préproteins im Tic-
Komplex, was einen Stopp des Proteinimports zur Folge hat (Caliebe et al., 1997).

Tic40 ist ein integrales Membranprotein und konnte mit den anderen Proteinen des Tic-Kom-
plexes quervernetzt werden (Stahl et al., 1999). Tic22 und Tic20 wurden in der inneren Chlo-
roplasten-Hullmembran gefunden und konnten in Crosslink-Experimenten mit Prdproteinen
verbunden werden (Kouranov und Schnell, 1997; Kouranov et al., 1998). Die Funktionen von
Tic22, Tic20 und Tic40 sind allerdings noch ungeklart.

1.2.3 Transitsequenz und deren Erkennung

Im Gegensatz zu mitochondrialen Transitsequenzen wurde beztiglich des chloroplastidéren
Proteinimports noch keine Konsensus-Transitsequenz entdeckt. Die Présequenzen der bisher
bekannten importierten Chloropl astenproteine unterscheiden sich sowohl in Lénge (20-150 AS)
alsauch in Primérsequenz (van Heijne et al. 1989), sie weisen aber gemeinsame Eigenschaften
auf.

Chloroplastidare Prapeptide besitzen eine positive Nettoladung (Von Heijne, 1991) und sind
phosphorylierbar; auf3erdem kénnen die Prasequenzen in drei funktionell und strukturell unter-
schiedliche Abschnitte eingeteilt werden (Pilon et al. 1995, Rensink et al. 1998, 2000):

Am N-Terminus befinden sich viele ungeladene Aminoséuren, dieser Bereichist wichtig fir die
Bindung an den Rezeptor der &uferen Hullmembran. Der mittlere Abschnitt enthélt viele gela-
dene oder hydroxilierte Aminosauren, er ist notwendig fur die eigentliche Translokation. Der
C-terminale Abschnitt der Présequenz bildet voraussichtlich eine b-Faltblatt-Struktur aus, ohne
diesen Bereich der Transitsequenz kann das Prépeptid nicht abgespalten werden.

Die Erkennung des Prdproteins durch den Proteinimportkomplex ist noch nicht ganz verstan-
den. Es wird angenommen, dass eine gemeinsame Sekundarstruktur des Transitpeptids, die
wahrscheinlich durch Interaktion mit der Chloroplastenmembran induziert wird, hierbei eine

wichtige Rolle spielt (Bruce, 1998). Dabei ist die Lipidzusammensetztung der aulleren Hill-



Einleitung 7

membran wichtig. Weiterhin gibt es Hinweise auf die Involvierung des gesamten Proteins beim
Import in den Chloroplasten (Ko und Ko, 1992; Dabney-Smith et al. 1999).

1.3 Kaliumkanale

Kaliumkandle kommeninfast alen pro- und eukaryontischen Zellen vor. Sie spielen eine wich-
tige Rollein vielen physiol ogischen Prozessen wie zum Beispiel der Regulation von Membran-
potentialen, der Osmoregulation und der Aufnahme von Mineralien und Nahrstoffen (Hille,
1992).

Trotz ihrer grofden Heterogenitdt weisen Kaliumkande bestimmte gemeinsame Struktur-
merkmale auf. Sie zeichnen sich durch mindestens eine Porenregion (P), die den lonendurchtritt
und die Selektivitét reguliert und zwel oder mehr flankierende transmembrane Segmente (TM)
aus.

Kaiumkandle lassen sich anhand ihrer (vorhergesagten) Sekundérstruktur und der Zahl der
Transmembrandurchgange in vier Gruppen einteilen: 2TM, 4TM, 6TM und 8TM. Vermutlich
ist ein 2TM-Kanal der gemeinsame Voléaufer, aus dem sich die anderen Kaliumkanal e entwik-
kelt haben (Abb. 1.2).

Die 2TM-und 6TM-Kanéle weisen eine Porenregion pro Monomer auf, der funktionelle Kanal
wird dabei aus vier Untereinheiten gebildet. Zu den 2TM-Kanden zéhlen die einwarts-gleich-
richtenden Kandl e der Kir-Familie und zu den 6TM-Kané en gehdren beispielsweisedie Kanédle
der Shaker-Familie (Jan und Jan, 1997).

Zu den 4TM-Kandlen gehtren die Kandle der TWIK-Familie und zu den 8TM-Kanden die
Kandle der TOK-Familie. Die Kandle beider Familien enthalten zwei Porenregionen pro Unter-
einheit und kommen wahrscheinlich als Untereinheiten-Dimer vor. Kanédle der TWIK-Familie

konnten in pflanzlichen und tierischen Zellen gefunden werden, ein Vertreter der TOK-Familie

2TM 4TM 6TM 8TM
N E N E N E N E
C C C C

Abb. 1.2 Schematische Darstellung der verschiedenen Strukturklassen der Kaliumkanée
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konnte bisher nur in Hefe lokalisiert werden (Armstrong und Hille, 1998; Czempinski et al.,
1999).

Entsprechend ihrer grofien Heterogenitéat weisen Kaliumkanéle vielféltige Regul ationsmecha-
nismen auf. Neben intrinsischen Faktoren, wie zum Beispiel die spannungsabhangige Aktivie-
rung/Inaktivierung spielen hierbei auch die Bindung von regulatorischen Molekilen (zum
Beispiel Calcium, Magnesium, Nukleotide) oder die kovalente Modifikation (z. B. durch Phos-
phorylierung) eine Rolle (Breitwieser, 1996)

Der bisher einzige, auf Einzelkanal-Ebene charakterisierte bakterielle Kaliumkanal ist das Pro-
tein KcsA aus Streptomyces lividans (Schrempf et al., 1995), das zur 2TM-Familie gehort. In
E. coli wurde ein potentieller Kaliumkanal (Kch) der 6TM-Familie entdeckt und biochemisch
charakterisiert (Voges und Jap, 1998), ein Funktionsnachweis wurde aber noch nicht erbracht.
In Pflanzen konnte eine ganze Reihe von Kaliumkanaden entdeckt und charakterisiert werden,
die strukturelle Ahnlichkeiten zu den tierischen Kaliumkanélen, zum Beispiel des Shaker- und
des TWIK-Typs, zeigen (Zimmermann und Sentenac, 1999). Ein putativer Kaliumkanal ist
wahrscheinlich im Chloroplasten lokalisiert, dessen Funktion konnte aber noch nicht nachge-

wiesen werden (Neuhaus und Wagner, 2000).

1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte zunachst eine elektrophysiologische Charakterisierung von
lonenkanalen der inneren Chloroplasten-Hullmembran vorgenommen werden. Die bei diesen
Messungen beobachteten Aktivitaten sollten durch Vergleich mit rekombinanten Proteinen
zugeordnet werden, woflr Tic110 sowie ein putativer Chloroplasten-Kaliumkanal zur Verfu-
gung standen.

Zunéchst sollten der putative Chloroplasten-Kaliumkanal und vergleichend dazu ein vermuteter
Kaliumkanal aus dem Cyanobakterium Synechocystis kloniert und dann in einem geeigneten
Expressionssystem (E. coli- bzw. Baculovirus-System) tberexprimiert werden. Anschlief3end
sollte eine elektrophysiologische und biochemische Charakterisierung Hinweise auf deren
Funktion geben.

Es sollte aul3erdem untersucht werden, ob durch das rekombinant exprimierte Protein Tic110
eine hydrophile Pore konstituiert wird, und deren grundlegende Eigenschaften bestimmt wer-
den. Abschlief3endes Ziel war zu prifen, ob sich aus einem Vergleich der Eigenschaften von
Tic110 und Kanalaktivitaten in der inneren Hullmembran belegen |&3t, welche Rolle Tic110 bei

der Tranglokation von Proteinen tber die innere Chloroplasten-Hillmembran zukommt.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialnachweis

Bakterienstamme

Tabelle2.1 Verwendete E. coli-Stamme

E. coli-Stamm Genotyp Referenz

DH5a F, deoR, recAl, endAl, phoA, relAl, supE44, | Hanahan (1983)
hsdR17(r, m,*), | thi-1, gyrA96, f80dlacZDM15,
D(lacZY A-argF)U169

BL21(DE3) F, ompT, hsdS; (r; mg") gal dem (DE3) Studier et al. (1990)

BL21(DE3)c43 | F, ompT, hsdS; (r; ' mg") gal dem (DE3) Miroux und Walker
(1996)

DH10bac F.mcrA, deoR, recAl, D(mrr-hsdRMS-mcrBC) | Luckow et al. (1993)

endA1,f80dlaczDM15, DlacX74, D(ara, leu)7697,
araD139, gaU, gak, nupG, rpsL, | -
/bMON14272/pMON7124

DH5a wurdefir Klonierungen verwendet, die BL 21-Stéamme fUr heterologe Expression, wobei
BL21(DE3)c43 speziell fur die Expression von Membranproteinen geeignet ist. DH10bac

diente der Herstellung rekombinanter Baculovirus-DNA.

Zelllinien

Sf21-Zellen stammen von der Firma Invitrogen und sind eine freundliche Gabe von Dr. Bernd
Mller-Rober, MPI Golm.

DNA

Genomische SynechocystisDNA und der Vektor pET 16b (Novagen) stammen aus der Labor-
sammlung (Holger Lill) des Lehrstuhls fur Biophysik, Universitét Osnabriick. pFastbac und
pFastbac Hta-c (Gibco-BRL) sind eine freundliche Spende von Dr. Bernd Miiller-Réber, MPI
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Golm.

Oligonukleotide

Die folgenden Oligonucleotide fir PCR oder Sequenzierungen wurden von der Firma MWG-

Biotech synthetisiert:

6x His-Tag Kassette
HL 326 (sense) TAT GAG AGG ATC GCA TCA TCA TCA TCA TCA TGG
HL 327 (antisense) TAC CAT GAT GAT GAT GAT GAT GCGATCCTCTCA

PCR-Primer fir 510993
HL 375 CAT ATG GGA TTG GGA TCA TCA AGT CAG GAA AACC
HL 376 GGA TCCTTA TACTAACGA TGGTTTTTTTTG GGC

Enzyme und Chemikalien wurden von den aufgefiuhrten Firmen bezogen:

Vent DNA-Polymerase und Thermopol -puffer von NEB

Alkalische Phosphatase (CIAP), T4-Polynukleotidkinase (T4-PNK), Desoxy-Ribonucleotide
sowie Restriktionsenzyme und zugehérige Puffer von den Firmen MBI Fermentas, NEB,
Boehringer-Mannheim bzw. Gibco-BRL

Low Méelting Agarose fir praparative Gele und peqGold Agarose von pegL ab (Erlangen)
Antibiotika von Sigma-Aldrich

Cellfectin von Gibco-BRL

Azolectin (Typ IV S) von Sigma

Mega9 wurde von Oxyl-Chemie (Bobingen) bezogen, ale anderen Detergentien stammten von
Calbiochem.

Alleweiteren verwendeten Chemikalien wurdenin p.A.-Qualitét von den Firmen Sigma, Riedel

De Haen, Baker, Biomol, Fluka und Serva bezogen.

Sonstige Materialien

Materialien aus Kunststoff (Reaktionsgefalde, Pipettenspitzen) wurden von den Firmen Eppen-
dorf, Sarstedt und Roth bezogen. Sterile Plastikflaschen fir die Zellkultur stammten von der

Firma Renner, sterile Plastikschél chen von der Firma Nunc.
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Spezielle Materialien, die bel einigen Experimenten Verwendung fanden, sind in den entspre-
chenden Abschnitten bei der Darstellung der Methoden aufgefiihrt.

2.2 Zellkultur

2.2.1 Kultur von Sf21 Insektenzellen

Die Zellen wuchsen in 50, 75 und 250 ml grof3en Zellkulturflaschen a's Monolayer. Sie wurden
in Insect-Express-Medium (BioWhittaker, Belgien), supplementiert mit 2 % fétalem Rinderse-
rum (Gibco-BRL, getestet fir Insektenzellen), bei 27 °C gehalten.

Zur Subkultivierung wurden die Zellen bei einer Konfluenz von ca. 95 % durch Schlagen der
Zellkulturflasche an den Handballen vom Untergrund abgel 6st. Je nach gewtinschter Zelldichte

wurde ¥2 bis 1/10 der Zellsuspension in eine Kulturflasche mit frischem Medium tberimpft.

2.2.2 Kryokonservierung von Insektenzellen

Die Zellen wurden bel ca. 95 % Konfluenz von den Kulturschalen abgel6st und 5 min bei 500
g pelletiert. Das Zellpellet wurde in Kryo-Medium (10 % DM SO, 90 % FCS, sterilfiltriert) auf-
genommen und in Kryo-Rohrchen (Nunc) gefillt. Die Réhrchen wurden zunédchst 1 h bel —20
°C, dann tiber Nacht bei —80 °C und schliefdlich bis zum Auftauen in flissigem Stickstoff gela-
gert.

Das Auftauen der gefrorenen Zellen geschah zligig bei 37 °C in einem Wasserbad. Anschlie-
3end wurden jewells 0.5 bis 1 ml der aufgetauten Zellen in eine 50 ml Kulturschale gebracht
und 4 ml Kulturmedium dazugegeben. Nach Anheftung der Zellen (Dauer ca. 30 min) wurde
das DM SO-haltige Medium gegen frisches Kulturmedium ausgetauscht. Der Mediumtausch

wurde nach 24 h wiederholt.

2.3 Molekularbiologische und biochemische Methoden

2.3.1 Medien zur Anzucht von Bakterien

LB-Medium und LB-Agar wurden von der Firma Gibco-BRL in Pulverform bezogen. Die

Medien wurden nach Herstellerangaben in Reinstwasser gelost und autoklaviert (121 °C, 20
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min). Nach dem Abkuhlen wurden gegebenenfalls Antibiotika aus Stocklésungen (sterilfil-
triert) zugesetzt.

2.3.2 Bakterienanzucht und Konservierung

Bakterienkulturen wurden aus Einzelkolonien von LB-Agarplatten oder Kryokulturen in LB-
Medium angezogen. Die Anzucht fand in Reagenzglasern auf einem Drehschiittler oder in
Erlenmeyerkolben auf einem Schiitteltisch bei 37 °C statt.

Zur Kryokonservierung von Bakterienkulturen wurde zu 500 pl einer Ubernachtkultur 100 pl
Glycerin gegeben, die Mischung in FlUssig-Stickstoff schockgefroren und anschlief3end bei -80
°C gelagert.

2.3.3 Herstellung kompetenter Zellen

Kompetente E. coli-Zellen wurden nach einer Methode von Hanahan (1983) hergestellt. Dazu
wurden 200 ml LB-Medium 1:100 mit einer 5 ml-Ubernachtkultur angeimpft, bis zu einer OD
(600 nm) von 0,4-0,5 wachsen gelassen und 10 min bei 5000 g und 4 °C pelletiert. Anschlief3end
wurdendieZellenin 50 ml TFB 1 (30 mM Kaliumacetat/Essigsaure pH 5.8, 50 mM MnCl ,, 100
mM RDbCl, 10 mM CaCl,, 15 % (v/v) Glycerin) resuspendiert, 10 min auf Eis gekuhlt und noch-
mals bei 5000 g und 4 °C zentrifugiert. Dann wurden die Zellenin8 ml TFB 2 (10 mM MOPS
pH 7.0, 75 mM CaCl, 10 mM RDbCI, 15 % (v/v) Glycerin) resuspendiert, in 100 pl-Portionen
aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

TFB1 und TFB2 wurden nach der Herstellung sterilfiltriert (0.22 um-Filter).

2.3.4 Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA

Pro Ansatz wurden 50 pl kompetente Zellen auf Eis aufgetaut. Zu den Zellen wurden ca. 50 ng
Plasmid-DNA gegeben, gemischt und 20 min auf Eisinkubiert. Danach erfol gte eine I nkubation
bei 37 °C fiur 20 s mit anschlieffender Abkuhlung auf Eisfir 2 min.

Zu den Zellen wurden dann 900 pl LB-Medium gegeben, die Mischung fir 1 h bei 37 °C inku-
biert und schliefdlich auf Selektionsplatten (L B-Agarplatten mit entsprechendem Antibiotikazu-
satz) ausgestrichen.

Wurden pUC18 -Derivate transformiert, bestand die Méglichkeit, mit Hilfe der Lac-Selektions-
methode (a-Komplementation, Sambrook et al., 1990) Klone zu detektieren, in deren Plasmide
DNA-Fragmenteinsertiert wurden. Fir diese Nachwel sreaktion enthielten die Sel ektionspl atten
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zusétzlich 8 mg/ml Bluo-gal und 10 mg/ml IPTG.

2.3.5 Minipraparation von Plasmid-DNA

Die Minipraparation von Plasmid-DNA erfolgte mit dem QIAprep Spin Plasmid Kit (Qiagen)
nach Angaben desHerstellers. Bei dieser Methode werden die Bakterienzellen in Anlehnung an
die Methode von Birnboim und Doly (1979) lysiert und das Gemisch auf eine Saule mit einer
Silica-Matrix gegeben, an der die DNA unter Hochsal zbedingungen bindet. Nach zwei Wasch-

schritten kann dann die DNA mit Wasser wieder von der Saule eluiert werden.

2.3.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR (Saiki et al., 1988), wurde in einem VVolumen von 50 pl in einem Personal-Cycler von

Biometra durchgefihrt. Sie enthielt die folgenden Komponenten:

5 pl 10x Thermopol-PCR-Puffer (incl. MgCl,)
4 pl NTP-Mix (5mM jedNTP)

je 50 pmol der beiden Primer

Template-DNA

1-5 u vent-Polymerase.

Die Reaktion lief nach folgendem Protokoll ab:

*5 min 95 °C anfangliche Denaturierung
*95°C45s, AT60s, 72°C60s, 35 Zyklen
*72°C10min, 4 °C

Hierbei steht AT fir die Annealing-Temperatur, diese hing von den jeweils benutzten Primern
ab.

2.3.7 DNA-Prazipitation

DNA-Prézipitation (zur Verringerung des Volumens oder zur Entsalzung von DNA-Proben)
wurde folgendermal3en durchgefihrt:.
Nach Zugabe von 1/10 des Volumens von 3 M Natriumacetat (pH 4.8) und dreifachem Volu-
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men Ethanol p. A. (100 %) wurde die DNA 15 min auf Eisgeféllt und anschlief3end durch Zen-
trifugation in einer Mikrozentrifuge 10 min bel 14000 g und 4 °C sedimentiert. Zur Entfernung
von Salzresten wurde der Niederschlag mit 70 %igem Ethanol gewaschen, 5 min wie oben zen-
trifugiert und getrocknet. Danach wurde die DNA in H ,O oder Puffer EB (10 mM Tris/HCI, pH
8.5) aufgenommen und bei -20 °C gelagert.

2.3.8 Agarose Gelelektrophorese

Die Agarose Gelelektrophorese (Sambrook et al, 1989) fand in horizontalen Gelkammern von
Gibco-BRL bzw. von Amersham-Pharmacia statt. FUr analytische Gele wurde je nach Frag-
mentgrofie eine Agarosekonzentration von 0.8-2 % in IXTBE (90 mM Tris, 90 mM Borsdure,
25 mM EDTA pH 8.0) verwendet. Préparative Gele enthielten 0.8 % Low-Melt-Agarose in
IXTBE. Als Gellaufpuffer diente ebenfalls 1XTBE, der Probenpuffer bestand aus 20 mM
Trig/Borat pH 8.0, 10 % (v/v) Glycerin, 0.04 % (w/v) SDS, 0.02 % (w/v) Bromphenolblau. Die
Gele liefen bel 6-8 V/cm. Um die DNA unter UV-Licht (Wellenlénge 312 nm) sichtbar zu
machen, enthielt das Gel Ethidiumbromid in einer Konzentration von 0.4 pg/ml.

Als DNA-Molekulargewichtsstandard, der auf die Gele mit aufgetragen wurde, diente mit Pstl
in Fragmente definierter Grofe geschnittene DNA des | -Phagen von MBI Fermentas.

2.3.9 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Die DNA-Fragmente wurden nach ihrer elektrophoretischen Auftrennung unter UV-Licht aus
dem Gel herausgeschnitten und mit Hilfe des "QIAEX Il Gel Extraction kit" oder des “QIA-
quick Gel Extraction kit” nach Angaben des Herstellers (beide von Qiagen) eluiert.

2.3.10 Konzentrationsbestimmung von DNA-L6sungen

Die Konzentrationsbestimmung geschah vereinfacht mittels Gelelektrophorese. Dazu wurde
ein Aliquot der Probe unbekannter Konzentration mit gleichen Aliquots von DNA-Proben
bekannter Konzentration parallel auf ein Agarose-Gel (2.3.8) aufgetragen und die Konzentra-
tion durch Vergleich der entsprechenden L euchtintensitéten unter UV -Bestrahlung abgeschétzt.
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2.3.11 Klonierungen

2.3.11.1 Spaltung von DNA mittels Restriktionsendonukleasen

Die restriktionsenzymatische Spaltung von Plasmid-DNA geschah mit 2-10 u des entsprechen-
den Enzyms nach Angaben des Herstellers in den mitgelieferten Puffern. Das Reaktionsvolu-
men betrug 20-50 ul. Wenn nétig, wurde das Restriktionsenzym nach der Reaktion deaktiviert.
Dieses geschah entweder durch Erhitzen (65 °C, 10 min) oder durch Addition des gleichen
Volumens einer 1:1 (v/v) Phenol-Chloroform-Ldsung mit anschlief3ender Féllung der oberen
(DNA-haltigen) Phase nach (2.3.7).

2.3.11.2 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

V ektoren wurden nach der restriktionsenzymatischen Spaltung (2.3.11.1) mit Alkalischer Phos-
phatase aus Kabermagen (CIAP) dephosphoryliert, um unerwiinschte Religationen zu verhin-
dern. Die Reaktion geschah in einem V olumen von 20-50 pl mit dem mitgelieferten Puffer nach
Angaben des Herstellers.

2.3.11.3 Phosphorylierung von DNA-Fragmenten

PCR-Amplifikate und nicht phosphorylierte Oligonukleotide muf3ten vor der Ligation am 5'-
Ende phosphoryliert werden. Hierzu wurde T4-Polynukleotidkinase (T4-PNK) in dem dazuge-
horigen Puffer (mit zusétzlich 10 uM ATP) verwendet. Die Reaktion lief bel 37 °C in einem
Volumen von 20-50 ul ab. Anschlieffend wurde sie durch Inkubation bei 65 °C fur 20 min
gestoppt.

2.3.11.4 Auffullen von Gberhangenden 5 Enden

Fir sogenannte , Blunt-end’ -Ligationen war es notwendig, Plasmid-DNA mit 5'-Uberhangen
aufzuftllen, um so , glatte Enden’ zu erzeugen. Dieses wurde mit 10 U Klenow-Fragment im
dazugehorigen Puffer, supplementiert mit 5 mM dNTPs nach Angaben des Herstellers durch-
gefihrt.

2.3.11.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Um DNA-Fragmente in Plasmidvektoren einzusetzten, wurde die Methode der ,In-Gel-Liga-

tion’ verwendet. Hierbei wurde die DNA auf einem pré&parativen Agarosegel aufgetrennt und
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das gewlinschte Stiick aus dem Gel ausgeschnitten. Das Gelstlick wurde bei 65 °C geschmolzen
und mit der zwei- bis dreifachen Menge Wasser versetzt (DNA-Konzentration minimal 2
ng/m). Zu einem Aliquot dieser Suspension wurden anschlief3end Vektor-DNA im molaren
Verhdltnis Vektor/Insert von 1:3 (auf 50-100 ng DNA insgesamt), T4-DNA-Ligasepuffer
(10fach) und 5 U T4-DNA-Ligase gegeben (Endvolumen 150-200 pl).

Der Ansatz wurde dann mindestens 3 h bei 16 °C inkubiert, dann bei 65 °C fur 10 min aufge-

schmolzen und anschlief3end transformiert (2.3.4).

2.3.11.6 Insertion von Oligonukleotidkassetten

Die einzelstrangigen komplementéren Oligonukleotide wurden zuerst auf eine Endkonzentra-
tion von 2 pmol/m in H,O verdinnt, auf 100 °C erhitzt und dann bel Raumtemperatur abge-
kdhlt, um die Anlagerung der komplementéren Bereiche zu gewdhrleisten. Anschlief3end
wurden die Uberhdngenden Enden phosphoryliert (2.3.11.3) und die Oligonukleotidkassetten in
Plasmid-Vektoren durch Ligation inseriert.

Hierzu wurden 2 pmol der Oligonucleotide, 50 ng Plasmidvektor (geschnitten und dephos-
phoryliert) und 5 u T4-DNA-Ligase in T4-DNA-Ligasepuffer fir mindestens 4 Stunden bei
16 °C inkubiert. Das Reaktionsvolumen betrug 20 ul. Anschlief3end erfolgte die Transforma-
tion nach (2.3.4).

2.3.11.7 Klonierung von PCR-Produkten

PCR-Produkte wurden zuerst el ektrophoretisch auf einem Agarosegel aufgetrennt und dann aus
dem Gel extrahiert (2.3.9). Die Fragmente wurden dann mittels des Sure-Clone-Ligation-Kit
(Amersham-Pharmacia) in den mitgelieferten Vektor pUC-18 (Sma | geschnitten) ligiert.

Nach Transformation (2.3.4) konnten mittels Blau-Weiss-Selektion positive Klone identifiziert

und vermehrt werden.

2.3.12 Sequenzierungen

Sequenzierungen der klonierten Vektoren wurden von der Firma MWG-Biotech durchgeftihrt.
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2.3.13 Heterologe Expression von Proteinen

2.3.13.1 Heterologe Expression in E. coli mittels des pET-Systems (Novagen)

Die heterologe Expression von Proteinen mit dem pET-System erfolgte im wesentlichen nach
den Angaben des Herstellers. Verwendet wurde der Expressionsvektor pET-16b, welcher zur
Fusion von 10 Histidinen mit dem Zielprotein dient. Die Zielsequenz wurde so in den Vektor
eingesetzt, dass sich die Histidine am N-Terminus des Proteins befanden. Die Expression fand
im E. coli-Stamm BL21 und BL 21 (C43) bei 21-37 °C fir 2-16 h statt.

2.3.13.2 Heterologe Expression von Proteinen in Insektenzellen / Baculovirus-
System
Baculoviren sind Viren, die ausschliefdlich Insektenzellen befallen. Sie schleusen ihr aus DNA
bestehendes Genom in die Wirtszelle ein und bedienen sich zu ihrer Vermehrung des Protein-
biosyntheseapparates des Wirtes. Die Wirtszelle lysiert nach Virusvermehrung und setzt dann
neue Viren frei.
Der bekannteste Baculovirus ist der Autographica californica nuclear polyhedrosis virus
(ACNPV). Er besitzt eine Genomgrof3e von 130 kb und bildet eine kristalline Proteinmatrix aus
Polyhedrin, in die die Viren eingehllt werden. Das Polyhedrin-Gen steht unter der Kontolle
eines sehr starken Promotors und ist fir die eigentliche Virusvermehrung nicht essentiell. Des-
halb wird zur heterologen Expression mittels Baculoviren haufig das Polyhedrin-Gen gegen das
Zu exprimierende Gen ausgetauscht.
Aufgrund des grof3en Virus-Genoms st eine direkte Klonierung von Fremd-DNA in den Virus
unpraktikabel. Das Zielgen wird deshalb zuerst in einen Transfervektor geringer Groéf3e kloniert
und dann auf den Virus Ubertragen.
Beim hier verwendeten Expressionssystem von Gibco-BRL wird die Ziel-DNA in einen 'V ektor
der pFastbac-Familie (pFastbacl, pFastbacHTa-c) kloniert. Der Vektor tragt flankierend zu
Polyhedrin-Promotor und Polylinker Konsensussequenzen fur das bakterielle Transposon Tn7.
Das AcNPV-Genom liegt abgedndert in Form eins Shuttle-Vektors (Bacmid) in einem
speziellen E. coli-Stamm (DH10Bac) vor. Es trégt die essentiellen Virusgene und
darUberhinaus Resistenzmarker, mini-F-Replikon, eine LacZ-Kassette und Tn7-Attachment-
Sites. Die Tn7 Transpositionsfunktionen werden durch ein Helferplasmid, welches sich
ebenfallsin DH10Bac befindet, zur Verfligung gestellt.
Wird nun der Transfervektor mit subkloniertem Zielgen in DH10Bac transformiert, so werden

Zielgen samt Polyhedrinpromotor durch gerichtete Transposition in das Bacmid eingesetzt.



18 Material und Methoden

Durch Blau/Weiss-Selektion kénnen rekombinante Bacmid-Kolonien indentifiziert werden.
Nach Prgparation der Bacmid-DNA und anschlief3ender Transfektion in Insektenzellen kénnen
nach ca. 4 Tagen rekombinante Baculoviren geerntet werden, die zur Infektion benutzt werden

konnen.

Herstellung und Vermehrung rekombinanter Baculoviren

Nach Klonierung des Zielgenes in pFastbac erfolgten Transformation in DH10Bac und Trans-
fektion in Sf21 Insektenzellen nach dem Herstellerprotokoll. Die DH10Bac-Zellen wurden
nach (2.3.3) kompetent gemacht.

Fur die Transfektion wurden Zellen mit einer Konfluenz von 50 % in einer 50 ml-Zellkulturfla-
sche verwendet. Der Transfektionsiiberstand wurde nach 4 Tagen abgenommen und Zelltrim-
mer durch Zentrifugation bei 500 g fur 5 min pelletiert. Der so gewonnene, Viren-haltige
Uberstand wurde bei 4 °C gelagert und konnte fiir die Infektion von I nsektenzellen benutzt wer-
den.

Zur ersten Infektion wurden zu 80 % konfluente Zellen in einer 50 ml-Kulturflasche verwendet.
Zuerst wurde das Medium abgenommen und 1 ml des Transfektionsiiberstands zugegeben. Die
Schale wurde dann 1 h bei RT langsam geschiittelt, danach 3 ml Zellkulturmedium dazu gege-
ben und im Brutschrank inkubiert. Nach 3 Tagen wurde das Medium abgenommen, Zellen

durch Zentrifugation fiir 5 min bei 500 g pelletiert und der Uberstand bei 4 °C gelagert.

Expression der Proteine

Hierzu wurden Insektenzellen bis zu einer Konfluenz von 80 % angezogen und dann, je nach
Kulturflaschengrof3e, mit 0.1 bis 2 ml Virus-haltigem Zellkulturmedium versetzt. Die Virus-
menge wurde so gewahlt, dass der grofdte Teil der Zellen infiziert wurde. Nach zwel- bisdrei-
tagiger Inkubation wurden die Zellen vom Flaschenboden abgeklopft, 5 min bei 500 g
abzentrifugiert und der Uberstand bei 4 °C gelagert. Das Zellpellet wurde in 4-15 ml Puffer (50
mM Tris-HCI pH 8, 300 mM NaCl) resuspendiert, erneut abzentrifugiert, in flissigem Stick-
stoff schockgefroren und dann bel —80 °C bis zur Weliterverarbeitung gelagert.

Zur Abschétzung des Virustiters einer Stockldsung wurden 50 ml-Kulturflaschen mit verdinn-
tem Virus-Stock infiziert (Verdiinnungsstufen 1:1 bis 1:1000), jeein Aliquot (ca. 1/10) der Zel-
len nach der Ernte (2-3 Tage p.i.) in Probenpuffer aufgenommen und die darin enthaltenen
Proteine mittels SDS-PAGE (2.3.16) aufgetrennt. Durch Vergleich der Mengen der Gberexpri-
mierten Proteine in den einzelnen Spuren konnte die Verdinnungsstufe ermittelt werden, bei

der noch maximale Proteinexpression (entsprechend einer optimalen Infektion der Zellen)
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erfolgte.

2.3.14 Solubilisierung von Membranproteinen aus Insektenzellen

Das Zellpellet wurde nach dem Auftauen zuerst in Puffer (50 mM TrissHCL pH 8, 300 mM
NaCl) resuspendiert, dabei wurden pro 107 Zellen 100 ul Puffer verwendet. Die Zellen wurden
mit einem Branson-Sonifier (50 % Duty-Cycle, 2-4 Pulse) zerstért und ale Membranen durch
Zentrifugation bel 100000 g fir 45 min pelletiert.

Das Membranpellet wurde dann in Solubilisierungspuffer aufgenommen (Puffermenge wie
oben) und unter Rihren fir 30 min gelést. Der Solubilisierungspuffer enthielt 50 mM
KH,PO4/K ,HPO4 pH 8, 300 mM KCI, den Proteasechemmer Boehringer Complete ohne EDTA
(Boehringer Manheim) in der vom Hersteller vorgeschlagenen Konzentration und als Detergens
entweder 1 % TritonX-100 oder 10 mM Dodecylmaltosid. Nach der Solubilisierung wurden die
unl6slichen Bestandteile bei 100000 g fiir 45 min pelletiert und der Uberstand weiterverarbeitet.

2.3.15 Reinigung von Membranproteinen mittels Nickel-chelatieren-
der Agarose

Proteine mit His-Tag wurden nach (2.3.14) solubilisiert und mittels Affinitétschromatographie
im Saulenverfahren gereinigt. Als Sdulenmaterial dienten, je nach zu erwartender Protein-
menge,100-200 pl Ni-NTA Superflow (Qiagen).

Alle zur Reinigung verwendeten Puffer enthielten das bel der Solubilisierung verwendete
Detergensin entsprechender Menge.

Die Saule wurde zuerst mit dem funffachen Séulenvolumen Solubilisierungspuffer gespiilt und
dann die Proteinl6sung aufgetragen. Der Durchlauf wurde aufgefangen und erneut aufgetragen.
Anschliefiend erfolgten zwel Waschschritte mit jewells funf Saulenvolumina Waschpuffer
(KH,PO4/KoHPO, pH 7, 300 mM KCI) und ein weiterer mit funf Sulenvolumina Waschpuf-
fer + 50 mM Imidazol.

Das gebundene Protein wurde dann in ein bis zwel Schritten mit einem Saulenvolumen Eluti-
onspuffer (KH,PO4/K,HPO, pH 7, 300 mM KCI, 300 mM Imidazol) eluiert.

2.3.16 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Verwendet wurde ein vertikales Gelsystem der Firma Bio-Rad. Fir zu untersuchende Proteine
mit einem Molekulargewicht grofer als 10 kDawurde eine diskontinuierliche SDS-PAGE nach
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Laemmli (1970) angewendet. 10- bis 15 %ige Polyacrylamid-Trenngele wurden dabei nach der
Polymerisation mit 5 %igen Sammelgelen Uberschichtet.

Die Gele enthielten entsprechende Mengen einer 30 %-Acrylamid-Stocklésung (Bio-Rad,
Munchen) mit einem Acrylamid/Bisacrylamidverhdltnis von 37.5. Die Trenngele enthielten
weiterhin 375 mM Tris/HCI pH 8.8, 0.1 % (w/v) SDS, 0.03 % (v/v) TEMED 0.04 % (w/v) APS,
die Sammelgele bestanden zusétzlich aus 125 mM Tris/HCI pH 6.8, 0.1 % (w/v) SDS, 0.08 %
(v/v) TEMED und 0.1 % (w/v) APS.

Durchfihrung

Die Proteine wurden in Probenpuffer gelost oder, bel geldsten Proteinen, mit der gleichen
Menge 2-fach-Probenpuffer gemischt (Pufferkonzentrationen bei Probenauftrag: 100 mM
Tris/HCI pH 8.0, 1 mM EDTA, 12.5 % (v/v) Glycerin, 2 % (w/v) SDS, 2 % (v/v) b-Mercap-
toethanol, 0.01 % (w/v) Bromphenolblau).

AlsElektrodenpuffer wurde 25 mM Tris, 192 mM Glycin 0.1 % (w/v) SDSverwendet; die Gele
liefen bei 100 V, bis die Proteine vollstdndig vom Sammel- ins Trenngel gewandert waren und
dann bei 200-250 V.

Gelfarbung

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteineim Gel wurden zunéchst 15 min in Entfarbel 6sung
(25 % (v/v) Methanal, 5 % (v/v) Essigsaure) fixiert, dann mindestens 15 min in Farbel 6sung (50
% (v/v) Methanol, 5 % (v/v) Essigsaure, 0,05 % (w/v) Coomassie Brillant Blue R 250 (Serva
Blau R 250)) inkubiert und schliefdlich 2 h in Entfarbel 6sung entfarbt.

2.3.17 Konzentrationsbestimmung von Protein-L6sungen

Die Konzentrationsbestimmung wurde mittels SDS-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Dazu
wurdeein Aliguot der Probe unbekannter Konzentration mit gleichen Aliguotsvon Protein-Pro-
ben bekannter Konzentration (meistens der Marker) parallel auf ein Gel (2.3.16) aufgetragen

und die Konzentration durch Vergleich der gefarbten Proteinbanden ermittelt.

2.3.18 Elektrotransfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen

Diein einem SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine wurden in einer Semidry-Elektro-
phoresekammer (SEMI-PHOR TE 70 von Hoefer Scientific Instruments, USA) auf eine Nitro-
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zellulosemembran mit einer Porengrofe von 0.45 um (Schleicher und Schuell) Ubertragen.
Abhangig von den Molekulargewichten der zu detektierenden Proteine erfolgte der Transfer 15-
45 min bei einer konstanten Stromstarke von 0.8 mA/cn? zwischen zwei Lagen Filterpapier.
Das Filterpapier und die Nitrozellulosemembran wurden vorher in Transferpuffer (10 mM
CAPS pH 11) getrankt.

Die Effektivitét des Transfers wurde durch eine reversible Proteinfarbung (0.2 %ige Ponceau

S-Losung in 3% TCA von Serva) auf der Nitrozellulosemembran Uberpriift.

2.3.19 Immunulogischer Nachweis von Proteinen auf Nitrozellulose-
membranen

Nach dem Elektrotransfer wurde die Nitrocellulosemembran zweimal fir 10 min in TBS (20
mM Tris/HCI pH 7.5, 150 mM NaCl ) gewaschen. Danach erfolgte das Blockieren von freien,
unspezifischen Bindestellen auf der Membran in 3 % (w/v) BSA (gelost in TBS) 1 h lang bei
RT. Zur Entfernung der BSA-Ldsung schlossen sich zwel Waschschritte in TBSTT (TBS mit
0.05 % Tween und 0.2 % Triton) und einer in TBS fur je 10 min an. Anschlief3end erfolgte die
Inkubation mit dem ersten Antikorper (Verdinnung 1:10000 bis 1:30000in TBSmit 3% BSA)
Uber Nacht bei Raumtemperatur. Um Proteine mit 6x-His- oder 10x-His-Tag nachzuweisen,
wurde der Penta-His-Antikorper von Qiagen verwendet.

Nach der Inkubation mit dem ersten Antikorper wurde zweimal je 10 min mit TBSTT und 10
min mit TBS gewaschen, bevor die Membran mit dem zweiten Antikorper (Anti-mouse Ig
HRP-conjugate, Amersham-Pharmacia), 1:5000 verdinnt in TBS mit 10 % (w/v) Magermilch-
pulver, fir eine Stunde inkubiert wurde. Daran schlossen sich vier Waschschritte (je 10 min mit
TBSTT) an.

Die Detektion der mit den Antikdrpern markierten Proteine geschah anschlief3end mit dem
“ECL Western blotting system” (Amersham-Pharmacia) nach Angaben des Herstellers. Hierbel
wird durch die mit dem zweiten Antikorper konjugierte Peroxidase elne Lumineszenz-Reaktion
katalysiert, welche durch Exposition eines Rontgenfilms fir 10-30 min sichtbar gemacht wer-

den kann.

2.3.20 Reinigung von Lipid und Herstellung von Liposomen

Das fur Rekonstitutionen oder Fusionen mit nativen Membranen verwendete Azolectin wurde
vor der Verwendung folgendermalien aufbereitet:

DasLipid wurde zuerst in einer Konzentration von 15 mg/ml in Methanol/Chloroform (2:1 v/v)
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gelost. Danach wurden ca. 1/3 des Volumensan 1 M KCl, 0.2 M H3PO,4 zugegeben. Nach der
Phasentrennung wurde die untere Phase abgenommen und mit KOH auf pH 8 titriert. Jetzt
wurde das sechsfache VVolumen der obigen Methanol/Chloroform-Ldsung zugegeben und die
oben beschriebene Zugabe von KCL/ H3PO,4 mit anschliessender Phasentrennung und Titration
wiederholt.

Die Lipidlosung wurde dann abgedampft, das feste Lipid in Puffer (10 mM Mops/Tris pH 7)
resuspendiert (Endkonzentration 50 mg/ml) und bei -80 °C gelagert.

2.3.21 Rekonstitutionen von Membranproteinen

2.3.21.1 Rekonstitutionen mit TritonX-100

Die nach (2.3.15) gereinigten, in TritonX-100-haltigem Elutionspuffer befindlichen Proteine
wurden mit in TritonX-100 vorinkubierten, gereinigten Azolektin-Liposomen (2.3.20)
gemischt. Dabel wurde das Detergens/Lipid-Verhdtnis so gewahlt, dass die Liposomen nicht
vollstdndig aufgelést wurden, da nur so optimale Rekonstitutionsraten zu erreichen sind
(Rigaud et al. 1995).

AlsPuffer wurde 10 mM Mops/TrispH 7 verwendet, das Protein/Lipid-Verhdltnislag bei 1:100
bis 1:200. Um dasim Elutionspuffer enthaltende Imidazol zu entfernen, wurde zuerst gegen das
1000-fache Volumen 10 mM Mops/TrispH 7 fur 1 h dialysiert (Dialyseschlauche von Spectrum
Laboratories, Ausschlussgrenze: 3500 Da). Wegen der sehr geringen cmc des Dertergenses
(0.29 mM) wurde dann die eigentliche Rekonstitution durch Detergens-Adsorbtion an Bio-
Beads (Bio-Rad) durchgeftihrt. Hierzu wurde pro mg Detergens 5 mg Beads zugegeben und 3-
4 h unter leichtem Schutteln bei RT inkubiert.

2.3.21.2 Rekonstitution mit Mega-9

Membranproteine, die in Harnstoff-haltigem Puffer vorlagen, wurden unter Verwendung des
Detergenses Mega-9 rekonstituiert. Dazu wurde die Proteinlésung mit in Mega-9 vollsténdig
aufgeldsten Azolektin-Liposomen (2.3.20) gemischt. Die Detergens-Endkonzentration betrug
dabei 80 mM, das Protein/Lipid-Verhdtnislag bei 1:100 bis 1:200.

Anschliessend wurde die Mischung zuerst 1 h bei 20 °C und dann tber Nacht bei 4 °C gegen
das 10000-fache V olumen Puffer (10 mM Mops/TrispH 7) diaysiert, was zur Bildung von Pro-

teoliposomen fihrte.
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2.3.22 Fusion von nativen Membranen mit Lipid

Die in dieser Arbeit fur Bilayer-Messungen verwendete innere Chloroplasten-Hullmembran
(zur Verfugung gestellt von der AG Prof. Soll, Universitét Kiel) hatte eine Proteinkonzentration
von 2 mg/ml und wurde folgendermal3en mit gereinigtem Lipid (2.3.20) fusioniert:

30 pl der Hullmembran-Suspension wurden mit 60 pl Liposomen und 90 ul Puffer (10 mM
Mops/TrispH 7, 2 mM CaCl2, 5 mM DTT) gemischt, fur 15 sim Ultraschallbad beschallt und
in flussigem Stickstoff schockgefroren. Die Mischung wurde wieder aufgetaut, weitere 90 pl
Puffer zugegeben und das Frier/Tauen wiederholt. Anschlief3end wurden die Proteoliposomen
aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

2.4 Elektrophysiologie

2.4.1 Elektrophysiologische Grundlagen

Sowohl die Patch-Clamp- as auch die Bilayer-Technik erlauben die direkte Messung der el ek-
trischen Eigenschaften von biologischen Membranen. Die wéhrend dieser Arbeit durchgefthr-
ten Messungen wurden unter V oltage-Clamp-Bedingungen durchgefiihrt, ein entsprechendes
Ersatzschaltbild der Messanordnung zeigt Abb. 2.1

Hierbei wird Uber die Membran eine konstante Spannung angelegt und der flief3ende Strom
gemessen. Die Zell- bzw. die Bilayer-Membran kénnen dabei vereinfacht as Parallelschaltung
einer Kapazitét (Membrankapzitét) mit einem Widerstand (reziproker Leitwert deslonenkanals

und Leckleitwert der Membran) angesehen werden.

I?f
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Abb. 2.1 Vereinfachtes Ersatzschaltbild der Messanordnung im V oltage-Clamp-Modus. U,; Membranpoten-
tial, C,,,; Membrankapazitét, R,: Reziproker Leitwert, R,: Zuleitwiderstand, Rs: Rickkopplungswi-
derstand, V: Operationsverstéarker, Ugy: Sollwert der Membranspannung, U, Ausgangsspannung.
Diese Schaltung (als invertierender Operationsverstarker geschaltet) hdlt das Membranpotential
konstant und gibt eine dem Strom | proportionale Spannung aus.



24 Material und Methoden

2.4.1.1 Datenerfassung

Die gemessenen Strome wurden mittels eines Analog/Digital-Wandlers digitalisiert
(Digidata1200, Axon Instruments) und mit Hilfe des Programms Axoscope (Axon I nstruments)
direkt auf die Festplatte eines Computers Ubertragen. Spannungsrampen (2.4.4.6) und Span-
nungs-Sprungprotokolle (2.4.4.7) wurden mit einem sel bstgeschriebenen Programm (program-
miert unter Verwendung der graphischen Programmierumgebung LabView, National

Instruments) aufgezeichnet.

2.4.2 Planare Bilayer

Der planare Bilayer ist eine kiinstlich erzeugte Lipiddoppelschicht, die zwel mit Elektrolytl6-
sungen gefillte Kammern trennt. In jeder Kammer befindet sich eine Elektrode, die mit dem
Messverstarker verbunden ist. Werden nun Kanalproteine in diesen Bilayer inkorporiert, kon-

nen sie elektrophysiologisch charakterisiert werden.

2.4.2.1 Aufbau des Messstandes

Der gesamte Versuchsaufbau ist durch einen Faraday-Ké&fig gegen elektrische Streufelder
geschitzt. Innerhalb dieses K&figsist die Messapparatur schwingungsgedampft auf einer mas-
siven Grundplatte aufgebaut, die auf luftgeflllten Dampfungselementen ruht
(Luigs & Neumann). Auf diese Weise ist eine weitgehende mechanische Entkopplung von

mechanischen Schwingungen, wie zum Beispiel Trittschall, sichergestellt.

Messkammer und Perfusion

Die eigentliche Messkammer (Abb. 2.2) besteht aus zwei Halbkammern aus Teflon, diejeweils
ein Volumen von 3 ml Elektrolytldsung aufnehmen kénnen. Die Aussenseiten der Halbkam-
mern werden durch Plexiglasscheiben abgeschlossen, die mittels Parafilm (American National
Can™) und je eines Teflon-Klemmrings gegen das A ustreten von Flussigkeit abgedichtet sind.
Zwischen den beiden Kammern befindet sich eine 50 mm dicke Teflonfolie (Dielectric Corpo-
ration). Diese wird mit einer Nadel mittig perforiert und das Loch mittels einer Funkenstrecke
aufgeweitet und abgerundet. Die Dichtigkeit zwischen den Halbkammern und der Folie wird
durch Silikonfett hergestellt.

Der gesamte Aufbau wird in einem Edelstahlrohr festgeklemmt. Sowohl im Edelstahlrohr als
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Abb. 2.2 Querschnitt durch die Bilayer-Messkammer. HK: Halbkammer, F: Fenster, K: Klemmring, Tf:: Te-
flonfolie. Nach Hinnah (1999), verandert.

auch in den Halbkammern befinden sich Offnungen fiir die Elektroden und den Zugang zum
Austausch der Messel ektrolyten. Unterhalb der Messkammer ist ein Magnetrihrer angebracht,
welcher es ermdglicht, die Messldsungen in den Halbkammern mittels kleiner Magnetruhrstab-
chen zu durchmischen

Zur optischen Kontrolle kann das Loch in der Teflonfolie bzw. der “Bilayer” durch ein Binoku-
lar (MHS-10) in 100-facher Vergrolierung betrachtet werden

Als Perfusionsapparatur dienen zwei 50 ml Kunststoffspritzen, die jewells Uber Silikonschlau-
che mit zwei Glasréhrchen verbunden sind, welche in die Messkammer getaucht werden kon-
nen. Eine der Spritzen dient der Zufuhr von neuer Messldsung, die andere zum gleichzeitigen

Absaugen der alten LGsung.

Elektrische Komponenten

Der elektrische Kontakt zwischen dem Messverstarker (s.u.) bzw. der Gerdtemasse und den
Messpuffern geschieht Uber Silberelektroden, die elektrolytisch mit einer Silberchlorid-Schicht
versehen werden. Die Elektroden sitzen in Glaskapillaren, in denen sich mit 1.5 % Agarose ver-
dickte KCI-L6sung (2M) befindet. Die Elektrode der cis-Kammer wurde auf Massepotential
gelegt und die der trans-Kammer mit dem Eingang des Messverstarkers verbunden.

Zur Strom-Spannungswandiung und Verstéarkung der Messsignale kam das Gerét Gene Clamp
500 (Axon Instruments) mit einem dazugehorigen Vorverstarker (Messverstérker) zum Einsatz.
Der verwendete Messverstarker hat eine Verstéarkung von 100 mV/pA und ist so modifiziert,

dass der Eingang gegen Masse kurzgeschlossen werden kann (Elektronikwerkstatt,
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FB4 Universitat Osnabriick). Diesist notwendig, daansonsten Spannungsspitzen, die bel Mani-
pulationen an bzw. in der Messkammer (Perfusion, Zugabe von Substanzen) auftreten, zur Zer-

storung des’Bilayers' fuhren.

2.4.2.2 Losungen und Puffer
Lipidlésung

Diefur die Bilayer-Messungen verwendete Lipid-Ldsung wurde aus einer bei —20 °C gelager-
ten Stockldsung von 100 mg/ml Azolektin in einem Gemisch aus Chloroform und Methanol
(1:1) hergestellt.

Dazu wurde das L dsungsmittel mittel sV akuumpumpe abgedampft und dann dastrockene Lipid
in n-Decan (Merck) gel6st (Endkonzentration 75 mg/ml).

Die Losung wurde mit einer Glasspritze (Hamilton) in das Loch des Teflonfilmes eingebracht.

Messpuffer

Die Messpuffer enthielten standardméldig KCl in unterschiedlichen Konzentrationen, sowie 10
mM Mops/Trisfur Puffer mit pH 7. Fur Puffer im sauren Bereich (pH 4-5) wurde als Puffersy-
stem KAc/HACc benutzt, im basischen Bereich (pH 9) kam Bis-Tris-Propan/Tricine zum Ein-
satz.

2.4.2.3 Experimentelle Durchfiihrung

Die Erzeugung des Bilayers geschah nach der “ painting technique” (Mller et al., 1963). Dabei
wird Lipidlésung auf das Loch in der Teflonfolie aufgetragen und dann der Fliissigkeitsspiegel
in einer der Messkammern wiederholt bis unter das L och abgesenkt und wieder angehoben, bis
sich ein planarer Bilayer gebildet hat.

Als anféngliche Messbedingungen enthielt die cis-Kammer anfanglich 250 mM K CI-Puffer und
zusdtzlich 10 mM CaCl, und die trans-Kammer 20 mM KCI-Puffer. Diese asymmetrischen
Messbedingungen sind wichtig, um eine Fusion der Proteoliposomen mit dem Bilayer zu
ermoglichen (Cohen et a., 1980; Niles and Cohen, 1987; Woodbury and Hall, 1988; Cohen et
a., 1989). Das Vorhandensein von Ca?tisteine notwendige Bedingung fur die Anlagerung der
Liposome an den “Bilayer” (Zimmerberg et al., 1980; Niles and Cohen, 1987).

Vor der Zugabe der Proteoliposome wurden diese kurz im Ultraschallbad beschallt, da nur
kleine, unter Spannung stehende Liposome mit dem “Bilayer” fusionieren (Cohen et a., 1980;
Niles and Cohen, 1987).
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Nach erfolgreicher Fusion wurden dann die fir das jeweilige Experiment bendtigten Puffer

durch Perfusion in diecis- bzw. trans-Kammer gebracht.

2.4.3 Patch-Clamp-Technik

Die Patch-Clamp-Technik erlaubt die Messung kleiner transmembranérer 1onenstréme unter
Zuhilfenahme einer Glas-Mikrolektrode. Diese sogenannte Patchpipette, welche mit Elektrolyt-
|6sung ('Intrazelluldre Losung’) gefillt ist, wird vor der Messung auf die Zellmembran aufge-
setzt. Durch Anlegen eines leichten Unterdrucks wird eine Membranstiick (‘patch’) teilweisein
die Pipette eingesaugt. Hierdurch ergibt sich ein extrem hoher Abdichtwiderstand (im Giga-
ohmbereich) gegen die extrazellulére Flissigkeit. Ausgehend hiervon kdnnen mehrere ver-
schiedene Ableitkonfigurationen hergestellt werden. Wird das unter der Pipette befindliche
Membranareal durch einen stérkeren Unterdruck zerstort, so gelangt man in die 'Whole-Cell'
Konfiguration. Es werden dabei |onenstrome tber der gesamten Zellmembran gemessen. Wird
das Membransttick von der Zelle abgezogen (’ Excised-Patch’), so gelangt man in die, Inside-
Out’ Konfiguration, bei der nur Strome durch diesen Membranfleck gemessen werden.

Fur die Herstellung der Patch-Clamp Elektroden fur *Whole-Cell’ -Messungen wurden Kapilla-
ren aus Borosilikatglas (Kimax-51 mit, 1.8 mm auf3erer Durchmesser, 1.5 mm innerer Durch-
messer) von der Firma Kimble Products verwendet. Sie wurden mit einem Pipettenziehgerét
(L/M-3P-A, List Medical) zu einem vorderen Offnungsdurchmesser von 2-3 pm ausgezogen.
Der Pipettenwiderstand betrug, nach Fullen mit intrazellulérer L6sung, ungefahr 2-3 MW. Ana-
log wurden Pipetten fir * Excised-Patch’-Messungen hergestellt; verwendet wurden ebenfalls
Borosilikatglas-Kapillaren (1.5 mm aufRerer Durchmesser, 0.87 mm innerer Durchmesser mit

Innenfilament, Fa. Hilgenberg), der Pipettenwiderstand betrug ca. 30 MW.

2.4.3.1 Messaufbau

Wie bei der Bilayer-Technik befindet sich der Messaufbau fir die Patch-Clamp-Messungen
schwingungsgedampft innerhalb eines Faraday-Ké&figs. Zur Beobachtung der Messobjekte
dient ein invertierendes Mikroskop (Olympus IMT 2). Als Messverstarker bel diesen Messun-
gen wird ein EPC-7 (List Medical) mit zugehdrigem Vorverstérker eingestzt, an dem die
Patchpipette befestigt wurde. Die Verbindung zur Badldsung geschah tiber eine Ag/AgCl-Elek-

trode.
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2.4.3.2 Messpuffer

Die Badlosung enthielt 10 mM MESKOH pH 6.3, 20 mM KCl, 2 mM CaCl,, und 2 mM
MgCl,. Die Pipettenldsung bestand aus 10 mM HEPES/KOH pH 7.2, 120 mM KCl, 2 mM
MgCl,, 10 mM EGTA, 7.5 mM CaCl, (entsprechend einer freien Ca’-K onzentration von 500
pUM) oder, fur Calcium-freie Pipettenlésung, kein CaCl, und 5 mM EGTA. Bei Whole-Cell-
Experimenten enthielt die Pipettenl dsung noch zusétzlich 1 mM ATP.

Beide L6sungen wurden mit Sorbitol auf eine Osmolaritét von 320 mOsmol eingestellt.

2.4.4 Datenauswertung und mathematische Berechnungen

2.4.4.1 Vorzeichenkonventionen

Bilayer-Messungen: Die Spannungen beziehen sich auf dietrans Kammer, das Potential der cis

Kammer wird al's Null angenommen.
Patch-Clamp: Die angegebenen Spannungen beziehen sich auf die Pipette, das Badpotential
wird gleich Null gesetzt..

2.4.4.2 Leitwerte

Fir die Leitwertbestimmung wurde die Stromdifferenz zwischen dem Geschlossen- und den
Offenzustanden des zu untersuchenden Kanals gegen die angelegte Spannung aufgetragen
(I(U)-Diagramm). Setzt man einem linearen Zusammenhang zwischen Strom und Spannung

voraus, so entspricht der Leitwert L der Steigung der Ausgleichsgeraden im 1(U)-Diagramm.

2.4.4.3 Selektivitat

Allelonen-Kanéle zeigen eine mehr oder weniger starke Préferenz fur bestimmte onen-Sorten.
Sie sind grob in Kationen- bzw. Anionen-selektive Kandle einzuteilen. Um einen bestimmten
Kanal einer der beiden Gruppen zuzuordnen, werden Messungen in asymmetrischer Pufferan-
ordnung (unterschiedliche Konzentrationen desselben Salzes auf beiden Seiten der Membran)
durchgefiihrt. Aufgrund der Selektivitét flief3t schon ohne Membranpotential ein Strom, wel-
cher durch Anlegen einer Spannung zu Null gemacht werden kann. Aus dieser Umkehrspan-
nung E,q, kann geschlossen werden, welche Ladungsart bevorzugt geleitet wird und wie grof3
das Verhdtnis der Permeabilitéten ist. Dieses kann - als Funktion von E,q, - aus der
Goldman-Hodgkin-Katz (GHK) Stromgleichung fur eine lonen-Art (Hille, 1992, S. 342) abge-

leitet werden. Im Falle eines Salzes aus je einem einwertigen Kation und Anion (hier z.B. KCl)
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ergibt sich:

) ) Ered
oo o], —[or] o

Par- [Kﬂ@xp?%’g—[ K+]a

(mit F : Faraday-Konstante, R : Gaskonstante; T : absolute Temperatur; die Indizes i und a
beziehen sich auf die Innen bzw. Aul¥enseite der Membran. Im Bilayer-System steht , innen’ fur
dietrans-Seite).

2.4.4.4 Offenwahrscheinlichkeit

Das Schalten von lonenkanden zwischen dem Geschlossen- und den Offenzustanden ist mit
einer Konformationsdnderung verbunden, der Kana kann also mehrere stabile Zustande ein-
nehmen. Die Wahrscheinlichkeit, dass sich der Kanal in einem dieser Zusténde befindet, |&sst
sich durch die Boltzmann-Gleichung beschreiben, da K onformationsdnderungen aufgrund ther-
mischer Energie stattfinden. Im einfachen Fall nur eines Offenzustands ergibt sich fir die Wahr-

scheinlichkeit des Offen- und des Geschl ossen-Zustands folgender Zusamenhang:

Pa 2 Eauf — Ezut')

P, P& kT o

(mit Py, Py, @ Wahrscheinlichkeit der Zustande, By, E,, : Energie der Zustande, k: Boltz-
mannkonstante, T: abs. Temperatur)

Die Offenwahrscheinlichkeit hangt also nicht nur von der Temperatur, sondern auch von der
Energiedifferenz der Zustéande ab. Aus diesem Grund ist sie oft durch das angelegte Membran-
potential beeinflussbar.

Um die Abhangigkeit der Offenwahrscheinlichkeit von der angelegten Membranspannung zu
bestimmen, wurde folgendermalen vorgegangen:

Ausgehend vom Haltepotential 0 mV wurde die Membran de- oder hyperpolarisiert und der
fliefende Strom aufgezeichnet. Die Offenwahrscheinlichkeit (fir die angelegte Spannung)
ergibt sich dann aus dem Verhdtnis von mittlerem zu maximalem Strom. Fur die Berechnung
des mittleren Stromes wurden die ersten 20 bis 30 s der Stromaufzeichnung verworfen, dain

dieser Zeit das Gleichgewicht noch nicht einstellt ist.
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Danach wurde wieder ein Haltepotential von 0 mV angelegt und bis zur ndchsten Spannungs-

anderung 30 bis 60 s gewartet, um eine Gleichgewichtseinstellung zu erreichen.

2.4.45 Bestimmung der Porengrol3e

Zur Bestimmung der Porengréf3e von lonenkanalen wurden Leitwertmessungen in Gegenwart
von Nichtelektrolyten durchgeftihrt. Die Methode basiert auf Untersuchungen von Krasilnikov
et al. (1992) und beruht auf dem folgenden Prinzip:

Wird einer Elektrolytldsung ein Nichtelektrolyt zugesetzt, so verringert sich dessen Leitfahig-
keit, dadie Mobilitét der lonen eingeschrankt wird. Die Verminderung der elektrischen Leitf&
higkeit ist abhangig von der Konzentration (w/w) des Nichtelektrolyten aber unabhangig von
dessen Grof3e.

Allerdings wird der Leitwert des Kanals vom hydrodynamische Radius des Nichtelektrolyten
beeinflusst: Ist dieser geringer als der Porenradius, so kann er ungehindert in die Pore gelangen
und die Leitfahigkeiten der Elektrolyte innerhalb und aul3erhalb der Pore stimmen Gberein. Mit
zunehmender Grof3e des Nichtel ektrolyten nimmt die Reibung zwischen diesen Mol ekilen und
der Porenwand zu und es gelangt immer weniger Nichtelektrolyt in die Pore. Im Grenzfall
(Konzentration des Nichtelektrolyten in der Pore ist gleich Null) ndhert sich die Leitféhigkeit
der Lésung in der Pore dem einer L 6sung ohne Nichtelektrolyt an. Der Porenradius des Kanals
entspricht also dem degjenigen Nichtelektrolyten, der den Leitwert des Kanals gerade nicht
mehr beeinflusst.

Tabelle2.2 Hydrodynamische Radien der PEGs (entnommen aus Krasilnikov et al.
(1992), Wert fur PEG 8000 extrapoliert) und entsprechende L eitfahigkeiten
der verwendeten Puffer

Hydrodyn. Radius/Angstrom | Leitfahigkeit des Puffers/ mS
100 mM KCl - 106
PEG 300 6+0.02 59
PEG 400 7+0.03 59
PEG 1000 94+:03 58
PEG 1500 105+0.1 58
PEG 2000 122+0.1 58
PEG 3000 144+04 58
PEG 4000 19.2+0.3 58
PEG 6000 25.0+0.3 58
PEG 8000 31 58
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Als Nichtelektrolyte wurden im Rahmen dieser Arbeit Polyethylenglycole (PEGs) verwendet,
da ihre Struktur anndhernd kugelférmig ist. Der Messpuffer enthielt 100 mM KCI, 10 mM
Mops/TrispH 7.0 und 20 % (w/w) des entsprechenden PEGs (Tabelle 2.2). Die elektrische L eit-
fahigkeit wurde mit einem Knick Digital-K onduktometer gemessen.

Zur GrofRenbestimmung der Pore wurde dann der Einzelkanalleitwert (bezogen auf den Leit-
wert in Nichtelektrolyt-freier Losung) gegen den hydrodynamischen Radius des PEGs aufge-
tragen. Aus des sich ergebenden Séttigungskurve 1813t sich die Grél3e der Pore bestimmen, bei
einer nicht-zylinderférmigen Pore lassen sich minimaler und maximaler Porenradius ermitteln.
Der maximale Porenradius entspricht dem Radius des PEGs, mit welchem (innerhalb der Fehr-
lerbreite des maximal gemessenen Leitwerts) die Sattigung beginnt, der minimale Radius ent-
spricht dem Radius des PEGs, bei welchem die Anderung des L eitwerts beginnt (Krasilnikov et
al. 1998, Smart et al., 1997).

2.4.4.6 Spannungsrampen

Der Begriff "Spannungsrampe” bezeichnet eine kontinuierliche Veranderung der Spannung
Uber den Bilayer oder den Membranfleck. Im Allgemeinen wurden Spannungsrampen von 10-
15 s Dauer angelegt.

Bei den Bilayer-Messungen entstehen hierbei nicht zu vernachldssigende Offsetstréme im
Bereich einiger pA, bedingt durch dierelativ grol3e Kapazitét des Bilayers (etwa 200 pF). Diese

wurden bei der Auswertung nachtréglich berticksichtigt.

2.4.4.7 Spannungssprung-Protokolle

Spannungsprotokolle, bei denen das Membranpotential stufenweise geandert wurde, wurden
bei den Whole-Cell Patch-Clamp Experimenten verwendet. Nach Erreichen der Whole-Cell-
Konfiguration wurden hierzu Spannungsspriinge von ein bis vier s Dauer angelegt, wobei die
Spannung stufenweise um 20 mV erhdht bzw. erniedrigt wurde.

Ausgehend von positiven Haltepotentialen (+30 bis +50 mV) wurde die Zellmembran bis zu
einem Potential von—110 mV hyperpolarisiert; von negativen Haltepotentialen aus (-50 bis—-30
mV) wurde sie bis zu einer Membranspannung von +80 mV depolarisiert. Hohere positive
Spannungen als 80 mV flhrten zur Destabilisierung des Seals.

Nach jeder einzelnen De- oder Hyperpolarisation erfolgt eine Pause von zwei bis vier Sekun-

den.
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2.4.5 Peptide

245.1 Troe33

Das Peptid Troe33 wurde uns freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Prof. Soll, Univer-
sitét Kiel, zur Verfligung gestellt. Es handelt sich dabei um das Transitpeptid eines 33 kDagro-
fen Bestandteils des Oxygen Evolving Complex, der an der inneren  Seite der
Thylakoidmembran mit dem Reaktionszentrum des Photosystem |l assoziiert ist (Hashimoto et
al., 1997). Troe33 stellt ein zweigeteiltes Transitpeptid dar; es besteht aus einer C-terminalen
Thylakoidzielsequenz (AS 44-81) und einer N-terminalen Stromazielsequenz (AS 1-43). Letz-
tereist der relevante Bereich fur diein dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente. Die Stroma-
zielsequenzistinihrer Zusammensetzung typisch: auf einen N-terminalen ungeladenen Bereich
folgt eine positiv geladene Region; weiterhin enthélt sie 18 % hydroxylierte Aminosiuren.
Troe33 umfasst 81 Aminosauren und trégt 3.92 positive Ladungen bel pH 7.0.

EswurdeinE. coli exprimiert und gereinigt und lag in einer Konzentration von ca. 2 mg/ml in
100 mM NaCl, 50 mM Imidazol, 8M Ureaund 20 mM Tris/HCI pH 8.6 vor.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung eines putativen Chloroplasten-
Kaliumkanals

In der NCBI/GeneBank befindet sich eine cDNA-Sequenz (Accession Number Z83202) von
Arabidopsis thaliana, die fUr ein Protein mit der Lange von 662 AS codiert. In Tabelle 3.1 sind
die wichtigsten Eigenschaften des abgel eiteten Proteins zusammengefasst.

Tabelle3.1 Allgemeine Eigenschaften (links) und Aminosdurezusammensetzung (rechts)
des vermuteten Chloroplasten-Kaliumkanals

Lénge (AS) 662 Aminosauren | Anzahl | Haufig-
Molekularge- 75.6 keit (%)
wicht (kDa) Geladen 189 28.6
|soelektrischer | 7.4 (RKHYCDE)
Punkt (pH) Sauer (DE) 75 11.3
Ladung bei pH | 1.14 Basisch (KR) | 75 11.3
7.0 Polar 159 24
(NCQSTY)
Hydrophob 263 39.8
(AILFWV)

Ein BLAST-Vergleich mit bekannten Proteinsequenzen aus der PROSITE-Datenbank (Alt-
schul et al. 1997) zeigte Ahnlichkeiten zu dem Drosophila-Kaliumkanal Eag und zu zyklisch-
Nukleotid-gesteuerten olfaktorischen Kationenkanadlen aus Kuh und Ratte. Weiterhin bestehen
Ahnlichkeiten zu pflanzlichen Kaliumkanalen (Abb. 3.1).

3.1.1 Primarstruktur und Sekundarstrukturvorhersage

Der Bereich von AS 279-298 zeigt grofte Ahnlichkeit zu den P-Regionen von Kaliumkanalen
und enthdt das hierfir charakteristische konservierte AS-Sequenzmotiv TVGY GG (Hegin-
botham et al., 1994; Doyle et al., 1998). Eine Hydropathieanalyse (Abb. 3.2) zeigte sechs

hydrophobe Bereiche, die wahrscheinlich transmembrane Helices darstellen. Das Hydropathie-
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As
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Abb. 3.1  Schematischer AS-Sequenzvergleich des putativen Chloroplasten-Kaliumkanals (K_Chloro) mit
bekannten Kaliumkandlen (AKT1, KAT1 : Kaliumkandle von Arabidopsis thaliana, Eag: Droso-
phila-Kaliumkanal, CNG2_BOV, CNG2_RAT : zyklisch-Nukleotid-gesteuerte Kationenkanéle
aus Kuh und Ratte). Die Késten stellen Bereiche hoher Sequenzahnlichkeit dar.

profil dhnelt somit stark dem bisher beschriebener Kaliumkanédle von A. thaliana (Aktl und
Katl, Sentenac et al. 1992, Anderson et al. 1992) und den Kandlen des Shaker-Typs von Dro-
sophila melanogaster.

Am N-Terminus befindet sich eine 52 AS lange Signalsequenz, die auf eine chloroplastidére
Lokalisation des Proteins schlief3en 143t (Emanuelsson et al. 2000, Nielsen et al., 1997). Wei-
terhin existiert am C-Terminus ein Bindemotiv fur zyklische Nukleotide (AS 406-AS 519), wel-
ches sowohl in den zyklisch-Nukleotid-gesteuerten Kandlen a's auch in den Kaliumkanéen der
Akt- und Kat-Familie zu finden ist.

Aufgrund dieser Befunde handelt es sich bei dem beschriebenen, aus der cDNA abgeleiteten
Protein wahrscheinlich um einen Chloroplasten-Kaliumkanal. In elektrophysiol ogischen Expe-
rimenten im Rahmen dieser Arbeit (3.4) sowie in vorangegangenen elektrophysiologischen
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Abb. 3.2  Hydropathieprofil des putativen Chloroplasten-Kaliumkanals, erstellt nach der Methode von Kyte
und Doolittle (1982). Fir die Berechnungen wurde ein Fenster von 11 AS verwendet. Die wahr-
scheinlichen transmembranen Helices (M1-M6) sowie die Porenregion (P) und die Bindestelle fur
zyklische Nucleotide (cNMP) sind markiert.
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Messungen an isolierten Chloroplasten-Hullmembranen konnte ein Kaliumkanal nachgewiesen
werden, der sich wahrscheinlich in der inneren Hillmembran befindet (Heiber et al., 1995; Mi
et al. 1994).

3.1.2 Expression in sf21-Insektenzellen

Zur néheren Charakterisierung des putativen Chloroplasten-Kaliumkanals sollte das Gen in
Insektenzellen heterolog exprimiert werden. Die entsprechende cDNA wurde uns freundlicher-
weise von Andreas Weber, AG Prof. Fliigge, Universitat Koln, zur Verfigung gestellt. Klonie-
rungen in den Baculovirus-Transfervektor wurden im dortigen Labor durchgefuhrt.

Dabei wurde die cDNA, ohne den fir die Signal sequenz codierenden Bereich, in pFastbac HTa
eingesetzt (EcoRlI, Xbal), woraus sich eine N-terminale Fusion von sechs Histidinen mit dem
Genprodukt ergab.

Mittels des so klonierten Transfervektors wurden rekombinante Bacul oviren hergestel It und zur
Infektion von Insektenzellen eingesetzt (2.3.13.2).

48-72 Stunden nach Infektion konnte in der Membranfraktion infizierter Zellen mittels SDS-
PAGE (2.3.16) ein Uberexprimiertes Protein der erwarteten Grof3e von 70 kDA nachgewiesen
werden, welches in Kontroll-infizierten Zellen, die GFP (Green flourescent protein) heterolog

exprimierten, nicht vorhanden war (Abb. 3.3).

Kba 1 2 3

78 |
66
1

43 : Abb. 3.3  Expression des putativen Chloroplasten-Kaliumkanals in Baculovi-
e
p == | rus-infizierten Insektenzellen und Analyse mittels SDS-PAGE. Es
._..H wurde jeweils die Membranfraktion geernteter Zellen (48-72 h p.i)
—— e

30 P aufgetragen. Spur 1: Molekulargewichtsmarker, Spur 2: Putativer
)

Chloroplasten-Kaliumkanal, Spur 3: Expression von GFP in Sf21-
Insektenzellen (Kontrollspur)

3.1.2.1 Patch-Clamp-Messungen

Um die Funktion des putativen Chloroplasten-Kaliumkanals aufzukl&ren, wurden Sf21-1nsek-
tenzellen 48-72 h nach der Infektion mit rekombinanten Baculoviren mittels der Patch-Clamp-

Technik (2.4.3) untersucht. Hierzu wurden zunéchst Messungen in der *Whole-Cell’ -K onfigu-
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ration durchgeftihrt, wobei standardmaliig Calcium-haltige Bad- und Calcium-freie Pipettenl 6-
sung verwendet wurde.

Durch de- oder hyperpolarisierende Spannungssprtinge tber die Zellmembran (2.4.4.7) konnten
keine spannungsaktivierbaren Strome gemessen werden. Cytosolisches Calcium kann ein not-
wendiger Faktor bei der Aktivierung von Kaliumkanélen sein (Breitwieser, 1996; Czempinski
etal., 1997). Deshalb wurden ebenfalls Messungen mit Calcium-haltiger Pipettenl 6sung durch-
gefuhrt, diese fihrten aber ebenfalls zu keinem positiven Befund.

Da der putative Chloroplasten-Kaliumkanal ein Bindemotiv fur zyklische Nucleotide besitzt,
wurden 'Whole-Cell’ -Messungen (wie oben beschrieben) mit je 100 uM cAMP und cGMP in
der Pipettenldsung durchgefihrt. Hierdurch sollte eine eventuelle Aktivierung des Kanalsdurch
diese Substanzklasse Uberprift werden. Es zeigte sich aber, dass auch unter diesen Messbedin-

gungen keine spezifisch induzierten Strome durch die Zellmembran zu registrieren waren.

Messungen in der 'Excised-Patch’-Konfiguration

Bel den Messungen in der *Whole-Cell’-Konfiguration konnten aus Stabilitétsgrinden nur
Spannungen von —110 bis +80 mV an die Membran angelegt werden. Kandle, die erst bei hohe-
ren Membranspannungen aktivieren, sind somit nicht nachweisbar. Aus diesem Grund wurden
weitere Messungen in der ' Excised-Patch’ -Konfiguration durchgefihrt, bei der es moglich ist,
Einzelkanalmessungen bel Membranspannungen von -150 mV bis +150 mV durchzufihren.
Hierbei wurde standardméldig Calcium-freie Bad- und Pipettenl sung verwendet. Messungen
an’Excised-Patches’ der Zellmembran zeigten bei positiven oder negativen Membranspannun-
gen keine Kanalaktivitét. Eine Perfusion des Membranflecks mit Badlsung, die zusétzlich je
100 uM cAMP und cGMP enthielt, zeigte bei gleichen Bedingungen keine Anderung.

Weiterhin wurden Messungen mit Calcium-haltigen Puffern in Bad und Pipette durchgefiihrt.
Bei diesen Messbedingungen werden spannungsaktivierbare Kanél e sichtbar, die aber endogen
von den Insektenzellen produziert werden, da sie auch an nicht infizierten Zellen gemessen wer-
den konnten (Daten nicht gezeigt). In den infizierten Insektenzellen zeigten sich alerdings auch
bei Verwendung von Calcium-haltigen Puffern keine deutlich andere Kanalaktivitdt in den
"Excised-Patches’. Auch durch Perfusion des Patches mit cNMP-haltiger Badlésung (s. 0.)

konnten keine weiteren Kandle gedffnet werden.

3.1.2.2 Solubilisierung und Reinigung

Fir eine weitere biochemische Charakterisierung des putativen Chloroplasten-Kaliumkanals

sollte dasin den Insektenzel len exprimierte Protein gereinigt werden. Hierzu wurde das Protein
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nach (2.3.14) solubilisiert, wobei a's Detergens Dodecylmatosid verwendet wurde. Das Solubi-
lisat wurde dann nach (2.3.15) einer His-tag-Affinitétschromatographie unterworfen. Es zeigte
sich, dal3 nur ein sehr geringer Teil des solubilisierten Proteins (ca. 1 %) an die Ni-chelatierende
Agarose band. Aufgrund dieser sehr geringen Ausbeute der Proteinreinigung wurde auf weitere

Experimente mit dem solubilisierten Protein verzichtet.

3.2 Charakterisierung eines putativen Synechocystis-Kali-
umkanals

Nach Sequenzvergleich auf Aminosdureebene mit bekannten Kaliumkanal sequenzen konnteim
Genom von Synechocystis sp. PCC6803 ein offenes Leseraster (s110993) identifiziert werden,
welches potentiell fUr einen Kaliumkanal codiert. Ein BLAST-Vergleich der abgeleiteten Ami-
nosauresequenz mit bekannten Proteinsequenzen aus der PROSITE-Datenbank (Altschul et al.
1997) zeigte Ahnlichkeiten zu einem Kaliumkanal von E. coli und zu zwei angenommenen
Kaliumkandlen von Methanococcus jannaschii. Weitehin bestehen Sequenzahnlichkeiten zu

dem Kaliumkanal KcsA von Streptomyces lividans (Abb. 3.4).

As
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Abb. 3.4  Schematischer AS-Sequenzvergleich des putativen Synechocystis-Kaliumkanals (K_Syn) mit be-
kannten oder vermuteten Kaliumkandlen (KCH: E. coli-Kaliumkanal, KcsA: Kaliumkanal von
Streptomyces lividanss MET1, MET2 : potentielle Kaliumkandle von Methanococcus jannaschii
Y13B_METJA und YD57_METJA). Die Kasten stellen Bereiche hoher Sequenzéhnlichkeit dar.

3.2.1 Primarstruktur und Sekundarstrukturvorhersage

In Tabelle 3.2 sind die wichtigsten Eigenschaften des abgel eiteten Proteins zusammengefasst.

Es besteht aus 365 Aminosauren und besitzt im Aminosdurebereich 54 bis 75 eine starke
Sequenzahnlichkeit (ca. 75 % ahnliche AS) zu Porenregionen pro- und eukaryontischer Kali-
umkandle. Dasfir P-Regionen charakteristische AS-Sequenzmotiv TVGY GD ist mit zwel kon-
servierten AS-Austauschen zu TV GFGE darin vorhanden. Der Porenbereich wird flankiert von
zwei sehr hydrophoben Sequenzabschnitten, die wahrscheinlich einea-helikale Sekundérstruk-
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Tabelle3.2 Allgemeine Eigenschaften (links) und Aminosdurezusammensetzung (rechts)
des vermuteten Synechocystis-Kaliumkanals

Lénge (AS) 365 Aminosauren | Anzahl | Haufig-
Molekularge- 40.5 keit (%)
wicht (kDa) Geladen 100 27.4
Isoelektrischer | 7.13 (RKHY CDE)
Punkt (pH) Sauer (DE) 39 10.7
Ladung bei pH | 0.2 Basisch (KR) | 39 10.7
7.0 Polar 83 22.8
(NCQSTY)
Hydrophob 154 42.2
(AILFWV)

tur einnehmen (Hofmann und Stoffel, 1993) (Abb. 3.5). Hiermit &hnelt 5110993 in seiner Struk-
turvorhersage der Sekundéarstruktur von KcsA (Doyleet al. 1998), wenngleich er einen langeren
C-Terminus besitzt. Aufgrund dieses Merkmals besteht eine Ahnlichkeit zu eukaryontischen
einwarts-gleichrichtenden Kaliumkanalen der Kir-Familie (Jan und Jan, 1997).

3.2.2 Klonierung von sll0993

Aus genomischer DNA von Synechocystis wurde unter Verwendung der Primer HL 375 und HL
376 mittels PCR (2.3.6) ein 1159 bp langes DNA-Stiick amplifiziert. Die Annealing-Tempera-
tur betrug 64 °C. Das PCR-Produkt tragt, durch die Primer vorgegeben, am 5 -Ende eine Ndel
und am 3'-Ende eine BamHI-Schnittstelle. Die DNA wurde aus dem Gel extrahiert (2.3.9) und
in pUC-18 subkloniert (2.3.11.7). Ausgehend von diesem Shuttle-Vektor erfolgten dann Klo-
nierungen in die Vektoren zur Expressionin E. coli und Sf21-Insektenzellen (Abb. 3.6), wieim
folgenden beschrieben. Diefertigen Expressionsvektoren wurden nach (2.3.12) sequenziert (ca.

800bp von beiden Enden des Inserts aus), um ihre Identitét zu Uberprifen.

3.2.2.1 Klonierung in den pET-Vektor und Expression in E. coli

Die cDNA wurde mit Ndel und EcoRI aus pUC18 ausgeschnitten (2.3.11.1), wobel die Uber-
héngenden Enden der EcoRI-Schnittstelle aufgefllt wurden (2.3.11.4). PET16b wurde
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Ndel/BamHI aufgeschnitten (2.3.11.1), die BamHI-Schnittstelle aufgefillt (2.3.11.4) und das
Insert durch Ligation (2.3.11.5) eingesetzt.

Die Expression in E. coli erfolgte nach (2.3.13.1). Die Zellen wurden 0.5, zwei, vier und 16
Stunden nach Induktion geerntet und das gesamte Zellprotein mittels SDS-PAGE (2.3.16) auf-
getrennt.

Im Vergleich zu nicht-induzierten Zellen war keine Uberexpression desSynechocystis-Proteins
nachzuweisen. Nach Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran (2.3.18) und Inku-
bation mit dem Penta-His-Antikorper (2.3.19), zeigte sich, dassin keiner der untersuchten Zell-
proben ein His-Tag-Protein nachgewiesen werden konnte. Eine daraufhin erfolgte Anderung

der Expressionstemperatur von 37 °C auf 21 °C oder 30 °C zeigte keine V erbesserung.

3.2.2.2 Klonierung in pFastbac und Expression in Insektenzellen

Da die Expression des putativen Synechocystis-Kaiumkanalsin E. coli nicht erfolgreich war,
sollte das Protein in Sf21-Insektenzellen exprimiert werden. Hierzu wurde das Insert mit
BamHI aus dem pUC18-Vektor ausgeschnitten (2.3.11.1) und in den mit BamHI gedffneten
pFastbacl ligiert (2.3.11.5). Das Gen (in seiner richtigen Orientierung) liegt nun downstream
des Polyhedrinpromotors mit der Ndel-Schnittstelle am 5’ -Ende. Der so erstellte V ektor wurde
nun mit Ndel getffnet (2.3.11.1) und eine 6x-His-Tag-Kassette (HL 326/327) eingesetzt
(2.3.11.6). Die Kassette codiert fur 6 Histidine inklusive eines vorangestellten ,RGS' Epitops.
Die Expression des so erstellten 910993/6x-His-Konstruktsin Sf21 Insektenzellen erfolgte nach
(2.3.13.2). Nach 2 Tagen p.i. liefd sich ein Protein mittels SDS-Page nachweisen (2.3.16),

M1 P M2
< +3-
Q
E +2- A
g 41- by o
g ﬁ‘ \‘\ ...... . f{f\ffm
g 17l L
g 2 M v
_3 .
1<|)o 280 300 AS

Abb. 3.5 Hydropathieprofil des putativen Synechocystis-Kaliumkanals, erstellt nach der Methode von Kyte
und Doolittle (1982). Fir die Berechnungen wurde ein Fenster von 11 AS verwendet. Die wahr-
scheinlichen transmembranen Helices (M1, M2) sowie die Porenregion (P) sind markiert.



40 Ergebnisse

PCR-Produkt

puUC-18
/ /
/ | V4
Ndel BamHI Smal
BamHI EcoRlI
Auffillen der Enden Schnitt Smal (blunt)
A
pUC-18/sII0993
pFastbac pET 16b
, / / | //
Ndel BamHI Ndel ‘
BamHI BamHI
BamHI ECORI
Schnitt Ndel/EcoRl, Schnitt Ndel/ BamHI,
Schnitt BamHI Schnitt BamHI Auffillen von EcoRI Auffillen BamHI
/
| 4
pFastbac/sll0993 PET 16b/s110993
Ndel BamHI Ndel
BamHI
Schnitt Ndel
RGS6xHis
[ |

a pFastbac/6xHis/sll0993

-
Ndel BamHI
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Abb. 3.6  Klonierung von sl10993 in die Vektoren zur Expression in E. coli (pET
16b) und in Insektenzellen (pFastbac). Der fir das Protein codierende
Bereich ist grau dargestellt, die RGS6xHis-Kassette schwarz.
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Abb. 3.7  Expression des putativen Synechocystis-Kaliumkanal s sll0993 in
Baculovirus-infizierten Insektenzellen.
A SDS-PAGE. Spur 1: Molekulargewichtsmarker, Spur 2:
Membranfraktion der Insektenzellen 72 h p.i.
B Western-Blot der Membranfraktion der Insektenzellen 72h p.i.
nach SDS-PAGE und Nachweis mit Anti-Penta-His-Antikdrper

welchesim Gel in etwain der erwarteten Hohe von 42 KDA erschien. Nach Transfer auf eine
Nitrozellulosemembran (2.3.18) und immunologischem Nachweis mit dem Anti-Penta-His-
Antikorper (2.3.19) zeigte sich ein stark immunopositives Signal in der Hohe der Bande des

exprimierten Proteins (Abb. 3.7).

3.2.3 Patch-Clamp-Messungen

Um die Funktion des putativen Synechocystis-K aliumkanal s zu untersuchen, wurden, wie schon
unter (3.1.2.1) beschrieben, *Whole-Cell’ -Patch-Clamp Untersuchungen an infizierten Sf21-
Insektenzellen durchgefiihrt.

Durch de- oder hyperpolarisierende Spannungsspriinge Uber die Zellmembran konnten keine
spannungsaktivierten Strome registriert werden. Messungen in der ’ Excised-Patch’-Konfigura-
tion (jeweils mit und ohne Calcium) zeigten ebenfalls keine Kanal aktivitét, die auf das tberex-

primierte Protein zurtickzuf ihren wére.

3.2.4 Reinigung

Da sich die Charakterisierung des in den Insektenzellen exprimierten putativen Kaliumkanals
mittels der Patch-Clamp-Technik als nicht durchfiihrbar erwiesen hat, sollte dasin Insektenzel -
len exprimierte Protein solubilisiert, gereinigt und dann weiter charakterisiert werden.

Es erwies sich, dass von den getesteten Detergentien TritonX-100 die héchste Ausbeute bel der
Solubilisierung zeigte. Nach der Solubilisierung (2.3.14) mit diesem Detergens wurde das Pro-
tein dann nach (2.3.15) mittelseiner His-tag-Affinitatschromatographie gereinigt (Abb. 3.8). Es

zeigte sich, dass ca. nur 10-20 % des solubilisierten Proteins an die Ni-Agarose band und wieder
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b— Abb. 3.8  Reinigung des putativen Synechocystis-Kaliumkanals mittels
e Ni-chelatierender Agarose. Dargstellt ist ein SDS-Polyacryl-
-
—_— amidgel nach Coomassie-Féarbung. Spur 1. Molekularge-
wichtsmarker, Spur 2: Membranfraktion geernteter Zellen (48-
[

72 h p.i) nach Solubilisierung, Spur 3: Elutionsfraktion nach
Reinigung.

eluiert werden konnte. Eine Verlangerung der Bindungsdauer auf 12-16 h zeigte keine Verbes-
serung, was auf eine nicht optimale Zuganglichkeit des His-Tags schlief3en lief3.

Weiterhin wurden nach der Reinigung im Eluat noch Proteine mit geringerem Molekularge-
wicht nachgewiesen (Abb. 3.8, Spur 2). Diese traten, relativ zur Menge des eigentlichen Prote-
ins, je nach Dauer der Proteinreinigung, unterschiedlich stark in Erscheinung. Deswegen
handelt es sich hierbei vermutlich um Abbauprodukte, die trotz eingesetztem Proteasehemmer
auftraten.

Insgesamt konnen aus 6* 107 Zellen (entsprechend dem Inhalt einer 175 cm?-ZelIkulturschal €
ca. 20-40 ug gereinigtes Protein gewonnen werden, was flr eine Rekonstitution in Liposomen

ausreichend war.

3.2.5 Rekonstitution und Bilayer-Messungen

Das nach (3.2.4) gereinigte Protein wurde zundchst in Azolektin-Liposomen rekonstituiert
(2.3.20) und dann mittels der Bilayer-Methode (2.4.2) weiter untersucht.

Bei Messungen mit der Puffer-Standardkonfiguration (250 mM KCI cig 20 mM KCI trans)
konnten keine Fusionen von Proteoliposomen mit der kiinstlichen Lipiddoppel schicht erzeugt
werden, welche zur Inkorporation von Kanalproteinen in den Bilayer gefuhrt hétte. Eine Ver-
anderung des K Cl-Gradienten tber die Bilayer-Membran (1 M KCl zu 20 mM KCl) fuihrte nicht
zu Fusionen.

Dader bisher mit der Bilayer-Methode charakterisierte bakterielle Kaliumkanal eine pH-abhan-
gige Offenwahrscheinlichkeit besitzt (Cuello et al. 1998; Meuser, 2000) und letztere fir Fusio-
nen der Proteoliposomen mit dem Bilayer wichtig ist, wurden die Experimente bei pH 9 und pH

4 wiederholt. Dieses fuhrte ebenfalls nicht zu einer Inkorporation von Kanden in den Bilayer.
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3.3 Charakterisierung von Tic110

Die nachfolgenden Ergebnisse beziehen sich auf das Protein aus Pisum sativum. Es besteht aus
996 AS, wobei dieersten 37 AS eine Zielsequenz fUr den Import in den Chloroplasten darstellen
(LUbeck et al. 1996) . In Tabelle 3.3 sind die wichtigsten Eigenschaften des Proteins zusammen-
gefasst.

Tabelle3.3 Allgemeine Eigenschaften (links) und Aminosaurezusammensetzung

(rechts) von Tic110
Lange (AS) 996 Aminosduren | Anzahl | Haufig-
Molekularge- 110 keit (%)
wicht (kDa) Geladen 333 334
|soelektrischer | 5.99 (RKHYCDE)
Punkt (pH) Sauer (DE) 148 14.9
Ladung bel pH | -8.1 Basisch (KR) | 139 14
7.0 Polar 225 22.6
(NCQSTY)
Hydrophob 362 36.4
(AILFWV)

Ein BLAST-Vergleich (Altschul et al. 1997) mit bekannten PROSI TE-Protei nsequenzen ergab
keinerlel Sequenzahnlichkeiten von Tic110 mit anderen Proteinen, diean der Translokation von
Proteinen (z.B. Uber die Hullmembranen von Mitochondrien, tiber die ER-Membran oder die

auliere Chloroplasten-Hullmembran) beteiligt sind.

3.3.1 Angenommene Sekundarstruktur

Tic110 zeigt im Hydropathieplot viele kiirzere hydrophobe und hydrophile Bereiche (Daten
nicht gezeigt). Auffalligist sein hoher Anteil an geladenen Aminosiuren (33.4 %). Der Bereich
von AS 70 bis AS 140 zeigt eine ausreichende Hydrophobizitdt, um transmembrane Segmente
darzustellen. Aus diesem Grund wurde fir die Sekundarstruktur des Proteins ein N-terminaler
Membrananker aus einer oder zwei a-Helices mit einem darauf folgendem freien C-Terminus
prognostiziert (Kessler und Blobel 1996, L ibeck et al. 1996). Andere Sekundérstrukturvoher-
sagemodelle (Gilbert, 1992) errechnen fur Tic110 nur einen geringen a- helicalen Antell (ca
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Abb. 3.9 Links: CD-Spektrum des rekombinanten Tic110 (in 50 mM KH,PO,/K-HPO, pH 7, 1 % Mega-9).
Rechts: Analyse des Spektrums auf den relativen Gehalt an verschiedenen Sekundéarstrukturen. Die
Analyse wurde mittels eines neuronalen Netzwerks anhand bekannter Proteinstrukturen und deren
CD-Spektren durchgefihrt (Andrade et al, 1993; Dalmas et al. 1994).

12%), aber Uber 80% b-Faltblatter in der Sekundéarstruktur.
CD-Spektren (durchgefiihrt von Prof. R. Wagner) deuten ebenfalls auf einen hohen Anteil von
b-Faltbléttern (>50 % antiparallele) in der Sekundarstruktur hin (Abb. 3.9).

3.3.2 Expression und Reinigung

Alle diesbeziiglichen Arbeiten wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. J. Soll, Universitét Kiel,
durchgefihrt.

Tic110 wurde in E. coli als His-Tag-Fusionsprotein exprimiert und mittels Nickel-Affinitéts-
chromatographie gereinigt. Das gereinigte Protein zeigte im SDS-Gel dieselbe elektrophoreti-
sche Beweglichkeit wie das native Protein der inneren Hillmembran. Beide Proteine reagierten
in einer Immunoblot-Analyse mit Tic110-spezifischen Antikdrpern (Daten nicht gezeigt).

Das Protein wurde uns, gel6st in Puffer (20 mM Tris/HCI pH 8, 100 mM NaCl, 100 mM Imi-
dazol, 8 M Urea) fir die nachfolgenden Experimente zur Verfligung gestellt. Die Rekonstitution
in Liposome geschah nach (2.3.21.2).

3.3.3 Elektrophysiologische Charakterisierung des rekombinanten
Ticl10

Hierzu wurde die Bilayer-Technik, wie unter 2.4.2 beschrieben, angewendet. Die dabel verwen-
deten Messpuffer (2.4.2.2) hatten einen pH von 7.0.
Die Bestimmung der Offenwahrscheinlichkeit und des Porendurchmessers wurden von Roland

Hemmler in dieser Arbeitsgruppe durchgefihrt.
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Abb. 3.10 Beispielspuren des Stromes durch mehrere Kopien von Tic110 nach Spannungsspriingen auf ver-
schiedene Membranpotential e (Pufferbedingungen: 250 mM KCI symmetrisch).

Nach Fusion der Tic110 enthaltenden Proteoliposome mit der kinstlichen Lipiddoppel schicht
konnte Kanalaktivitét festgestellt werden. Das Schaltverhalten der Kanéle bei symmetrischen
Pufferbedingungen (250 mM KCl) ist in Abb. 3.10 dargestellt. Nach Spannungsspriingen auf
hohe positive oder negative Haltepotentiale erfolgte ein schnelles Schlief3en von Kanédlen, mit
anschlieffender Gleichgewichtseinstellung. Bei kleineren Membranspannungen war der Kanal
fast immer offen. Generell schaltete der Kanal relativ selten, ein schnelles Flickern war fast nie

zu beobachten.

3.3.3.1 Leitwert und Selektivitat

In Abb. 3.11 (links) ist das Strom-Spannungs-Diagramm der Einzelkanalstrome dargestellt
(Messbedingungen 250 mM KCl symmetrisch). Es trat ein Hauptleitwert von 446 +/- 9pS auf.
Selten wurden noch Unterleitwerte beobachtet, die aber nicht ndher charakterisiert wurden.
Aufgrund der hohen Offenwahrscheinlichkeit bei kleinen Membranpotentialen konnte die
Selektivitat mittels Spannungsrampen bei unsymmetrischer Salzkonzentration bestimmt wer-
den (Abb. 3.11 rechts). Der Kanal besitzt ein Umkehrpotential von 44 +/- 1.6 mV ( n=12), das
Protein ist somit deutlich selektiv fir Kationen. Das Permeabilitétsverhdtnis von Kalium- zu
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Abb. 3.11 Links: Strom-Spannungs-Diagramm von Tic110 bei symmetrischen Pufferbedingungen (250 mM

KCI). Aufgetragen sind die Einzelkanalstrome von vier Messungen. Der Kanal besitzt einen Leit-
wert von 446 +/- 9 pS.

Rechts: Selektivitét von Tic110

Dargestellt ist eine Spannungsrampe durch mehrere Kopien des Kanals unter asymmetrischen Puf-
ferbedingungen (250 mM KCl cis, 20 mM KCI trans). Der Kanal ist selektiv fir Kationen (E,e, = 44
mV.

Chloridionen ergibt sich nach (2.4.4.3) zu P/Pg = 9.6

3.3.3.2 Offenwahrscheinlichkeit

Die Offenwahrscheinlichkeit wurde nach (2.4.4.4) ermittelt und ist in Abb. 3.12 dargestellt. Als
Messpuffer wurde 250 mM KCl symmetrisch verwendet. Der Kanal hat bei einer Membran-

spannung von 0 mV seine hochste Offenwahrscheinlichkeit, die etwa bei 1 liegt. Zu héheren

positiven und negativen Spannungen fallt sie ab und betragt bei +/- 130 mV fast Null.

Poffen

0,6

Abb. 3.12 Offenwahrscheinlichkeit des
durch Tic110 gebildeten Kanalsin
Abhéangigkeit von der Membran-

= spannung. Die Daten stammen aus

vier unabhéngigen Messungen mit

-100 -50 0 50 100 150

jeweilsmehreren Kandlen (> 5) im

u/mv Bilayer.
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3.3.3.3 Porendurchmesser

Der Porendurchmesser wurde durch Leitwertmessungen in Gegenwart von Nichtelektrolyten
(2.4.4.5) bestimmt. Fir den kleinsten Porenradius (beginnender Effekt der PEGS) ergab sich ein
Wert von ca. 7.5 Angstrom, der grofdte Porenradius (Séttigung) betrégt ungefdhr 17 Angstrom.

3.3.3.4 Einfluss von Troe33 auf Tic110

Bei den Versuchen zum Effekt des Transitpeptids Troe33(2.4.5.1) wurden bezlglich der Puffer
asymmetrische Messbedingungen (250 mM KCI cis/ 20 mM KCI trans) gewahlt. Das Peptid
wurde auf der trans-(Niedrigsalz-)Seite zugegeben.

Troe33 ruft einen spannungsabhéngigen Block der Tic110-Kandle hervor (Abb. 3.14 links). Bel
hoheren positiven Spannungen (entsprechend einer Triebkraft fir das positiv geladene Peptid
von trans nach cis) zeigte sich, im Vergleich zur Kontrolle, eine Verringerung des Gesamtstro-
mes durch die Kandle (n=5). Diese setzte schon bei einer Troe33-Konzentration von 130 nM
ein und stieg bel steigenden Peptidkonzentrationen noch weiter an. In Abb. 3.14 (rechts) ist der
Effekt nochmals graphisch dargestellt. Aufgetragen ist die Differenz zwischen dem mittleren
Gesamtstrom mit und ohne Peptid, bezogen auf den mittleren Strom der Kontrollspannungs-
rampe (jeweils im Spannungsbereich 90-110 mV).

Der durch Troe33 verursachte Block &ul3erte sich in einer Verringerung der Offenwahrschein-
lichkeit des Kanals mit verstérktem Auftreten von Schaltereignissen. Dieses entspricht einem
mittelschnellem Block (siehe Hille 1992, s. 393). Nach Beendigung der Applikation der Span-

nungsrampe waren die Kand e wieder vollstandig gedffnet (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.14 Links Effekt von Troe33 auf Tic110.
Dargestellt sind Spannungsrampen unter asymmetrischen Pufferbedingungen (250 mM KCI cis, 20
mM KCI trans). Schwarz: Kontrolle; Blau: 130 nM Troe33trans; Rot: 650 nM Troe33 trans
Rechts Stérke der Stromreduktion durch Troe33 nach Applikation von Spannungsrampen.
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3.4 Elektrophysiologische Charakterisierung der inneren
Chloroplasten-Hillmembran

Abb. 3.15 zeigt eine Ubersicht der Proteine der inneren Hiillmembran des Chloroplasten aus
Pisum sativum. Um diese Membran elektrophysiologisch zu charakterisieren, wurde die
Bilayer-Technik (2.4.2) angewendet. Zunéchst wurden die Membranfragmente/Vesikel direkt
appliziert. Auf diese Art konnten Fusionen der Membranen mit der kiinstlichen Lipiddoppel-
schicht erzeugt werden, was zur Inkorporation von Kanalproteinen in den Bilayer flhrte. Es
zeigte sich jedoch, dass durch diese Fusionen die Bilayer-Membran stark destabilisiert wurde,
was elne Charakterisierung der Kanal proteine unmdglich machte.

Aus diesem Grund wurden fir alle weiteren Versuche innere Chloroplasten-Hullmembranen
verwendet, die vorher mit Azolektin-Liposomen fusioniert wurden (2.3.22). Durch diese Mal%-
nahme blieb die Stabilitét des Bilayers nach Fusionsereignissen weitestgehend erhalten. Es
konnten so in ca. 20-30 % der Falle ausreichend lange Messungen (> 2 min) durchgefthrt wer-
den.

Die elektrophysiologischen Messungen an der inneren Chloroplasten-Hullmembran zeigten,
dassin dieser Membran verschiedene, sowohl Anionen- als auch Kationen-sel ektive Kanal pro-
teine mit unterschiedlich grof3en Leitwerten vorhanden sind. In ca. 30 % der Falle befand sich
nach einer Fusion mehr als ein Kanal im Bilayer.

Die folgenden Experimente wurden auf die Charakterisierung der Kationen-selektiven Kanédle
beschrankt. Es konnten ein méfdig Kationen-selektiver Kanal, im Folgenden mit CIMCC1
(Chloroplast I nner Membrane Cation Channel 1) bezeichnet und ein starker Kationen-sel ekti-
ver Kanal, im Folgenden mit CIMCC2 (Chloroplast Inner Membrane Cation Channel 2)

KDa M 1
mwW/kDa | Prot. Menge
% wiw
P S 104 8.0
gg — " — 08 24 Abb. 3.15 Links. SDS-Gelelektrophorese der
pA— 87 6.2 inneren Chloroplasten-Hullmembran
43 73 4.4 (Spur 1). Aufgetragen wurde ca
52 9 15pug Protein. M: Molekularge-
30 e 44 47 wichtsstandard.
40 7.0
35 65 Rechts: Aus dem Gel enthommene
31 11.1 relative Mengen (bezogen auf den
16 29 3.8 Gesamtproteingehalt der Spur) der
12 e = 25 3.6 haufigsten Proteine der Membran.
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Abb. 3.16 Représentatives Beispiel fir Strome durch den Kaliumkanal der inneren Chloroplasten-Hullmem-
bran bei verschiedenen Membranspannungen (Puffer 250 mM KCI cis 20 mM KCI trans). Ge-
schlossen- und Offenzustand (c bzw. o) sind markiert.

bezeichnet, mit jeweils vergleichsweise grof3em Leitwert (>500 pSin 250 mM KCl) charakte-
risiert werden. Ersterer war mit Abstand am haufigsten zu sehen. Weiterhin konnte noch ein
weiterer Kanal detektiert werden, der einen kleinen Leitwert (ca. 100-150 pSin 250 mM KCI)
und eine sehr starke Sel ektivitéat fir Kationen besal’ (Umkehrpotential >50 mV bei 250 mM KCl
cisund 20 mM KCl trans, entsprechend einem Pk /P von > 20). Abb. 3.16 zeigt Beispiel-
Stromverlaufe durch diesen Kanal.

Da Proteoliposome, die diesen Kanal enthielten, nur selten mit der kinstlichen Lipiddoppel-
schicht fusionierten, wurde zunéchst keine ausf iihrliche Charakterisierung durchgeftihrt. Wahr-
scheinlich handelt es sich dabel jedoch um den schon beschriebenen chloroplastidaren
Kaliumkanal (Heiber et al., 1995; Mi et al. 1994).

3.4.1 Charakterisierung CIMCC1

Abb. 3.17 zeigt représentative Stromverldufe durch diesen Kanal bel verschiedenen Spannun-
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Stromverlauf durch CIMCCL bei verschiedenen Membranspannungen (Puffer 250 mM KCl cis, 20
mM KCI trans). Der Geschlossenzustand (c) und die Offenzustande (01, 02) sind markiert.
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Strom-Spannungs-Diagramm von CIMCC1 bei symmetrischen Pufferbedingungen (250 mM
KCl). Aufgetragen sind die Strdme aus 5 M essungen durch beide Offenzustande. Als Leitwerte er-
geben sich 680+-13 pS fur den Hauptleitwert und 330+-12 pS fiir den Unterleitwert.
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Abb. 3.19 Strom-Spannungs-Diagramm bei asymme-
trischen Pufferbedingungen (250 mM KCI
cis, 20 mM trans). Aufgetragen sind die

Stréme durch den Hauptleitwert von jeweils
6 Messungen. Durch lineare Annéherung der
Daten ergibt sich fur den Kanal ein Umkehr-

potential von 27 +- 1 mV

gen unter asymmetrischen Pufferbedingungen (250 mM K Cl cis/20 mM KCI trans). Esist deut-
lich zu erkennen, dass der Kanal zwei verschiedene Offenzusténde einnimmt.

Da zwischen den verschiedenen Offenzustanden und dem Geschlossen-Zustand direkte Durch-
schaltereignisse zu beobachten waren, handelt es sich hierbel héchst wahrscheinlich um zwei
Leitwerte desselben Kanals.

3.4.1.1 Leitwerte und Selektivitat

Abb. 3.18 zeigt das Strom-Spannungs-Diagramm des Kanals in symmetrischer Elektrolytl6-
sung (250 mM KCI). Fir beide Offenzustande zeigte sich im Bereich von —-60 mV bis +60 mV
ein linearer Zusammenhang zwischen Strom und Spannung. Die beiden L eitwerte ergeben sich
zu 680 +/- 13 pS fur den Hauptleitwert und 330 +/- 12 pS fur den Unterleitwert.

Aus dem Strom/Spannungsdiagramm des Hauptleitwerts (Abb. 3.19) ergibt sich ein Umkehr-
potential von 27 +/- 1 mV (Pufferbedingungen: 250 mM K Cl cis/20 mM KCI trans). Dieses ent-
spricht einem Permeabilitatsverhdtnis P« /Py von 3.5. Der Kanal ist somit mafdig selektiv fir
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Kationen.

3.4.1.2 Offenwahrscheinlichkeit

Um die Offenwahrscheinlichkeit zu bestimmen, wurde nach (2.4.4.4) die Wahrscheinlichkeit
des Geschlossen-Zustands ermittelt (Abb. 3.20). Als Messpuffer wurde 250 mM KCI symme-
trisch verwendet. Die Wahrscheinlichkeit, dass der Kanal sich im geschlossenen Zustand befin-
det, ist Uber den gemessenen Spannungsbereich in etwa konstant und betrégt ca. 0.3. Die
Wahrscheinlichkeit, dass der Kanal einen der beiden Offenzustande annimmt, liegt somit bei
70 %.

3.4.1.3 Effekt von Troe33

Bei den Versuchen zum Effekt des Transitpetids Troe33 auf CIMCC1 wurden beztiglich der
Puffer asymmetrische Messbedingungen (250 mM KCl cis/ 20 mM KCI trans) gewahlt. Das
Peptid wurde auf der trans-(Niedrigsal z-)Seite zugeben.

Eine Zugabe von Troe33 hatte keinen oder nur einen sehr geringen Effekt auf den Kanal. Bel
der Applikaion von Spannungsrampen (0 bis 110 mV, Daten nicht gezeigt) ergab sich bel einer
Troe33-Konzentration von 170 nM keine (n=4), bei einer Peptidkonzentration von 340 nM nur
eine sehr schwache (n=3) Anderung des Gesamtstromes durch den Kanal im Vergleich zu der

Kontrolle.

3.4.2 Charakterisierung von CIMCC2

Abb. 3.21 zeigt reprasentative Stromverléaufe durch den Kanal bei verschiedenen Spannungen
unter symmetrischen Pufferbedingungen (250 mM KCl). Bei htheren positiven oder negativen
Potentialen erfolgte ein verstérktes Schlief3en der Kandle. Das Schaltverhalten war eher lang-

sam, ein schnelles Flickern war fast nie zu beobachten.

3.4.2.1 Selektivitat und Leitwert

Abb. 3.22 (rechts) zeigt eine Spannungsrampe an einem Bilayer mit mehreren Kandlen bei
asymmetrischen Pufferbedingungen (250 mM KCI cis/ 20 mM KCI trans). Der Kanal ist Kat-
ionen-selektiv und besitzt ein Umkehrpotential von 34 +/- 1.6 mV (n=4). Das hieraus errechnete
Permeabilitatsverhaltnis fur Kalium- zu Chloridionenist P¢/Pc = 5.3.

In Abb. 3.22 (links) ist das Strom-Spannungs-Diagramm der Einzelkanalstrome durch den
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Abb. 3.21 Beispielspuren des Stromes durch mehrere Kopien von CIMCC2 bei verschiedenen Membranspan-
nungen (Pufferbedingungen: 250 mM KCI symmetrisch).

Kanal dargestellt (Messbedingungen 250 mM KCl symmetrisch). Im gemessenen Spannungs-
bereich ist die Beziehung linear, der Kanal besitzt unter diesen Messbedingungen einen Einzel-
kanalleitwert von 600 +/- 8 pS.

3.4.2.2 Einfluss von Troe33 auf den Kanal

Bei den Versuchen zum Effekt des Transitpetids Troe33 auf CIMCC2 wurden beziiglich der
Puffer asymmetrische Messbedingungen (250 mM KCI cis/ 20 mM KCI trans) gewéhlt. Das
Peptid wurde auf der trans-(Niedrigsalz-) Seite zugegeben.

Abb. 3.23 zeigt, dass Troe33 el nen spannungsabhangigen Block des Kanals hervorruft. Er aus-
sert sich bei hoheren positiven Spannungen in einer Verringerung der Offenwahrscheinlichkeit,
was zu einer Reduzierung des Gesamtstromes durch die Kanéle fhrt.

Bel einer Peptidkonzentration von 340 nM sind die Kanéle ab einer angelegten Spannung von
ca. 40 mV fast komplett geschlossen (n=3). Berechnet man, wie schon unter 3.3.3.4 beschrie-
ben, dierelative Reduktion des Gesamtstromes (Bereich 90-110 mV) durch das Peptid, so ergibt
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Abb. 3.22 Links: Strom-Spannungs-Diagramm von CIMCC2 bei symmetrischen Pufferbedingungen (250 mM
KCI). Aufgetragen sind die Stréme von drei Messungen. Der Kanal besitzt einen Leitwert von 600
+/- 8 pS.

Rechts: Selektivitat von CIMCC2. Dargestellt ist eine Spannungsrampe durch mehrere Kopien des
Kanals unter asymmetrischen Pufferbedingungen (250 mM KClI cis, 20 mM KClI trans).

80- Abb. 3.23 Effekt von Troe33 auf
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sich eine Stromreduktion von 70 +/- 10 %.
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4 Diskussion

4.1 Putative Kaliumkanale in Chloroplasten und Cyano-
bakterien

Im Genom von Synechocystis sp. PCC6803 und Arabidopsis thaliana konnten Gene lokalisiert
werden, die fur potentielle Kaliumkandle codieren, wobei das A. thaliana-Genprodukt wahr-
scheinlich eine chloroplastidéare Lokalisation hat. Die abgel eiteten Aminosauresequenzen bei-
der Gene enthadten das fiur die Kaiumkanal-P-Region typische AS-Konsensusmotiv
TVGYGD, wobel im Falle des Synechocystis-Genproduktes zwei AS konservativ ausgetauscht
sind (resultierende Sequenz TVGFGE). Fur die Funktion als potentieller Kaliumkanal sind
diese Austausche aber wahrscheinlich ohne Bedeutung. Die Aminosauren GY G in der Konsen-
sussequenz werden fur die Kalium-Selektivitéat verantwortlich gemacht (Heginbotham et al.,
1994; Navarro et al., 1996), eine Substitution von GY G nach GFG bei verschiedenen Kalium-
kanal en bewirkte aber keine Anderung dieser Selektivitat (Heginbothamet al., 1994; Nakamura
et al., 1997; Splitt, 2000). Die AS nach der GY G-Sequenz dient der Ausbildung einer Salz-
bricke (Doyle et al., 1998; Splitt, 2000), was durch den Austausch von Aspartat zu Glutamat
nicht wesentlich beeintrachtigt werden sollte.

Der putative Chloroplasten-Kaliumkanal (ohne Transitsequenz) besitzt ein ungeféhres Mol eku-
largewicht von 67 kDa. Dieses steht in recht guter Ubereinstimmung mit einem in der inneren
Chloroplasten-Hullmembran gefundenen Protein mit einer elektrophoretischen Mobilitét (SDS-
PAGE) von 62 kDA. Diesesimmunoreagiert mit Antikorpern gegen die Kaliumkanal-Porenre-
gion und stellt wahrscheinlich auch funktionell einen Kaliumkanal dar (Mi et al., 1994).

Das abgeleitete Genprodukt aus A. thaliana besitzt wahrscheinlich sechs transmembrane, a-
helikale Doméanen und dhnelt somit den spannungsgesteuerten Kaliumkandlen des Shaker-
Typs. Durch die Bindestelle fir zyklische Nukleotide am C-terminalen Ende bestehen weiterhin
Ahnlichkeiten zu zyklisch-nukl eotid-gesteuerten Kanalen. Allerdings besitzen auch spannungs-
gesteuerte Kaliumkandle (z.B. Eag, Aktl, Katl) eine solches cNMP-Bindemotiv. Bei diesen
Kandlen ist eine regulatorische, aber keine ausschliefdlich aktivierende Funktion dieser Nukleo-
tide nachgewiesen worden (Bruggemann et al., 1993; Gaymard et al., 1996; Hoshi, 1995).

Der vermutete Synechocystis-Kaliumkanal 1813t sich in die Gruppe der 2TM-Kanéle einordnen,
er besitzt zwei transmembrane Domanen, die die Porenregion flankieren. Der N-Terminus ist
relativ kurz, eine N-terminale Signalsequenz ist offensichtlich nicht vorhanden.

Das Protein besitzt auf Grund seiner vorhergesagten Sekundarstruktur Ahnlichkeiten zu KcsA,
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dem bisher einzigen auf molekularer Ebene charakterisierten bakteriellen Kaliumkanal
(Schrempf et al., 1995). Aufgrund des sehr langen C-Terminus bestehen ebenfalls

Ahnlichkeiten zu tierischen einwérts-gleichrichtenden (IRK) Kaliumkanalen.

4.1.1 Expression der Proteine

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das fur den potentiellen Synechocystis-Kaliumkanal codie-
rende Gen aus genomischer DNA amplifiziert und jewells als His-Tag Fusionsprotein in Vek-
toren zur Expression in E. coli und in Baculovirus-infizierten Insektenzellen kloniert.

Es war nicht moglich, mit dem in dieser Arbeit verwendeten E.coli-Expressionssystem nach-
weisbare Mengen des entsprechenden Proteins zu exprimieren. Eine Variation der Expressions-
temperatur zeigte keine Verbesserung. Um zu Uberprifen, ob das Protein entweder sehr schnell
nach der Trandation wieder abgebaut wird, oder erst viel spéter als erwartet produziert wird,
wurden induzierte Zellen nach 30 min und 16 Stunden untersucht, ohne jedoch eine Expression
festzustellen. Ein Abbau der mRNA, der die Genexpression verhindern kénnte, ist unwahr-
scheinlich (Novagen, 1995); auch sind fur E.coli seltene Codons in der zu exprimierenden
cDNA nicht zu finden. Deshalb sind die wahrscheinlichen Ursachen fir die fehlgeschlagene
Expression des Zielproteins entweder eine Interaktion des Genproduktes mit der Expressions-
maschinerie oder eine Sekundéarstruktur der mRNA, die die Bindung der Ribosomen und/oder
der RNA-Polymerase behindert (Novagen, 1995).

In Insektenzellen konnte eine Uberexpression eines Proteins erzielt werden, welches ungefahr
die vorausgesagte Grol3e hatte. Dieses Protein konnte mit einem Anti-Penta-His-Antikorper
nachgewiesen werden. Der Antikorper erkennt zwar nur den N-Terminus des Proteins, trotzdem
zeigt dieser Nachweis, dass mit einiger Sicherheit das erwartete Protein Gberexprimiert wurde.
Die cDNA, die fur den angenommenen A. thaliana Chloroplasten-Kaliumkanal codiert, wurde
uns, kloniert in einen Baculovirus-Transfervektor (ohne den fir die Transitsequenz codierenden
Bereich), zur Verfligung gestellt. In Sf21-Insektenzellen lief3 sich ein Protein mit der erwarteten
Grof3e Uberexprimieren. Dakontroll-infizierte Zellen kein Protein dieser Grol3e zeigten, wurde
hochstwahrscheinlich das erwartete Protein exprimiert.

Erwartungsgemald konnten beide putativen Kaliumkande in der Gesamt-Membran-Fraktion
der Insektenzellen nachgewiesen werden, eine genauere Bestimmung auf biochemischem Weg
wurde nicht vorgenommen. Der Grof3teil des Proteinsist wahrscheinlich ininneren Membranen
(beispielsweise der Membran des Endoplasmatischen Retikulums) enthalten. Bei der Expres-

sion von Kanaproteinen in Insektenzellen wurde eine Lokalisation des Proteins in inneren
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Membranen sehr haufig beobachtet (Gaymard et al., 1996; Stauffer et al., 1991; Klaiber et al.,
1990).

4.1.2 Patch-Clamp-Messungen

Zur elektrophysiologischen Charakterisierung der putativen Kaliumkana e wurden Messungen
mittels der Patch-Clamp-Technik, zunéchst in der *Whole-Cell’ -Konfiguration, an entspre-
chend infizierten Insektenzellen durchgefiihrt. Unter keiner der verwendeten M essbedingungen
konnten spannungsaktivierbare Strome durch die Zellmembranen der mit den beiden verschie-
denen Baculoviren infizierten Insektenzellen registriert werden. Strome, die auf das Vorhan-
densein von gleichrichtenden lonenkandlen hindeuteten, konnten ebenfalls nicht detektiert
werden. Konnten schon bei kleinen Membranspannungen Stréme gemessen werden, so han-
delte essich in alen Fallen um Leckstrome, da diese nicht selektiv waren und zu positiven wie
negativen Potentialen gleich stark auftraten. Messungen in der * Excised-Patch’ -Konfiguration
zeigten ebenfalls keine Kanalaktivitét, die sich auf die rekombinanten Proteine zuriickfihren
liel3.

Da der putative Chloroplasten-Kaliumkana Ahnlichkeiten zu zyklisch-nukleotid-gesteuerten
lonenkandlen besitzt, wurden ’Whole-Cell’ -Messungen mit cCAMP und cGMP in der Pipetten-
[6sung durchgefiihrt. Es konnten jedoch auch bel diesen Messungen keine durch das expri-
mierte Protein getragenen Strome registriert werden. Bei Messungen in der * Excised-Patch’ -
Konfiguration konnte auch nach Perfusion des Patches mit zyklischen Nukleotiden keine
Kanal aktivitét festgestellt werden.

Die Patch-Clamp-Messungen zeigten, dass nach der Expression der beiden Proteine in Insek-
tenzellen keine aktiven Kandle in der Plasmamembran zu finden waren. Ursache hierfir konnte
ein fehlerhaftes Targeting sein, was im Falle des angenommenen Chloroplasten-Kaliumkanals
sehr wahrscheinlich ist, da sich am N-Terminus keine Transitsequenz mehr befindet. Ein Oli-
gonukleotid, welches fir eine Signalsequenz codiert (beispielsweise aus einem Drosophila-
Plasmamembranprotein), konnte, wenn es im selben Leseraster N-terminal des Zielgenes
(anstelle des His-Tags) eingesetzt wird, dazu fihren, dass das Protein zur Plasmamembran der
Insektenzellen transportiert wird. Auf diese Weise konnte der putative Chloroplasten-Kalium-
kanal einer eektrophysiologischen Charakterisierung mittels der Patch-Clamp-Technik
zuganglich gemacht werden

Die Primérsequenz des putativen SynechocystisKaliumkanals wurde mittels des PSORT-

WWW-interfaces (Human Genome Center, IMS, U. Tokyo) untersucht, um Hinweise auf die
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zelluldre Lokalisation des Proteins zu erhalten. Das Genprodukt besitzt demnach keine N-ter-
minale Signalsequenz (von Heijne, 1986; Nakai und Kanehisa, 1991), wird aber, wahrschein-
lich aufgrund seiner Hydrophobizitét, der inneren Membran zugeordnet. Allerdings werden bel
diesen Voraussagen die Thylakoidmembranen in Cyanobakterien aufl3er acht gelassen. Die
L okalisation des Proteinsin Synechocystis und davon abgeleitete V oraussagen der L okalisation
in den Insektenzellen bleibt also sehr unsicher. Hochstwahrscheinlich wird das Genprodukt bei
der heterologen Expression nicht als Plasmamembranprotein erkannt und verbleibt in inneren
Membranen.

Es wurde zwar schon beschrieben, dass die Sortiermaschinerie der Insektenzellen durch grol3e
Mengen Uberexprimierten Proteins stark beeintrachtigt wird (Pajot-Auguy, 1995), und die Pro-
teine deshalb nicht zur Plasmamembran transportiert werden konnen. Dieses ist aber als dlei-
nige Ursache fir die fehlende Kanalaktivitét in der Membran unwahrscheinlich, da schon ca
100 Proteine in der Plasmamembran ausreichen wirden, um bel *Whole-Cell’-Messungen
einen Strom zu registrieren.

Weiterhin besteht die Moglichkeit, dass das Protein funktionell in der Cytoplasma-Membran
vorhanden ist, aber bisher noch nicht identifizierte Substanzen zur Aktivierung des putativen
Kanals notwendig sind. Aufgrund seiner Ahnlichkeit zu einwérts-gleichrichtenden Kaliumka-
nalen und deren vielféltigen Regulationsmoglichkeiten konnten zum Beispiel second-Messen-

ger oder eine Phosphorylierung bei der Aktivierung eine Rolle spielen.

4.1.3 Reinigung

Far weiterfihrende Experimente sollten die beiden putativen Kaliumkandle solubilisiert und
gereinigt werden. Die Proteine lief3en sich unter Verwendung von nicht-ionischen Detergentien
(TritonX-100 bzw. Dodecylmaltosid) aus den Membranen der I nsektenzellen [Gsen, die Solubi-
lisierungsausbeute lag in beiden Fallen bei ca. 30-50%. Da beide Genprodukte N-terminal mit
sechs Histidinen fusioniert waren, wurde jeweils eine Reinigung mittels Ni-chelatierender Aga-
rose durchgefihrt. Die Ausbeuten waren unterschiedlich, der putative Chloroplasten-Kalium-
kanal zeigte nur eine sehr schwache Bindung und konnte somit nicht in Mengen gereinigt
werden, die eine weitere Charakterisierung zulief3en. Wahrscheinlich war der His-Tag nur sehr
eingeschrankt zuganglich, was an der Sekundéarstruktur des Proteins in Kombination mit dem
verwendeten Detergens (Dodecylmaltosid) liegen konnte. Solubilisierung mit einem anderen
Detergens oder die Verlagerung des His-Tags an den C-Terminus konnte in diesem Fall Abhilfe

schaffen. Eine Denaturierung mit Harnstoff konnte ebenfalls die Zuganglichkeit des His-Tags
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verbessern, wirde aber wahrscheinlich die Funktion des Proteins zu stark beeintrachtigen.
Der putative Synechocystis-Kaliumkanal konnte nach Solubilisierung mit TritonX-100 gerel-
nigt werden. Die Ausbeute der Reinigung war ausreichend fiir eine Rekonstitution in Liposome,

die fur weitere Experimente eingesetzt wurden.

4.1.4 Bilayer-Messungen

Der gereinigte und rekonstituierte putative Synechocystis-Kaliumkanal wurde mittels der
Bilayer-Methode untersucht. Unter Standard-M essbedingungen (250 mM KCI cis, 20 mM KClI
trans) zeigte sich jedoch keine Kanalaktivitét, eine Erhdhung des lonengradienten, der wichtig
fur die Fusion von Proteoliposomen mit der kinstlichen Membran ist (Cohen et al., 1980),
zeigte keinen Erfolg.

Wichtig fur die Fusion von Proteoliposomen mit dem Bilayer ist auch eine von Null verschie-
dene Offenwahrscheinlichkeit der in den Liposomen enthaltenen Poren, ohne ein angelegtes
Membranpotential (Woodbury und Hall, 1988). Vom Kaliumkanal KcsA von Streptomyces livi-
dansist bekannt, dass er im sauren pH-Bereich 6ffnet, bei pH 7 aber geschlossenist (Cuello et
al., 1998; Meuser, 2000). Um eine pH-Abhangigkeit der Offenwahrscheinlichkeit des putativen
Synechocystis-Kanals zu untersuchen, wurden fir weitere Messungen sowohl saure (pH 4) als
auch basische (pH 9) Messpuffer verwendet. Diese veranderten M essbedingungen fihrten aller-
dings ebenfalls nicht zu einer Detektion von Kandalen.

Die elektrophysiologischen Messungen zeigten, dass nach Rekonstitution des putativen Syn-
echocystis-Kaliumkanals kein aktives Protein in den Proteoliposomen vorhanden war. Mogli-
cherweise liegt es zwar in seiner richtigen Konformation vor, ist aber dauernd geschlossen.
Eventuell fehlt eine Substanz, die zur Aktivierung wichtig ist (siehe auch unter 4.1.2).
Weiterhin besteht die Moglichkeit, dass der putative Kanal nicht in seiner nativen Struktur in
die Liposomen rekonstituiert wurde. Falls beispielsweise das Protein durch das verwendete

Detergens partiell denaturiert wurde, konnte ein anderes Detergens Abhilfe schaffen.
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4.2 Ticl10

4.2.1 Grundlegende Eigenschaften und Sekundarstruktur

Tic110 zeigt keine Sequenzadhnlichkeit zu bekannten, an der Translokation von Proteinen betei-
ligten Proteinen. Das Protein ist amphiphil, es enthét nur einen kleinen Anteil hydrophober AS
(36%), dafiir einen hohen Prozentsatz polare und geladener AS (23 bzw. 33%). Uber die Sekun-
darstruktur gibt es bisher nur wenige Hinweise. Aufgrund der Sensitivitét fir Proteasen und der
geringen Hydrophobizitdt wurde angenommen, dass das Protein eine sehr grol3e, C-terminae
Domane besitzt, die im Stroma lokalisiert ist (Jackson et al., 1998). Die N-terminalen 30-36
kDa des Proteinswurden als Membrananker mit ein oder zwei a-Helicesvorgeschlagen, dadie-
ser Bereich Protease-insensitiv ist und (im Vergleich zum Gbrigen Protein) eine hohere Hydro-
phobizitét besitzen (Kessler und Blobel, 1996; L Ubeck et al., 1996).

Das im Rahmen dieser Arbeit aufgenommene CD-Spektrum an rekombinantem Tic110 zeigte
hingegen, dass das Protein einen hohen Anteil (>50 %) an b-Faltbl&ttern und nur einen geringen
a-helikalen Anteil (<10 %) enth&lt. Dieses Ergebnis wird gestiitzt von einer Sekundérstruktur-
vorhersage, die bekannte Sekundéarstrukturen von Proteinen in die Berechnung mit einbezieht
(Gilbert, 1992). Diese sagt einen b-Faltblatt-Anteil von >80 % und einena-helikalen Anteil von
etwa 12 % voraus.

Die Daten aus dem CD-Spektrum und der Sekundérstrukturvorhersage legen nahe, dass der ver-
mutete N-terminale Membrananker aus einer b-Faltblatt-Struktur oder einer gemischten Struk-
tur aus b-Faltblattern und a-Helices besteht. Weiterhin besteht die Méglichkeit, dass es neben
den bisher angenommenen Membranbereichen weitere kiirzere transmembrane Durchgange in
Form von b-Faltbl&ttern in der C-terminalen Domane gibt.

Die b-Faltblétter konnten die Struktur eines b-Barrels ausbilden, der typischen Struktur von
bakteriellen Porinen (Bainbridge et al., 1998; Jap und Walian, 1996). Ein solches b-Barrel
besteht in der Regel aus 16-18 antiparallelen b-Faltbléttern und bildet eine sanduhrférmige
Struktur mit einer Verengungszonein der Mitte. Esreichen aber auch nur acht b-Faltbl&tter aus,
um eine b-Barrel-Pore zu bilden, wie zum Beispiel bel den Porinen OprF aus Pseudomonas
aeruginosa (Nikaido et al., 1991) und OmpA ausE. coli (Sugawara und Nikaido, 1992). Bezo-
gen auf Tic110 kdnnten verschiedene Bereiche des Proteins an der Bildung einer solchen Pore
beteiligt sein, es wirde aber geniigen, wenn nur der N-terminale Bereich zur Bildung der Pore
beitragt.

Typisch fur Porine und Poren mit &hnlicher b-Barrel-Struktur, wie beispielsweise dem VDAC
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aus Mitochondrien (Dolder et al., 1999, Manellaet al., 1997; Guo et al., 1995), ist auch einefur
Membranproteine uncharakteristisch geringe Hydrophobizitdt mit einem hohen Anteil (>50%)
an hydrophilen AS, wie sie auch das Tic110 aufweist. Bemerkenswert ist auch, dass diese und
andere Poren mit vorausgesagter b-Barrel-Struktur, beispielswelise aus der auleren Chloropla
sten-HUllmembran, keinerlei Sequenzéhnlichkeiten auf Aminosaureebene zueinander aufwei-

sen.

4.2.2 Leitwert und Porengrol3e

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das rekombinant in E. coli exprimierte
Tic110 nach Rekonstitution in Liposomen eine K ationen-sel ektive Pore bildet, die sich mit dem
Bilayer-System charakterisieren lief3. Der Leitwert des Einzelkanals betrégt 446 pSin 250 mM
KCl. Er ist somit relativ grof3, verglichen mit den Leitwerten typischer Kationen-selektiver
Kandle (Kalium-, Natrium- und Calcium-Kanéle), die Einzelkanalleitwerte von 10 bis 50 pS
(bel Salzkonzentrationen von ca. 100 mM) aufweisen (Hille, 1992, Kap. 12). Nur die Kalium-
kandle der Maxi-K-Gruppe, deren Aktivierung Calcium- und spannungsabhangig ist, weisen
einen dhnlich hohen Leitwert (200 pSin 100 mM KCI) auf (Peracchia, 1994, s. 79).

Der Leitwert von Tic110 ist vergleichbar mit denen von Porinen der &uf3eren Bakterien-Hull-
membran, beispielsweise OmpC vonE. coli (410 pSin 300 mM KCI; Buehler et al., 1991) und
Omp32 von Comamonas acidovorans (ca. 300 pS in 300 mM; Mathes und Engelhardt, 1998).
Weiterhin entspricht der gemessene Leitwert recht gut dem von Toc75 (452 pS in 250 mM
KCI), der Proteinimportpore der &uf¥eren Chloroplasten-Hullmembran (Hinnah, 1999) und dem
von OEP16 (330 pSin 250 mM KCl), einem Porin in derselben Membran (Steinkamp, 2000).
Einen vergleichbaren Leitwert weist auch Tom40 auf (360 pSin 250 KCl), die Proteinimport-
porein der &uferen Mitochondrien-Hullmembran (Hill et al., 1998).

Die Grof3e der durch Tic110 gebildeten Pore wurde mittels L eitwertmessungen in Anwesenheit
von Nichtel ektrolyten bestimmit. In der urspringlich von Krasilnikov et al. (1992) entwickelten
Methode ergibt sich aus den Daten ein einziger Porenradius, der unter der Annahme, dass die
Pore aus nur einem Zylinder besteht, aus den gewonnenen Daten ermittelt wird. Dies ist aber
eine zu grobe Vereinfachung, denn im Allgemeinen geht man davon aus, dass ein Kanal eine
Verengungszone aufweist, die von zwei Vorhofen flankiert wird (Hille, 1992). Fir Tic110
erfolgte die Auswertung der Leitwertmessungen nach Smart et al. (1997), bel der diesem
Umstand Rechnung getragen wird. Die Methode wurde dabei so erweitert, dass sich aus den

M essdaten ansatzwei se Riickschllisse auf die Geometrie der vermessenen Pore ziehen lassen.
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Der minimale Durchmesser (Verengungszone) von Tic110 betrégt demnach etwa 15 Angstrom,
der maximale Durchmesser (entsprechend dem mittleren Durchmesser der Vorhofe) betragt
ungefdhr 34 Angstrom.

Die hier bestimmten Porenradien sind sicherlich nur sehr grobe Werte, denn der effektive
Porenradius eines Kanals wird nicht nur von seiner Geometrie, sondern auch von den Ladungen
und somit dem elektrischen Feld im Kanal bedingt (Chen und Eisenberg, 1993; Eisenberg,
1996). Es konnte sogar gezeigt werden, dass Anderungen am Ladungszustand eines Kanals
Auswirkungen auf die Permeation von Nicht-Elektrolyten durch den Kana hatten. Ursache
hierfur ist wahrscheinlich eine Beeinflussung der Hydratation dieser Substanzen durch Ladun-
genin der Pore.

Der fur Tic110 berechnete Porendurchmesser ist grof3er al's der unspezifischer Porine, die einen
Durchmesser von 9-10 Angstrom in der Verengungszone aufweisen (Jap und Walian, 1996).
Diefir Tic110 berechnete PorengréRe steht aber in recht guter Ubereinstimmung zu den Poren-
durchmessern von Proteinimportkandlen. So wurden minimaler und maximaler Porendurch-
messer von Toc75 zu 18 bzw. 46 Angstrom berechnet (Hinnah, 1999). Fir Tom40 wurde mit
verschiedenen Methoden (L eitwertmessungen, Elektronenmikroskopie) ein Durchmesser von
22-26 Angstrom bestimmt (Hill et al., 1998; Kunkele et al., 1998). Der Durchmesser der Pore
des sec61p-Komplexes des ER wurde elektronenmikroskopisch zu ca. 20 Angstrom bestimmt
(Hanein et al., 1996), er erhoht sich bei Durchtritt einer Polypeptidkette auf 40-60 Angstrom
(Hamann et al., 1997).

Aufgrund der Porengrdf3e von Tic110 kann geschlossen werden, dass dieses Protein die Trans-
lokation von Préproteinen durch die innere Chloroplasten-Hullmembran zulassen kann. Bel
einem engsten Durchmesser von 15 Angstrém wére es sogar noch moglich, den Durchtritt einer

a-Helix (Durchmesser je nach Seitenketten 7-13 Angstrom) durch den Kanal zu ermoglichen.

4.2.3 Spannungsabhangigkeit der Offenwahrscheinlichkeit

Dasrekombinante Tic110 zeigt eine hohe Offenwahrscheinlichkeit bei geringen Membranspan-
nungen, die bei hoheren positiven und negativen Potentialen abnimmt. Dieses entspricht der
typischen Spannungsabhéngigkeit der Offenwahrscheinlichkeit von Porinen in der &uf3eren
Bakterienmembran (Bishop und Lea, 1994; Berrier et al., 1997). Der Offenwahrscheinlichkeits-
verlauf entspricht auch dem von Tom40 (Hill et al., 1998), OEP16 (Steinkamp, 2000), und
Toc75 (Hinnah, 1999). Es wird angenommen, dass im Falle vom OEP16 und Toc75 der Span-

nungsabhangigkeit der Offenwahrscheinlichkeit in vivo keine Bedeutung zukommt (Steinkamp,
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2000; Hinnah, 1999). Generell wird davon ausgegangen, dass diese Spannungsabhangigkeit der
Offenwahrscheinlichkeit eine artifizielle, intrinsische Eigenschaft von Poren desb-barrel-Typs
ist (Bainbridgeet al., 1998).

Im Falle des Tic110 wére eine Regulation Uber die Membranspannung denkbar, da Uber der
inneren Membran eine Potentialdifferenz von 110-120 mV (negativ im Stroma) anliegt (Wu et
al., 1991). Die Membranspannung konnte beispielsweise zu einem Schliefden des Proteins
(direkt nach dessen Import in den Chloroplasten) bis zur Assemblierung des Komplexes fihren
und wirde so einen Stromfluss Uber die innere Membran verhindern. Da sich die Membran-
spannung aber nicht in einem so weiten Bereich &ndert, wie dieses zum Beispiel bei erregbaren
Membranen von Nervenzellen der Fall ist, ist eine weitergehende Regulation von Tic110 Uber
die Membranspannung unwahrscheinlich.

AulRerdem ist Ticl1l0 in einen Multi-Proteinkomplex eingebunden, der sich Uber beide
Hullmembranen erstreckt, wodurch eine Beeinflussung der Spannungsabhangigkeit durch die
anderen Proteine und das zu translozierende Praprotein denkbar ist.

Weitere Komponenten des Tic-Komplexes, aber auch stromal e Faktoren, konnten bei der Regu-
lation der Offenwahrscheinlichkeit eine Rolle spielen. Beim Proteinimport in das Endoplasma-
tische Retikulum wird beispielsweise die sec61-Pore vor und zu Beginn der

Proteintransl okation durch das lumenale Protein Bip verschlossen (Hamann et al., 1998).

4.2.4 Selektivitat

Die durch das rekombinante Tic110 konstituierte Pore ist selektiv fur Kationen, wobei Kalium
im Vergleich zu Chlorid etwa zehnmal besser geleitet wird. Im Vergleich zu Kaliumkanalen,
die weitestgehend impermeabel fur Anionen sind (Gaymard et al., 1996; Czempinsky et al.,
1997; Meuser, 2000), ist diese Selektivitét nicht sehr stark ausgepragt, allerdings ist sie ange-
sichts des grofen Porendurchmessers aufféllig. Bakterielle Porine, die vergleichbare Porengr6-
[3en haben, sind im Allgemeinen maldig selektiv fir eine lonensorte (OmpF und LamB aus E.
coli leiten beispielsweise Kationen ca. viermal besser als Anionen), alerdings wurden auch
Porine mit auf3erordentlich hoher Selektivitét beschrieben, so zum Beispiel OmpC und das
Porin ,K* (beide E. coli), die Kationen 26 bzw. 15 mal besser leiten als Anionen (Benz et al,
1985). Fir das Chloroplasten-Porin OEP16 ist eine Selektivitét von Kalium zu Chlorid von 15
beschrieben (Steinkamp, 2000).

Die Proteinimportporen Tom40 und Toc75 sind ebenfalls kationensel ektive Poren, Tom40 lei-
tet Kalium etwaacht mal besser als Chlorid, bei Toc75 liegt das Permeabilitétsverhaltnis Py /P
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bei 14.

Generell wird die Selektivitdt gegenlber Kationen oder Anionen primér Uber elektrostatische
I nteraktionen zwischen den lonen und geladenen Gruppen innerhalb des Kanal s bestimmt (Laio
und Torre, 1999). Belispiel sweise kann durch Mutation dieser geladenen und/oder polaren AS-
Reste eine Anderung der Selektivitat der Pore erreicht werden (Bauer et al., 1989; Galzi et al.,
1992). Bei im Vergleich zu den permeierenden lonen sehr grof3en Poren wird die Selektivitét
aber durch andere Mechanismen vermittelt, alsbel den klassischen Kandlen (beispiel sweise den
Kaiumkanden (Doyle et al., 1998)). Bei bakteriellen Porinen beglinstigen diein der Pore gele-
genen Ladungen offensichtlich unterschiedliche Durchtrittswege und somit verschiedene Per-
meabilitéten fur Anionen bzw. Kationen (Schirmer und Phale, 1999).

Diewahrend dieser Arbeit erhobenen Daten lassen keine Riickschl tisse zu, an welcher Stelle der
durch Tic110 konstituierten Pore selektivitatsbestimmende Ladungen liegen. Mogliche Orte
dieser Ladungen, die sich aus den fir bakteriellen Porinen bekannten Strukturmerkmalen erge-
ben, sind sowohl die Verengungszone als auch der Rand der Pore (Cowan et al., 1992; Jap und
Walian, 1996; Karshikoff et al., 1994)

Die Funktion der Kationen-Selektivitét des Proteinsin vivo konnte in einer Interaktion mit den
Transitpeptiden liegen, die eine positive Nettoladung tragen (Von Heijne, 1989). Denkbar wéare
ein Ablauf des Proteintransports tber die Chloroplasten-Hullmembran dhnlich dem, wie er fir
den Proteintransport in Mitochondrien postuliert wird. Laut dieser , Acid-Chain-Hypothese'
(Komiyaet al., 1998; Schatz, 1997) werden die Préproteine durch Bindung an negativ geladene
Bindungsstellen steigender Affinitdt (zum Stromahin) Uber die Membranen transportiert. Dabei
spielt neben Rezeptordomanen im Cytosol bzw. Intermembranraum auch die Pore (Tom40)
selbst eine Rolle (Rapaport et al., 1997). DaTic110, wie Tom40, selektiv fur Kationenist, konn-
ten in der Pore positionierte, negativ geladene Aminosdure-Seitenketten eine Rolle in der Weli-

terleitung der Préproteine Uber die innere Membran spielen.

4.2.5 Einfluss von Troe33 auf Tic110

Troe33 verursacht einen Block der durch Tic110 gebildeten Pore. Das Peptid wirkt schon im
Konzentrationsbereich von wenigen 100 nM. Der Block ist abhéngig von der angelegten Mem-
branspannung und aulRert sich in dem verstérkten Auftreten von Schaltereignissen. Dies ist
typisch fur einen mittelschnellen Block (Hille, 1992, Kap. 15), bel dem die blockierende Sub-
stanz Di ssoziationskonstanten im ms-Bereich besitzt. Die auftretenden Schlief3- bzw. Offnungs-

ereignisse wirden dann jeweils einer Bindung bzw. Dissoziation des Peptids entsprechen.
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Der Block tritt dann auf, wenn die Membranspannung so gerichtet ist, dass das Peptid in die
Pore getrieben wird. Bel hoheren Konzentrationen wird der blockierende Effekt stérker und
setzt dann schon bei kleineren Membranpotentialen ein. Reduziert man die Membranspannung
wieder auf den Ausgangswert (0 mV), so ist die Pore wieder gedffnet; der Block ist also voll-
sténdig reversibel.

Insgesamt dhnelt die Wirkung von Troe33 auf Tic110 der auf Toc75, die von Hinnah (1999)
beschrieben wurde. Auch beziiglich dieses Proteins bewirkt das Prapeptid einen spannungsab-
hangigen Block, der bei Toc75 allerdings schon bei geringeren Konzentrationen (aber auch im
nM-Bereich) einsetzt, und nicht vollstéandig reversibel ist.

Experimente mit Prapeptiden wurden auch bezlglich der Proteinimportpore der aul3eren
Mitochondrienmembran durchgefuhrt (Hill et al., 1998). Hierbel bewirkte die Zugabe von Pré&-
peptiden, alerdingsim unteren uM-Bereich, das erhthte Auftreten von Schaltereignissen (ent-
sprechend einem verstéarkten Schlief3en der Kandle).

Die Art desBlocksvon Tic110 legt nahe, dass das Peptid in der Kanal pore wirkt, daes nur dort
dem elektrischen Feld Uber der Membran ausgesetzt ist (entsprechend dem Woodhull-Model |
eines spannungsabhangigen Blocks (Hille, 1992, Kap. 15)). Esmuss sich aso durch dieses Feld
bewegen, um seine Bindestelle zu erreichen, was sich in einer Spannungsabhangigkeit der
Raten fur Bindung und Abl6sung niederschlégt. Anhand der fur Tic110 ermittelten Porengrofie
ist auch das Eindringen von Troe33 in die Pore plausibel.

Allerdings kann eine all osterische Wirkung, also eine Bindung des Peptids an eine Bindestelle
aulBerhalb der Pore, nicht ausgeschlossen werden. Wegen der Spannungsabhangigkeit des
Blocks msste diese Bindestelle aber in einer Art , Tasche', die in die Membran hineinreicht,
lokalisiert sein.

Unklar ist, ob Troe33 nach seiner Dissoziation von der Bindestelle die Pore durchquert oder sie
in die andere Richtung wieder verl&3t. Ein Anzeichen fir einen Transport wére eine Verminde-
rung des Blocks bei weiterer Erhdhung der Membranspannung (Hille, 1992, Kap. 15). Dieses
wurdein den hier durchgefihrten Experimenten nicht beobachtet. Allerdings setzt die Stabilitét
der kinstlichen Membran hier den Experimenten eine natlrliche Grenze, aul3erdem tritt bel
hoherer Membranspannung ein spannungsabhangiges Schlief?en der Poren auf, welches den
Effekt des Blocks Uberlagert. Weiterhin wird der Block nur dann bel einer Spannungserhéhung
wieder schwécher, wenn die blockierende Substanz die Pore schneller verlésst, als sie auf der
anderen Seite eintritt.

Eine Klarung dieser Frage konnte auf biochemischem Wege, beispielsweise durch einen

Proteintest in der transKammer, erfolgen. Allerdings l&ge die Menge des transportierten
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Proteins (bei angenommenen 10 Poren im Bilayer und einem Durchsatz von 100 Proteinen je s
und Pore wirden nach 1 Stunde ca. 0.05 pg transportiert) unterhalb der Nachweisgrenze
gangiger Proteintests. Die Frage des Transports des verwendeten Peptids lasst sich also durch
Messungen mit der Bilayer-Methode nicht beantworten.

Weiterhin nicht geklart ist, ob Troe33 von beiden Seiten der Pore unterschiedlich stark wirkt.
Esist davon auszugehen, dass Tic110 nicht immer in derselben Orientierung in die Liposome
rekonstituiert (und somit in den Bilayer inseriert) wird, da es vollstdndig denaturiert fur die
Rekonstitution verwendet wird. Ein Seitenunterschied bel der Wirkung des Peptids sollte sich
also in einer unterschiedlich starken Ausprégung des Blocks bel verschiedenen Experimenten
niederschlagen. Aul3ergewohnlich grof3e Unterschiede zwischen einzelnen Messungen wurden
bei den hier durchgefiihrten Experimenten nicht beobachtet, allerdings waren bei den Messun-
gen immer mehrere Poren (>4) im Bilayer, was zu einer Mittelung der Peptideffekte auf das
Protein fuhrt. Weitere Experimente sind deshalb nétig, um hiertiber Aufschluss zu geben.
Ebenfalls nicht geklart ist die Art der Wechselwirkung von Troe33 mit Tic110. Da das Peptid
bei pH 7 vier positive Ladungen trégt, konnte der Effekt aufgrund dieser Ladungen vermittelt
werden. Allerdings konnte auch die Sekundarstruktur des Peptids (oder von Teilbereichen) Ein-
fluss nehmen. Aul3erdem ist zu beachten, dass Troe33 auch noch eine Thylakoidzielsequenz
enthélt. Dieseist zwar fur den Proteinimportkomplex der beiden Hillmembranen ohne Belang,
eine Wirkung dieses Abschnitts von Troe33 auf Tic110 kann aber nicht ausgeschlossen werden.
Experimente mit Teilbereichen von Transitpeptiden oder mit durch Deletion mutierten Prépep-
tiden konnten hier weitere Erkenntnisse bringen. Fur die Transitsequenz von Ferredoxin konnte
zum Beispiel hachgewiesen werden, dass einzelne Teilbereiche der Sequenz verschiedene Rol-
len bei der Proteintranslokation spielen. Soist die N-terminale Doméane wichtig fur die Bindung
des Préproteins an den Toc-Komplex, wahrend die weiter am C-Terminus der Présequenz gele-

genen AS eine Rolle bei der Interaktion mit dem Tic-Komplex spielen (Rensink et al., 2000).

4.2.6 Maogliche Funktion von Tic110 in vivo

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Tic110 in vitro eine hydrophile, Katio-
nen-selektive Pore konstituiert. Die Sekundarstrukturvorhersage, gestiitzt durch ein CD-Spek-
trum, sagt einen hohen Antell an b-Faltbl&ttern voraus. Tic110 kdnnte somit, im Gegensatz zu
vorherigen Annahmen, eine Struktur ausbilden, die denen von bakteriellen Porinen bzw. denen
von bisher charakterisierten, dem Proteinimport dienenden Poren, dhnelt. Die funktionellen

Gemeinsamkeiten dieser Poren mit Ticl10 stitzen diese These.
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Die in vivo Funktion von Tic110 koénnte somit darin liegen, den Praproteinen ein hydrohile
Umgebung zur Durchquerung der inneren Membran zu bieten. Die Selektivitét fir Kationen,
hervorgerufen durch negative Ladungen in der Pore, konnte eine Rolle bei der Interaktion mit
den positiv geladenen Prasequenzen und deren Welterleitung Uber die Membran spielen. In
I mmunoprézi pitationsexperimenten wurde Tic110 zusammen mit einem Prgprotein und dem
Chaperon cpn60 gefunden (Kessler und Blobel, 1996). Es wird zwar vermutet, dass die Inter-
aktion des Praproteins mit Tic110 indirekt Uber das Chaperon erfolgt, eine direkte Interaktion
wurde aber nicht ausgeschlossen.

Tic110 weist eine den Porinen @nliche Spannungsabhangigkeit der Offenwahrscheinlichkeit
auf, mit verstarktem Auftreten von Schlief3ereignissen bei héheren Membranspannungen. Die
Uber der inneren Chloroplasten-Hullmembran anliegende Spannung kénnte deshalb eine Rolle
bei der Regulation dieses Proteins spielen.

Der Porendurchmesser von Tic110 ist grof3 genug, um den Durchtritt von noch teilweise gefal-
teten Proteinen zu erlauben. Eswird zwar davon ausgegangen, dass die Proteine vor dem Import
in den Chloroplasten entfaltet werden (Schnell und Blobel, 1993; Endo et al., 1994), allerdings
konnte zumindest fir ein kleineres Protein gezeigt werden, dass esim gefalteten Zustand tber
die Chloroplasten-Hullmembranen transloziert wird (Clark und Theg, 1997).

Das rekombinante Tic110 wird, analog zu den Proteinimportporen Toc75 und Tom40, durch
Prapeptide moduliert. Eine Wirkung findet schon bei geringen Konzentrationen (nM-Bereich)
statt und kann somit als spezifisch bezeichnet werden. Da die eigentliche Erkennung der Tran-
sitsequenz der Prdproteine durch den Toc-Komplex geschieht (Vothknecht und Soll, 2000),
erscheint eine spezifische Interaktion von Komponenten des Tic-Komplexes mit dem Prapeptid
auf den ersten Blick unnétig. Eine Erkennung der Prépeptide kénnte aber eine Rolle bei der
Interaktion zwischen den beiden Importkomplexen und bei der Weiterleitung der Proteine zum
Tic-Komplex spielen. Eskonnte gezeigt werden, dassin Anwesenheit eines Préproteins Tic und
Toc-Komplex interagieren. Allerdings gibt es auch Hinweise auf eine Interaktion der beiden
Komplexe ohne Préproteine, allerdings in geringerem Mal3e (Nielsen et al., 1997).

In Patch-Clamp-Experimenten an isolierten Chloroplasten konnte ein Anionen-Kanal mit
einem Leitwert von 50 pS (in 25/250 mM KCl) gefunden werden (van den Wijngaard und Vre-
denberg, 1997). Der Kana wird der inneren Hullmembran zugeordnet. Da seine Offenwahr-
scheinlichkeit durch Zugabe von Préproteinen ATP-abhéngig reduziert wurde und der Kanal
durch die Zugabe von Antikdrpern gegen Tic110 schliefdt, wird diesem Kanal eine Rolleim Pro-
teinimport und eine Assoziation mit Tic110 zugeschrieben (van den Wijngaard und Vreden-
berg, 1997; van den Wijngaard und Vredenberg, 1999).
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Bei den Messungen an dem rekombinanten Tic110 konnte ein solcher Anionenkanal nicht
detektiert werden. Moglicherweiseist der mit Tic110 assoziierte Anionenkanal in den wahrend
dieser Arbeit durchgefuhrten Experimenten nicht funktionell oder wird nicht von Tic110 selbst,
sondern von anderen Proteinimportkomponenten gebildet. Diese Befunde deuten auf eine gré-
[3ere Diskrepanz zwischen der Funktion des nativen und rekombinanten Tic110 hin. Auf diesen
Sachverhalt wird bei der Diskussion der an isolierten inneren Chloroplasten-Hullmembranen

gewonnenen Ergebnisse (siehe unter 4.3.2.3) weiter eingegangen.
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4.3 Kanaéle in der inneren Chloroplasten-Hullmembran

Um lonenkanéle in der inneren Chloroplasten-Hullmembran zu identifizieren und zu charakte-
risieren, wurde die Bilayer-Technik angewendet. Bei den zunéchst mit den isolierten Membra-
nen durchgefihrten Experimenten konnten Kanaproteine in die kinstliche Membran
inkorporiert werden, die Stabilitéat des Bilayerswar aber unzureichend. Erst die Fusion der inne-
ren Hullmembranen mit Azolektin-Liposomen fuhrte zu ausrei chend stabilen Bilayern nach der
Applikation der Proteoliposome. Ursache fir die beobachteten Instabilitdten konnte die Lipid-
zusammensetzung der inneren Hullmembran sein. Diese enthdlt hauptséachlich Galactolipide,
aber, im Vergleich zur aulferen Membran, kein Phosphatidylcholin (Douce und Joyard, 1990),
welches der Hauptbestandteil desin dieser Arbeit fur die Herstellung der Bilayer verwendeten
Azolektinsist. Moglichist auch, dass der vergleichsweise hohe Proteingehalt der inneren Mem-
bran (ca. 1 mg Protein je mg Lipid) fUr die instabilen Bilayer verantwortlich ist. Der héhere
Lipidgehalt der Proteoliposome nach der Fusion mit Azolektin konnte somit zu stabileren
Bilayern bei den Messungen fuhren.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen zeigten, dass die innere Chloropla-
sten-HUllmembran eine gréf3ere Zahl von Poren mit unterschiedlicher Selektivitét fir Anionen
und Kationen enthdlt. Die genauere el ektrophysi ol ogische Charakterisierung wurde auf die Kat-
ionen-selektiven Kanéle beschrank.

Relativ haufig war eine Inkorporation von mehreren Kandlen unterschiedlichen Typs in den
Bilayer zu beobachten. Eine Unterscheidung dieser Kandle war in diesen Féllen nur schwer
moglich, deshalb wurden nur Messungen an Bilayern durchgefiihrt, die einzelne Kanéle oder
Kandle desselben Typs enthielten.

Es konnten wéahrend der hier durchgefihrten Messungen zwei Kationen-selektive Kanédle
(CIMCC1 und CIMCC2) charakterisiert werden. CIMCC1 war am haufigsten zu detektieren
und scheint somit einen grof3eren Teil der Kanal population der inneren Membran auszumachen.
Dagegen war CIMCC2 seltener zu sehen, eine Charakterisierung konnte aber trotzdem durch-
gefuhrt werden. Die Leitwerte beider Kandl e lagen im Bereich von 600-700 pSin 250 mM KCl.
Kationen-selektive Kandle mit grof3eren Leitwerten (> 1 nS), wie sie fur die Chloroplasten-
Hullmembran beschrieben wurden (Heiber et al., 1995; Pottosin, 1992) konnten bei den hier
durchgefihrten Messungen nicht registriert werden.

Aufgrund ihrer grundlegenden Eigenschaften (Selektivitat, Leitwert(e) und spannungsabhan-
gige Offenwahrscheinlichkeit) unterscheiden sich die beiden hier untersuchten Kanéle deutlich

von bisher publizierten, in elektrophysiologischen Experimenten charakterisierten Kationen-
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selektiven Poren in der Chloroplasten-Hillmembran, weshalb es sich um bisher noch nicht
beschriebene Kanal proteine handelt.

Neben CIMCC1/2 konnte noch ein weiterer Kationen-Kanal registriert werden, wobei es sich
aufgrund von Selektivitét und Leitwert wahrscheinlich um den von Heiber et al. (1995) und Mi
et al. (1994) beschriebenen Kaliumkanal handelt. Dader Kanal aber nur selten (bzw. nur selten
asaleniger Kanal im Bilayer) zu registrieren war, wurde zunéchst auf eine genauere Charak-

terisierung verzichtet.

4.3.1 Charakterisierung von CIMCC1

4.3.1.1 Grundlegende Eigenschaften

Der Kanal besitzt einen Hauptleitwert von 680 pS und einen etwa halb so grof3en Unterleitwert
von 330 pS (beidesin 250 mM K Cl bestimmt). Der Kanal leitet Kalium 3.5 mal besser als Chlo-
rid und ist somit als méalkig Kationen-selektiv zu bezeichnen. Aufgrund der Selektivitét ist erin
etwavergleichbar mit einem in Patch-Clamp-Experimenten gefundenen, Porin-&hnlichen Kanal
(Pottosin, 1992); ein Kationen-Kanal mit den hier bestimmten Leitwerten ist aber bisher fir die
Chloroplasten-Hullmembran noch nicht beschrieben worden. Aufgrund des hohen Hauptleit-
werts, der vergleichbar ist mit den Leitwerten von bakteriellen Porinen und dhnlichen Poren, ist
ein Durchmesser der durch den Kanal gebildeten Pore von mehr as 1 nm anzunehmen.

Die Offenwahrscheinlichkeit von CIMCCL ist in einem weiten Bereich unabhangig von der
angelegten Membranspannung. Allerdings trat bei den hier durchgeftihrten Messungen eine
recht grof3e Streuung der Messwerte auf. Dieses ist mit den tendentiell instabilen Bilayern zu
erklaren. So waren langere Messungen (> 1 min), vor alem bei htéheren Membranpotentialen,
nicht mdglich. Die Offenwahrscheinlichkeit bel hdheren Spannungen (> 60 mV) konnte daher
nicht bestimmt werden, auch war es nicht moglich, aus den registrierten Daten die Wahrschein-
lichkeiten zu bestimmen, mit denen der Kanal jeweils einen der beiden Offenzustande ein-
nimmt.

Insgesamt kann festgestel It werden, dass der Kanal bei Spannungen zwischen —60 und +60 mV
eine in etwa konstante Offenwahrscheinlichkeit von 70 % besitzt. Im Gegensatz hierzu ist fur
die bisher beschriebenen Kationen-Kand e der Chloroplasten-Hullmembran (mit Ausnahme des
Kaliumkanal s) eine maximale Offenwahrscheinlichkeit bei kleinen Membranpotentialen (< +/-
30 mV) und ein verstérktes Schlief3en der Kandle bei htheren Spannungen beschrieben (Heiber
et al., 1995; Pottosin, 1992).
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4.3.1.2 Effekt von Prapeptiden auf CIMCC1

Daein Schwerpunkt dieser Arbeit in der Charakterisierung von Komponenten des Proteinim-
portapparates lag, wurde Uberprift, ob der Kanal durch das Prapeptid Troe33 beeinflussbar ist.
Die Experimente zeigten, dass Troe33 im Konzentrationsbereich von mehreren 100 nM nur
eine sehr schwache Wirkung auf CIMCC1 hatte. Diese aul3erte sich in einer geringfigigen
Abnahme des Gesamtstromes bel hheren Membranspannungen und Prapeptid-K onzentratio-

nen.

4.3.1.3 Mogliche Rolle des Kanals in vivo

Da CIMCC1 durch Prépeptide nicht nennenswert beeinflusst wird, ist eine Beteiligung dieser
Pore am Import von Praproteinen in den Chloroplasten nicht anzunehmen. Wahrscheinlicher ist
eine Funktion dieses Kanals beim Transport von niedermol ekularen Substanzen (lonen, Meta-
bolite) Uber die Membran.

Der Protonenfluss aus dem Stroma tiber die innere Hullmembran ist gekoppelt an einen Kali-
umeinstrom (Huber und Maury, 1980; Maury et al., 1981; Wu und Berkowitz, 1991; Wu und
Berkowitz, 1992). Aufgrund seiner Selektivitat besteht zwar die Moglichkeit, dassCIMCCl am
Transport von Kalium Uber die innere Membran beteiligt ist, diesesist aber wegen der Existenz
eines spezifischen Kanals fur Kalium (Heiber et al. 1995; Mi et al. 1994) in dieser Membran
wenig wahrscheinlich. Eine Identitét von CIMCC1 mit dem beschriebenen Kaliumkanal kann,
wegen des deutlich grofieren Leitwerts und der sehr viel schwéacheren Selektivitét fur Kalium,
ausgeschlossen werden. Weiterhin ist es unwahrscheinlich, dass es sich bei CIMCC1 um einen
Calciumkanal handelt. Calcium-Transport Uber die innere Chloroplasten-Hullmembran wurde
zwar nachgewiesen und wird wahrscheinlich durch einen lonenkanal mit den dafiir typischen
Eigenschaften vermittelt (Roh et al., 1998); Calciumkande besitzen aber eine viel geringere
Anionen-Leitfahigkeit und einen sehr viel kleineren Einzelkanalleitwert (8-25 pS; Hille, 1992
Kap. 4) adsder hier charakterisierte Kanal.

Dasin der auferen Hillmembran lokalisierte Protein OEP16 ist ein Kationen-selektiver Kanal,
welcher einen Leitwert von 330 pS (in 250 mM KCl) besitzt. Wegen seiner Permeabilitét fir
Aminosauren wird ihm eine Rolle beim Transport dieser Substanzen zugesprochen (Pohlmeyer
et al., 1997). Aufgrund der Kationen-Selektivitat und des in etwa mit OEP16 vergleichbaren
L eitwertes konnte eine mdgliche Funktion von CIMCCL1 im Transport von Aminosauren in den
Chloroplasten liegen. Bisher sind in der inneren Membran nur ein Glutamin/Glutamat- und ein

Glutamat/Mal at-Antiporter beschrieben (Fligge, 1998). Weitere Transportsysteme fir Amino-
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sauren Uber die innere Hullmembran wurden zwar bisher noch nicht nachgewiesen, unbestritten
ist aber sowohl die Aufnahme als auch der Export von weiteren Aminosauren Uber die Chloro-
plasten-Membranen (Neuhaus und Wagner, 2000; Flugge, 1998). Von Schwarz et al. (1994) ist
nachgewiesen worden, dass Translokatoren (in diesem Fall der Triosephosphat-Phosphattrans-
lokator) auch als lonenkanal fungieren konnen. Deshalb besteht die Méglichkeit, dass CIMCC1
identisch mit einem der schon beschriebenen AS-Antiporter (fur Glutamat/Malat bzw Glut-
amin/Glutamat) ist. Im Falle des Glutamat/Malat-Antiportersist eine Funktion als Kationenka-
nal, aufgrund der ausschliefdlich anionischen Substrate, allerdings sehr unwahrscheinlich.
Aufgrund seiner méfdigen lonensel ektivitét konnte auch gemutmal’t werden, dass CIMCC1 am
Transport von neutralen Zuckern (Glucose und Maltose) Uber der inneren Hillmembran betei-
ligt ist. Die Porengrofe des Kanals wére fur einen Durchtritt dieser Substanzen sicherlich aus-
reichend. Zucker-Transporter konnten zwar im Chloroplasten auf molekularer Ebene nur
ansatzweise charakterisiert werden (Schéfer et al., 1977), ein diffusionsgetriebener Transport
von Glucose und Maltose Uber die innere Membran wurde aber nachgewiesen (Schéfer et al.,
1977; Herold et al., 1981; Rost et al., 1997 ).

Fir die hier beschriebenen moglichen Funktionen von CIMCCL in vivoist eine Regulation des
Kanals unerlésslich, damit neben dem eigentlichen Metabolit-Transport keine unspezifische
lonenleitung stattfindet. Denkbar wére hier die Interaktion mit regulatorischen Proteinen (16s-
lich oder membranassoziiert), dieim Stroma oder Intermembranraum lokalisiert sind. Mdglich
waére aul3erdem, dass eine spezifische Bindung der zu transportierenden Substrate eine Permea-
tion anderer Molekule verhindert.

Welitere Experimente mit potentiell zu transportierenden Metaboliten sind nétig, um die Funk-

tion von CIMCC1 und dessen Regulation in vivo weiter aufzuklaren.

4.3.2 Charakterisierung von CIMCC2

4.3.2.1 Grundlegende Eigenschaften

Der Kanal besitzt nur einen Hauptleitwert von 600 pS, ein Unterleitwert wurde nicht beobach-
tet. CIMCC2 leitet Kalium 5.3 mal besser als Chlorid und ist somit selektiv fir Kationen. Diese
Selektivitét ist etwas ausgepragter alsdie von CIMCCL, der Leitwert im Vergleich etwas gerin-
ger as der CIMCC1-Hauptleitwert. Die Offenwahrscheinlichkeit von CIMCC2 konnte nicht
guantitativ bestimmt werden, da fur diesen Kanal wegen der Instabilitéten der Bilayer keine
ausreichende Anzahl léangerer Messungen vorlag. Qualitativ ist der Kanal bei kleinen Membran-

spannungen hauptséchlich gedffnet und schliefdt bel Erhthung des Membranpotentials. Dieses
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Schaltverhalten dhnelt dem von Porin-dhnlichen Kationen-Kanden der Chloroplasten-Hiill-
membran (Heiber et al., 1995; Pottosin, 1992). Allerdingsist der Leitwert von CIMCC2 gerin-
ger alsder dieser Kandle und die Kationen-Selektivitét ist stéarker ausgepragt.

4.3.2.2 Effekt von Prapeptiden auf CIMCC2

Troe33 verursacht einen Block von CIMCC2, der sich schon im Konzentrationsbereich von
wenigen 100 nM auswirkt. Der Block ist abhangig von der angel egten Membranspannung und
auldert sich in dem verstarkten Auftreten von Schaltereignissen. Er tritt dann auf, wenn die
Membranspannung so gerichtet ist, dass das Peptid in den Kanal getrieben wird. Reduziert man
die Membranspannung auf den Ausgangswert (0 mV), soist die Pore wieder gedffnet; der Block
ist somit vollstandig reversibel.

Dieser Effekt von Troe33 auf CIMCC2 &hnelt der Wirkung auf Tic110, wie unter 3.3.3.4
beschrieben. Der Effekt auf CIMCC2 ist aber viel stérker ausgepragt, da sich der Gesamtstrom
schon bel geringerer Konzentration stérker reduziert und auf3erdem der Kanal schon bei gerin-
geren positiven Spannungen fast komplett geschlossen ist. Auch hier ist, aufgrund der Span-
nungsabhéangigkeit des Blocks, eine Bindung des Peptidsin der Kanal pore wahrscheinlich. Die
Grof3e der Pore von CIMCC2 ist wahrscheinlich vergleichbar, wenn nicht sogar grofier, alsdie
von Ticl10, wassich aus Vergleichen der Leitwerte der beiden Poren ergibt.

Fir die Frage nach der Permeation des Prapeptides durch CIMCC2 gilt das fur Tic110 unter
4.2.5 gesagte. Ob Troe33 auf beide Seiten der Pore unterschiedlich stark wirkt, kann aufgrund
der hier erhobenen Daten nicht ermittelt werden. Hierzu — und auch beztglich der genaueren
Prépeptidwirkung auf CIMCC2 — sind noch weitere Experimente nétig (siehe auch Diskussion
Tic110 unter 4.2.6).

4.3.2.3 Maogliche Bedeutung des Kanals in vivo

Aufgrund der spezifischen Interaktion von CIMCC2 mit chloroplastidaren Prépeptiden ist eine
Beteiligung dieser Pore am Proteinimport in den Chloroplasten wahrscheinlich. Die aus dem
L eitwert abgeschétzte Grofe der Kanalporeist ausreichend, um den Durchtritt von Préproteinen
ermoglichen. DaCIMCC2 bei htheren positiven bzw. negativen Membranspannungen schlief3t,
ware eine Regulation mittels des Potentials tUber der inneren Hullmembran, wie schon fir
Tic110 angenommen, denkbar (siehe 4.2.3).

I nsgesamt bestehen auffallige funktionelle Ahnlichkeiten zwischen CIMCC2 und dem rekom-
binanten Tic110. Beide Proteine sind K ationen-sel ektive Poren mit grof3em L eitwert und Porin-
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ahnlicher Spannungsabhangigkeit der Offenwahrscheinlichkeit. Das langsame Schaltverhalten
mit seltenem Flickern ist bel beiden Poren sehr dhnlich, weiterhin werden beide Kanéle span-
nungsabhangig durch ein Prépeptid blockiert. Anderereits bestehen auch eindeutige Unter-
schiede, so ist der Leitwert von CIMCC2 ca. 30 % groler als der von Ticl10, das Protein ist
weniger selektiv fur Kalium und stérker durch die Prapeptide blockierbar.

Diese funktionellen Unterschiede zwischen Tic110 und CIM CC2 kdnnten darin begriindet sein,
dass das hier verwendete Tic110 rekombinant exprimiert ist, wahrend es sich bei CIMCC2 um
ein natives Protein handelt. Weiterhin kdnnten bei den Messungen an CIMCC2 noch andere
Komponenten des Tic-Komplexesbzw. Lipide der inneren Membran im Bilayer vorhanden sein
und Einfluss auf die Kanaleigenschaften des Proteins nehmen.

Bel Patch-Clamp-Messungen an Chloroplasten (van den Wijngaard und Vredenberg, 1997; van
den Wijngaard und Vredenberg, 1999) wurde ein mit Tic110 assoziierter Anionenkana mit
kleinem Leitwert gefunden, der ebenfalls durch Prépeptide blockierbar ist (siehe auch 4.2.6).
Bei diesen Messungen wurden Strome tber eine Sandwich-artige Struktur beider Hullmembra-
nen registriert. Es ist wahrscheinlich, dass bei diesen Messungen mehrere Komponenten des
Tic- und auch des Toc-Komplexes involviert waren, moglicherweise wird der Anionenkanal
nicht primér von Tic110, sondern von anderen Komponenten, die am Proteinimport beteiligt
sind, gebildet.

Aufgrund der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse ist es daher wahrscheinlicher, dass es sich
bei dem Kationen-selektiven CIMCC2 um die native Form des Tic110 handelt.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei angenommene Kaliumkanéle heterolog exprimiert und
untersucht. AufRerdem wurde die elektrophysiologische Charakterisierung des am Proteinim-
port beteiligten Proteins Tic110 durchgefihrt. Erganzt wurden diese Experimente durch eine
el ektrophysiologische Charakterisierung von lonenkanden in der inneren Chloroplasten-Hull-
membran.

Sowohl in Synechocystis sp. PCC 6803 als auch in Arabidopsis thaliana konnten zwei Gene
identifiziert werden, die wahrscheinlich Kaliumkanéle codieren. Das Genprodukt aus Arabi-
dopsisist wahrscheinlich im Chloroplasten lokalisiert und besitzt sechs putative transmembrane
Durchgéange. Es éhnelt strukturell den Kaliumkandlen AKT1 und KAT1. Der potentielle Syn-
echocystis-K anal besitzt aufgrund von Sekundarstrukturvorhersagen Ahnlichkeit mit dem Kali-
umkanal KcsA aus Streptomyces lividans und eukaryontischen Kanden der IRK-Familie.
Beide Proteine wurden als His-Tag Fusionsproteine in Baculovirus-infizierten Sf21-1nsekten-
zellen Uberexprimiert und konnten in der Membranfraktion der Zellen nachgewiesen werden.
Patch-Clamp-Messungen in der 'Whole-Cell’ und’ Excised-Patch’ Konfiguration an den Insek-
tenzellen zeigten, dass keine funktionellen Kandle in der Plasmamembran lokalisiert waren.
Beide Kandle konnten mittels nicht-ionischer Detergentien solubilisiert werden, aber nur der
SynechocystisKanal konnte mittels Ni-Affinitétschromatographie gereinigt werden. Nach
Rekonstitution des Proteins in Azolektin-Liposomen zeigte sich bei Messungen im Bilayer-
System jedoch keine Kanalaktivitét. Ursache hierfir ist wahrscheinlich eine zu geringe Offen-
wahrscheinlichkeit des Proteins oder eine nicht funktionelle Rekonstitution.

Weiterhin wurden bei elektrophysiologischen Messungen mit der Bilayer-Methode |onenka-
nale in der isolierten inneren Hillmembran von Chloroplasten untersucht. Es konnte die Exi-
stenz eines Kaliumkanals bestétigt sowie zwei bisher unbekannte Kandle (CIMCC1 und
CIMCC2) charakterisiert werden. CIMCCL1 ist mafdig selektiv fur Kationen (Px/Pg = 3.5),
besitzt einen Haupt- und einen Unterleitwert von 680 bzw. 330 pS (in 250 mM KCI) und eine
spannungsunabhéngige Offenwahrscheinlichkeit von 70 %. Der Kanal konnte aufgrund seiner
Eigenschaften am Transport von Aminosdauren tber die innere Chloroplasten-Hullmembran
beteiligt sein.

CIMCC2 ist Kationen-selektiv (P¢/P¢c = 5.3), besitzt einen Leitwert von 600 pS (in 250 mM
KCI) und schliefdt bel hoheren positiven bzw. negativen Membranpotentialen. Der Kanal ist
durch wenige 100 nM des Prapeptids Troe33 blockierbar, weshalb er eine Rolleim Import von

Proteinen in den Chloroplasten spielen kénnte.
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Ferner konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass das Protein Tic110 nach hetero-
loger Expression in E. coli und Rekonstitution in Liposome eine hydrophile Pore bildet, deren
Eigenschaften denen von Proteinimportkanélen in der aufReren Membran von Chloroplasten und
Mitochondrien &hnelt. Aufgrund einer Sekundéarstrukturvorhersage und des CD-Spektrumsiist,
im Gegensatz zu vorherigen Annahmen, eine von b-Faltbl&ttern dominierte Sekundéarstruktur
wahrscheinlich. Der durch Tic110 gebildete Kanal ist Kationen-selektiv, hat einen Leitwert von
446 pSin 250 mM KCI und einen Porendurchmesser zwischen 15 und 34 Angstrom. Die span-
nungsabhéngige Offenwahrscheinlichkeit ist maximal bel kleinen Membranpotentialen und
nimmt zu héheren positiven und negativen Spannungen hin ab. Weiterhin ist der Kanal durch
geringe Konzentrationen des Prépeptids Troe33 (ca. 100 nM) spezifisch hemmbar.

Tic110 besitzt funktionell eine starke Ahnlichkeit mit CIMCC2 in der inneren Hiillmembran,
was nahelegt, dass es sich hierbei um die gleichen Proteine handelt.

Ausgehend von diesen Eigenschaften ist es wahrscheinlich, dass Tic110 die Proteinimportpore

der inneren Chloroplasten-Hullmembran darstellt.
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Transfer-RNA

Transitpeptid des 33kDa Proteins des ‘oxygen evolving complex'

Unit
Umdrehungen pro Minute
Ultra-Violett
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