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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Stomata regulieren den Gasaustausch in Landpfiaen

Wasser stellt fir Pflanzen eine essentielle Ressodar. Nach dem Ubergang von einer
aquatischen Lebensweise zur Landbesiedelung mudsteiniihen Landpflanzen Strategien
entwickeln, um die schwankende Wasserverfigbagkeizugleichen. Durch die Entwicklung
von Wurzeln konnten Landpflanzen das Wasserreseinoi Boden erschlieBen. Zudem
entwickelten sie weitere Anpassungen zur effektivewasseraufnahme und
Wasserkonservierung. Primér schitzen sich Landpdlaigegen Austrocknung durch Bildung
einer dichten Epidermis, die zusatzlich mit eineadisschicht (Kutikula) Uberzogen ist
(Edwards 1993; Yeats and Rose 2013). Um dennoelm dinstausch von Gasen (@) und
Wasser mit der Umwelt zu erlauben, sind Offnungeder Pflanzenepidermis eingelassen, die
je nach Bedarf gedffnet und geschlossen werdenediriie Offnungsweite der sogenannten
Stomata wird durch biotische Faktoren wie z.B. Bgémbefall (Melotto, Underwood et al.
2006), sowie durch abiotische Faktoren, wie z.Bhteinstrahlung, C®Partialdruck im Blatt
als auch die Temperatur oder die Verfligbarkeit Waasser beeinflusst (Willmer and Fricker
1996; MacRobbie 1998; Hedrich, Neimanis et al. 2004enn Licht auf die Pflanze fallt, startet
die Photosynthese, wodurch der&Rartialdruck im Blatt sinkt und sich die Stomasaalifhin
offnen, um aus der Umgebung €&ufzunehmen. Hohe Temperaturen kénnen ebenfalls da
fuhren, dass sich die Stomata 6ffnen, um die Vestlung zu erhéhen, was einen kihlenden
Effekt auf die Pflanze hat. Damit einher geht jddoumer ein erhbhter Wasserverlust, der bei
Trockenheit im Boden oder in der Luft schnell zurel¥én der Pflanze fihren wirde. In dieser
Situation synthetisiert die Pflanze das Phytohormdscisinsdure (ABA), das Uber einen
kurzen Signalweg zum schnellen Stomaschluss fiacRobbie 1998; Kim, Bohmer et al.
2010; Hedrich 2012).

1.2 Stomatypen und -aufbau

Die meisten Stomata befinden sich in den BlattemRflanzen, sind aber auch an anderen der
Luft zuganglichen Pflanzenteilen zu finden (Willmeerd Fricker 1996). Je nachdem wie die
Stomata in den Blattern angeordnet sind, unterdehanan zwischen hypo-, hyper- und

amphistomatischen Blattern.
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1 Einleitung

Bei hypostomatischen Blattern befinden sich diartia auf der Blattunterseite. Die Stomata
sind so vor direkter Sonneneinstrahlung geschD&tsich die Blattunterseite nicht so schnell
aufheizt wie die Blattoberseite, schitzt diese rholpgische Anpassung vor erhohter
Transpiration. Dieser Blatttyp ist am weitesterbwveitet und kommt in vielen Pflanzenfamilien

vor.

Hyperstomatische Blatter haben ihre Stomata auBdgtoberseite angeordnet. Dieser Blatttyp
ist haufig bei Schwimmblattern von Wasserpflanzeizugreffen, wie z.B. bei Seerosen
(Nymphaeaceae). Der Transpirationsschutz kann hier vernachlésgggden und ein optimaler

Gasaustausch wird durch diesen Aufbau erreichtledaVind tber die Blattoberseite streifen
kann. Bei auf dem Wasser liegenden Blattern wane &ibkalisation der Stomata auf der
Unterseite von Blattern eher hinderlich, da dornt @irekter Kontakt zum Wasser entstehen

wirde, was einen Gasaustausch behindert.

Amphistomatische Blatter besitzen sowohl auf dettBberseite als auch der Blattunterseite
Stomata. Beispiele hierfur sind Graser oder diediadon Koniferen.

Der Stomaaparrat ist ein Komplex aus mehreren Zelbei man zwischen Haupt- und
Nebenzellen unterscheidet (Bergmann and Sack 2D@&kt hinter den Stomata befindet sich
der Interzellularraum, eine Art Atemhohle, an dere ghotosyntetisch aktiven Gewebe
angrenzen. Durch diesen Aufbau wird ein effektiGasaustausch mit dem Palisaden- und
Schamparenchym des Blattes erreicht. Das eigeatfithma wird von den beiden Hauptzellen
(Schlie3zellen) gebildet. In der Natur haben sielnsehiedene Arten bzw. Bautypen von
Stomata entwickelt. Man unterscheidet zwischen Belmenférmigen Helleborus-Typ, dem
hantelformigen Gramineen-Typ, dem reduzierten MRityp sowie dem Amaryllideen-Typ
(Abbildung 1.2.1). Der Helleborus-Typ kommt vorea bei zweikeimblattrigen Pflanzen
(Dicotyledoneae) vor, der hantelférmige Graminegp-fiingegen existiert nur in Grasern. Der
reduzierten Mniumtyp ist nur in Farnen und Moosenudreffen. Stomata des Amaryllideen-

Types sind unter anderem in der Gattung der Amargtizutreffen.
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1 Einleitung

Abbildung 1.2.1: Mikroskopische Aufnahmen der beiden haufigsten Stomtatypen. Links die
bohnenférmigen Schlie3zellen des Helleborus-Typ aadh des Beispiels der Tagblum€&onmelina
communis). Rechts die hantelférmigen Schlie3zellen des Graem-Typ wie er in den Grasern vorkommt, hier

am Beispiel von ReigJryza sativa). Abbildung wurde aus (Hetherington and Woodwad83 entnommen.

Neben ihrer aul3eren Erscheinung unterscheiderd&chypen auch in dem Grad und der Art
wie ihre Zellwande verdickt sind. Diese Verdickungsind essentiell fir das Offnen und
Schliel3en der Stomata, und beeinflussen auch digtuRig in welche sich die Schliel3zellen
bei  Turgorabnahme (Wasserabgabe) oder  Turgorerigohu(Wasseraufnahme)
zusammenziehen bzw. ausdehnen konnen. Der MniumbBtpweitgehend unverdickte
Zellwande, bei Turgorerhthung runden sich die Zeilb und geben den Atemspalt frei. Die
Bewegung der Zellen erfolgt dabei eher senkrechtEpidermisoberflache. Der Gramineen-
Typ zeigt unverdickte Zellwande in den Keulenbdreit, wohingegen die ,Griffe* der Hanteln
stark verdickt sind. Bei Turgorzunahme schwellentdasenférmigen Zellenden an, und ziehen
somit die formstabilen Mittelteile parallel zur Bigpidermis auseinander (Shoemake.Em and
Srivasta.Lm 1973). Beim Amaryllideen-Typ ist die uBawand stark verdickt und die
Ruckenwand flexibel, so kann eine Ausdehnung undegeng der Zellen parallel zur
Epidermisoberflache stattfinden. Der Helleborus-aiapelt dem Amarylideen-Typ. Auch hier
sind die Zellwande unterschiedlich stark verdickigi Turgorzunahme schwellen die
Schliel3zellen zu den Nebenzellen hin an, jedoablgirhier eine asymmetrische Bewegung
senkrecht und parallel zur Epidermisoberflache liéihreinem Gelenk (Demichel.Dw and
Sharpe 1973). Wéahrend des Ausdehnens oder Schmsngé Schlie3zellen kommt es zu
grofRen Volumenanderungen, welche auch eine AnpgssemZellmembran erfordern. Dies
wird durch Internalisierung bzw. Remobilisierungr d&llmembran gewahrleistet. Hierbei
werden bei Volumenzunahme durch Exozytose-Vesikelder Zellmembran verschmolzen
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1 Einleitung

bzw. werden Vesikel durch Endozytose bei der Volureéuzierung aus der Zellmembran
abgeschnurt (Shope, DeWald et al. 2003).

1.3 Stomabewegung

Die Offnungsweite der Stomata kann durch die P#amguliert werden, und sich somit den
Umweltbedingungen anpassen. In Abschnitt 1.2 wineleits beschrieben, wie hierbei die
unterschiedliche Auspragung der Zellwanddicke ihli88zellen eine wichtige Rolle spielt.
Diese morphologischen Eigenschaften der Schlie®zelimoglichen ein Offnen und SchlieRen
der Stomata durch Erhohen bzw. Senken des TurgoasKs, Cowan et al. 1998). Durch die
Aufnahme bzw. Abgabe von Osmotika in bzw. aus dehli&3zellen wird ein passiver
Nachstrom von Wasser in bzw. aus den SchlieRzéllguziert. Das Wasser wird dabei aus
dem Apoplasten aufgenommen und diffundiert UbeZelémembran in die Schlie3zellen. Des
Weitern wird die Diffusion des Wassers durch Aquapoin der Zellmembran erleichtert.
Diese wasserleitenden Proteine wurden fur Schlleffe@achgewiesen und bestreiten den
Grol3teil des passiven WasserfluRes Uber die Zelbrem(Kaldenhoff, Kolling et al. 1993;
Kammerloher, Fischer et al. 1994; Sarda, Touschl.e1997; Fraysse, Wells et al. 2005;
Kaldenhoff and Fischer 2006; Shope and Mott 20D&y.Wasserflul3 bewirkt schlief3lich eine
Turgorénderung in den Schlief3zellen. Bei Turgorhoma (Wassereinstrom) schwellen die
Schlief3zellen an und das Stoma 6ffnet sich. Beggdiabnahme schrumpfen die Zellen und das
Stoma schlielt sich (Franks, Buckley et al. 200A)r eine detaillierte Ubersicht siehe
Abbildung 1.8.1. Eine Steuerung des Turgors istmaglich, weil Schlie3zellen nicht mit dem
umgebenden Gewebe durch Plasmodesmata verbundesommtivom Turgor umgebender
Zellen isoliert sind (Wille and Lucas 1984). Alsraatika dienen lonen wie Chlorid, Kalium
und Malat oder Stoffwechselprodukte wie Sacchanmsé andere Zucker, welche durch
Transport Uber die Zellmembran in die Zellen eimgebt oder durch Synthese in den
Schliel3zellen hergestellt werden. Mit dem Einstrnaon grof3en Mengen an Osmotika bzw.
lonen kann es zu ungiinstigen Anderungen der Zytosammensetzung kommen. Um das
Milieu im Zytosol konstant zu halten, werden dienasisch aktiven Stoffe zum Grof3teil in die
Vakuolen der Schlie3zellen beférdert (MacRobbie&0lartinoia, Maeshima et al. 2007).
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1 Einleitung

1.4. Kationentransporter der Schliel3zellmembran

1.4.1 Funktion von Kationentransportern bei der Stonatffnung

Wie zuvor erwahnt, wird die Stomadffnung durch diafnahme von Osmotika in die
SchlieRzellen erreicht. Dieser Prozess wir dur¢hARPasen energetisiert, die sich in der
Plasmamembran der Schlie3zellen befinden (Becladiinger et al. 1993). Durch den aktiven
Transport der FHlonen in den Apoplasten, wird die Plasmamembrapelpolarisiert. Der
erzeugte elektrochemische Protonengradient wird emen durch sekundar-aktive Protonen-
gekoppelte Transporter genutzt und zum anderen adgrdonentransport Uber Kanalproteine
durch das generierte Membranpotential angetrieBbhildung 1.8.1) (Assmann, Simoncini et
al. 1985; Shimazaki, lino et al. 1986). KinoshitaduShimazaki fanden heraus, dass Blaulicht
die Protonenpumpen VHAL und VHA2Vcia faba aktiviert (Kinoshita and Shimazaki 1999).
Des Weiteren wurde gezeigt, dass Blaulicht die pthos/lierung des C-Terminus diesef-H
ATPasen hervorruft. Kinoshita und Shimazaki nahraen dass dies durch eine Blaulicht
aktivierte Kinase geschieht. Die Identitat der K@avar damals jedoch noch nicht bekannt
(Kinoshita and Shimazaki 1999).

In Arabidopsis thaliana wurde gezeigt, dass die'tATPase AtAHA1 maf3geblich am Aufbau
der protonenmotorischen Kraft Gber der Plasmamembea Schliel3zellen beteiligt ist. Eine
Punktmutation in AtAHAL fiihrte zum Phéanotyp OST2péD Stomata 2). Diese transgenen
Pflanzen sind nicht in der Lage ihre Stomata zliefdéan (Merlot, Leonhardt et al. 2007). Die
Punktmutation in AtAHAL aktivierte die Protonenpuenkonstitutiv wodurch eine Inhibition
der ATPase-Aktivitat durch ABA verhindert wurde. tdnnormalen Bedingungen fuhrt die
Anwesenheit von ABA zu einer 60-65%igen Hemmung Al€Pase-Aktivitat inV. faba
(Zzhang, Wang et al. 2004) undAnthaliana. (Roelfsema, Staal et al. 1998). Dies ist esdéntie
fur den Stomaschluss. Es wurde angenommen, dassridhte Aktivitat der ATPase und, die
daraus resultierende ABA-Insensivitat der Protonempe, zu einer starken konstitutiven
Hyperpolarisierung der Plasmamembran fihrt. Nebanlohibierung der ATPase-Aktivitat
fuhrt die Applikation von ABA auch zu einer Aktiviegng von S- und R-Typ Anionenkanélen
(Abschnitt 1.5). Die Aktivitat dieser Anionenkanaepolarisiert das Membranpotential der
SchlieRzellen, um einen "KAusstrom thermodynamisch zu erlauben. Jedoch rcluke
Aktivitat der Anionenkanale nicht auszureichen, dia hyperpolarisierende Wirkung der
AtAHA1 Mutante aufzuheben. Deshalb wird der Storhasss in derost2 Mutante inhibiert
(Merlot, Leonhardt et al. 2007).
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Die Suche nach den Blaulichtrezeptoren, die fir Aligivierung der H-ATPase sorgen,
gestaltete sich schwierig. Es war bekannt, dasbaloien Gen®hotl undPhot2 mal3geblich
die Reaktion von Chloroplasten auf Licht und dietetropismusreaktion steuern (Kagawa,
Sakai et al. 2001; Sakai, Kagawa et al. 2001).9xaah bei Photl und Phot2 um Serin/Threonin
Rezeptorkinasen handelt, waren sie vielverspreahkKaddidaten. Single-Knock-Out Pflanzen
Offneten jedoch bei Blaulichtgabe immer noch ihtentata (Lasceve, Leymarie et al. 1999).
Erst durch gleichzeitiges Ausschalten der beidemeG@nnten Kinoshitet al. zeigen, dass die
Double-Knock-Out Pflanzen eine erheblich gerindgdeilichtreaktion der Stomata zeigten als
der WT und die Single-Knock-Out Mutanten (Kinoshei et al. 2001). Zudem konnte An
thaliana Mesophyllzellen gezeigt werden, dass Blaulichtvégtte C&*-Kanale in Doppel-
Knock-Out Mutanten von Photl / Phot2 nicht mehnaddt werden kbnnen (Stoelzle, Kagawa
et al. 2003). Dieser Umstand lie3 vermuten, dadgilfa als Second Messenger fungieren
kénnte, und das wiederum kalziumabhéngige Kinas&ldPKs, CIPKs; Abschnitt 1.7.4)
“downstream*” Zielproteine wie z.B. die'HATPase ATAHAL regulieren kdnnten.

Gedffnete SchlieRzellen weisen im Vergleich zu bkessenen Schliel3zellen einen erhéhte K
Konzentration auf. Roelf'sema und Hedrich (2005ytesi, dass gedffnete Schliel3zellen 2,5
pmol K* pro Schlie3zelle enthielten, wohingegen geschimsSzhliezellen nur 0,3 pmol K
pro SchlieRzelle zeigten (Humble and Raschke 1Bigther 1972; Outlaw and Lowry 1977).
Dies lasst vermuten, dass fur das Offnen der Skdien die Aufnahme von Kalium eine
entscheidende Rolle spielt. MacRobbie (1987) zeutfesv. faba Schliel3zellen bis zu 2 pmol
Kalium wahrend des Offnens aufnehmen. Unter Beitbkgung der Aufnahme von
Gegenionen (wie z.B. Malat und Chlorid) errechnetan eine Turgorerhéhung, die zur
Offnung der Stoma ausreicht, auch wenn diese nilgtandig stattfinden kann (MacRobbie
1987; Roelfsema and Hedrich 2005). Der Kaliumtranspvird durch die FATPase-
vermittelte Hyperpolarisation der Plasmamembraeiehnt. Das negative Membranpotential
befahigt Kationenkanéle dazu Kalium in die Schlelén aufzunehmen. Da die Intensitat und
die Richtung des Kaliumstroms durch einen Katiomeak nur durch den elektrochemischen
Kaliumgradienten bestimmt wird, muss das Membragmicdl der Schliel3zelle zur Aufnahme
von Kalium negativer als das Umkehrpotential furlita liegen. In sich 6ffnenden
Schliel3zellen wurden Spannungen von -100 mV bi@ m¥ ermittelt (Dietrich, Sanders et al.
2001; Roelfsema, Steinmeyer et al. 2001). Beim lgeigen Kaliumgradienten reicht dieses
Membranpotential aus, um Kalium entgegen des clomams K-Gradienten in die
Schliel3zellen aufzunehmen (Abbildung 1.8.1).
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Der erste identifizierte und klonierte KationenklanaSchliel3zellen war KAT1 (Schachtman,
Schroeder et al. 1992; Nakamura, McKendree eB85). Bei KAT1 handelt es sich um einen
sechs Transmembranen umfassenden Kanal der zulid-deriShaker-Kanale gehort, welcher
stark in der Plasmamembran von Schlie3zellen exgrirwird (Nakamura, McKendree et al.
1995; Dietrich, Sanders et al. 2001; Sharma, Dreyat. 2013). Die vierte Transmembran des
Kanals dient als Spannungssensor, und nimmt dieekpgparisation in der Plasmamembran
wahr und (bersetzt das Spannungssignal in das ©Offiee Kanalpore. Durch Knock-Out
Mutanten von KATL1 inA. thaliana konnte gezeigt werden, dass der Verlust von KAIEhtn
zu einer Inhibition der Stomaé6ffnung fuhren musgy(8ki, Ivashikina et al. 2001). Neben
KAT1 wurden noch weitere einwarts-gleichrichtendalimkanale der Shakerfamilie in
Schliel3zellen gefunden (AKT1, AKT2/3, KC1, KAT2).IsAHomo- oder Heterotetramere
vermitteln sie zusammen die hyperpolarisationsvaktie Aufnahme von Kalium in
Schliel3zellen (Dreyer, Antunes et al. 1997; Kwakjra et al. 2001; Sharma, Dreyer et al.
2013) und spielen deshalb eine entscheidende Beithe Transport des Hauptosmotikums bei
der Stomaéffnung.

Zusatzlich zu der Aufnahme von Kalium ist die Btstellung von Zuckern (Glukose,

Saccharose) und organischen Sauren eine Moglicklesit Turgor zu erhéhen. So konnte
gezeigt werden, dass der Malatgehalt in Schlie@zadtark ansteigt wenn sich diese Offnen
(Allaway 1973). Auch konnten Raschke und Schna®T8) zeigen, dass Malat im grofRen Malf3
als Gegenion fur den Kaliumeinstrom verwendet wivdnn Chlorid nicht im Auf3enmedium

vorhanden ist. Hierbei stellt sich allerdings drade, ob Malat durch einen Abbau von Starke
in der Zelle selbst synthetisiert, aus anderen I&gawegen (Citronensaurezyklus) rekrutiert

oder ob es Uber einen Transporter aufgenommen(Aischnitt 1.5).

1.4.2 Funktion von Kationenkanéle beim Stomaschluss

Wie Felle (2000) beschreibt, kommt es beim Stomlaseh zu einer Zunahme der
apoplastischen Chlorid- und Kaliumkonzentratioreda Daten bestéatigen die Theorie, dass es
durch den Efflux von Anion aus der Schlie3zelleemer Depolarisation der Plasmamembran
kommt (Abschnitt 1.5), wodurch wiederum spannunbgéalgige einwartsgerichteteé fkanale
aktiviert werden (Roelfsema and Prins 1998; RoriseSteinmeyer et al. 2001). Da durch die
Depolarisation der Plasmamembran das Membranpakengpositiv. zum K-
Gleichgewichtspotential verschoben wird, kann eatildnausstrom erfolgen. Als essentieller
Kaliumkanal fir den Stomaschluss hat sich GORK (@ @ell Outward Rectifiing K-channel)

erwiesen. Dieser Kanal gehort zu der Familie Shletiumkanéle (Dietrich, Sanders et al.
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2001) und seine molekulare Identitat, sowie diekstéddomologie zwischen den Strémen von
GORK und den K-Auswartsgleichrichtern, wurde von Ache (2000) lterbeschrieben. Im
Gengensatz zu den multipleri-Kknportern (Dietrich, Sanders et al. 2001), sch&@RK eine
besondere Stellung bei dem Efflux von Kalium eiretumen. So zeigte die Arbeit von Haay
al. (2003), dass Knock-Out Pflanzen W thaliana (gork-1) keine der typischen K
Auswartsstrome aufwiesen, wohingegen dieBfhwartsstrome immer noch prasent waren.
gork-1 Pflanzen zeigten einen verminderten Stomaschlusdiauabe von ABA und hatten
hohere Transpirationsraten als WildtyppflanzenQegensatz dazu hatte das Ausschalten von
KAT1 keinen Einfluss auf das Verhalten der Stomadgumg (Szyroki, lvashikina et al. 2001).
Durch den von GORK erzeugten Efflux von Kationemdmviederum ein Nachstrom von
Wasser aus der Zelle induziert, welcher zum Scéhefer Stoma fuhrt.

1.5 Anionentransport in der SchlieRzellmembran: DieS-Typ und R-Typ

Kanale

Wie bereits in den anderen Abschnitten angemerkdeyspielen die S- und R-Typ Kanéle bei
dem SchlieBen der Stomata eine essentielle RoBewtrde beobachtet, dass mit dem
Stomaschluss ein Ausstrom von Anionen wie Chlomtl Malat aus den Schlief3zellen
einhergeht (Felle, Hanstein et al. 2000). Als Medien dieses Stroms wurden die S- und R-
Typ Anionenkanale identifiziert. S- und R-Typ Kam&urden zuerst iN. faba beschrieben,
wobei der S-Typ durch Schroeder und Hagiwara (198@) der R-Typ durch Hedriok al.
(Keller, Hedrich et al. 1989; Hedrich, Busch et1l890) mit der Patch-Clamp Technik erfasst
wurden. Spéter folgten dann auch Beschreibungersdigs inA. thaliana durch Peiet al.
(Pei, Kuchitsu et al. 1997). R-Typ Stréme wurden Swmspensionszellen von Tabak
(Zimmermann, Thomine et al. 1994), als auch im Hgbloyl (Thomine, Zimmermann et al.
1995) und den Schlief3zellen (Pei, Murata et al.02®belfsema, Levchenko et al. 2004;

Levchenko, Konrad et al. 2005) vénthaliana nachgewiesen.

Unter S- und R-Typ Kandalen versteht man Anionenladé sich in ihren biophysikalischen
und pharmakologischen Eigenschaften unterscheidber jeweils einen Ausstrom von
Anionen aus den Zellen vermitteln. S-Typ Kandale itaem eine langsame
Deaktivierungskinetik mit einer Relaxationszeit e Sekunden- bis Minutenbereich liegt.
Des Weiteren zeigen sie nur eine geringe Spannbhgsgigkeit (Roelfsema and Hedrich
2005) und eine Aktivitat Uber einen weiten Spanipegeich von +60 mV bis -200 mV
(MacRobbie 1998; Scherzer 2012). S-Typ Kanéle piemae Chlorid und Nitrat, aber keine
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Dicarboxylate wie z.B. Malat (Geiger, Scherzer [e2809; Geiger, Maierhofer et al. 2011).
Durch diese Eigenschaften sind sie geeignet UbmgelaZeit einen Anionenausstrom zu
gewahrleisten, was sich wiederum in einer starkepdarisation der Plasmamembran und der
damit verbundenen Aktivierung von auswartsgleiditeaden Kaliumkanalen niederschlagt.
Der Efflux von Anionen und Kalium fihrt schlieBlicaum Stomaschluss. Bei der
blaulichtabhangigen Stomad6ffnung hingegen werdéypSnionenkanale gehemmt (Marten,
Hedrich et al. 2007) um eine Behinderung der Stdfnarng zu umgehen.

Im Gegensatz zu S-typ Anionenkanalen besitzen RKRyiile eine schnelle Aktivierungs- und
Deaktivierungskinetik mit Relaxationszeiten dieMillisekunden- bis Sekundenbereich liegen
(Zimmermann, Thomine et al. 1994; Kolb, Marten let1895; Thomine, Zimmermann et al.
1995). Zudem zeigen Patch-Clamp Untersuchungensgéanike Spannungsabhéangigkeit der R-
Typ Anionenstrome (Hedrich and Marten 1993; Kollaridn et al. 1995), was zur Ausbildung
einer fur diese Kanalart typischen Glockenkurve Stromspannungsdiagrammen fihrt
(Abbildung 3.1, Abbildung 3.3.3 a) Bei physiologien Membranspannungen der
Schlief3zellen (-150 mV - -200 mV) sind R-Typ Kan&eschlossen. Erhoht sich die
Membranspannung nimmt die Offenwahrscheinlichkeiund die R-Typ Kandle 6ffnen sich
(Kolb, Marten et al. 1995; Roelfsema and HedricB3)(Ligaba, Dreyer et al. 2013). R-Typ
Kanale konnen Nitrat, Chlorid, Malat und Sulfatégi (Hedrich, Marten et al. 1994; Frachisse,
Thomine et al. 1999; Ligaba, Dreyer et al. 2013i. \izeiteres typisches Merkmal der R-Typ
Kandale ist ihre Malat-abhangige Steigerung der @¥fhrscheinlichkeit. Patch-Clamp
Arbeiten von Hedrich und Marten aus dem Jahr (18843CAC1 (Guard Cell Anion Channel
1) — einem R-Typ Kanal — verdeutlichen dies seht. u Anwesenheit von Malat im
AuBBenmedium wurde eine Verschiebung der Offenwaleistichkeit zu negativeren
Membranpotentialen beobachtet. Eine Erh6hung déatktanzentration auf 0,4 mM verschob
die glockenformigen Peakstrome um 38 mV hin zu negeen Membranspannungen. Ein
weiteres Erhdhen der Malatkonzentration verschelPdiakstrome weiter zu noch negativeren
Spannungen. Gleichzeitig wurde mit der Verschiebdeg Offenwahrscheinlichkiet eine
Erhbéhung der Peakstrome beobachtet. Dies wurdeufdaratckgefuhrt, dass durch die
Verschiebung des ,Gating“-Fensters zu negativerepanBungen eine hoéhere
elektromotorische Kraft auf den Kanal bzw. lonesgaiibt wurde. Dies hatte einen stéarkeren
lonenfluss zur Folge. Durch die Malat-induzierter&ghiebung des spannungsabhangigen
Offnens zu negativeren Spannungen, aktivieren di€yR Kanale im physiologischen
Spannungsbereich und depolarisieren somit die &&rgillmembran. Gleichzeitig schlossen

die Autoren aus ihren Experimenten, dass die Bigdsielle fir die Malatmodulation
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extrazellular vorliegen muss, da eine Erhohung ideazellularen Malatkonzentration zu
keiner Verschiebung des Gating-Fensters fuhrtectibdiesen Effekt und durch die Malat-
Leitfahigkeit von GCAC1 (R-Typ Kanalen) wird einedd-Forward Schleife gebildet, die das
Schliel3en der Stomata unterstiitzt. Eine Verschighien relativen Offenwahrscheinlichkeit
wurde auch bei der Applikation von Sulfat (Frachjsehomine et al. 1999) und@; (Ligaba,
Dreyer et al. 2013) beobachtet. So verschob didikagmn von 1 mM HO» auf Hypocothyl
Protoplasten die R-Typ Peakstrome um 20 mV zu neganh Spannungen. Dieser Effekt
scheint jedoch von den verwendeten Zelltypen abmyd Experimente mit 40> in
Schliel3zellprotoplasten hatten keinen Effekt aef RiTyp Strome (Pei, Murata et al. 2000).
Deshalb wurde spekuliert, dass in unterschiedlichelitypen verschiedene R-Typ Kanéle
exprimiert werden und dass diese unterschiedli¢isamuli reagieren. Ein weiteres Beispiel
fur die Modulation der R-Typ Kanalaktivitat durattriazellulare bzw. extrazellulare Effektoren
beschrieben Babier-Brygoo und ihre Kollegen in reedm Veroffentlichungen (Zimmermann,
Thomine et al. 1994; Thomine, Zimmermann et al.519%olcombet, Thomine et al. 2001).
Patch-Clamp Experimente zeigten, dass in AnwesenbeiNukleotiden (10 mM MgATP) R-
Typ Strome inA. thaliana Hypocothyl Protoplasten aufgezeichnet werden kemnDas
Entfernen der Nukleotide aus der Pipettenlésungra@elluldar) sorgte fur eine starke
Veranderung der R-Typ Strome (Zimmermann, Thomineak 1994). Die schnelle
Deaktivierung der R-Typ Strome wurde in AbwesentertNukleotide zunehmend langsamer,
von 2 ms hin zu 200 ms. Zudem verloren die Strom&rudiesen Bedingungen ihre
Spannungsabhangigkeit und glichen dann eher demspgsunabhangigen Stromen des S-
Typs. Da die Verwendung des Phosphataseinhibit&tad&séure (Ocadeic Acid) fur die
Ruckkehr der R-Typ Strome sorgte, und der Kinagleitdn Staurosporine den gegenteiligen
Effekt auf die Strome hatte, wurde dartber spekultass der Phosphorylierungszustand fur
die Aktivitat des Kanals verantwortlich ist. Sp#@ekrbeiten zeigten dann, dass durch die
Nukleotidkonzentration im Medium die relativen Qffeahrscheinlichkeiten des Kanals
beeinflusst wurden, nicht jedoch die Einzelkanaldéogen (Thomine, Zimmermann et al.
1995). Mit sinkender Nukleotidkonzentration verdetsich die Offenwahrscheinlichkeit des
Kanals hin zu hyperpolarisierten Membranspannung@udem zeigte sich, dass
unterschiedliche Nukleotide unterschiedlich starkdfekte besitzen. So verschob
intrazellulares AMP (10 mM) die gemessenen relati@éfenwahrscheinlichkeiten starker zu
negativen Spannungen als dies ATP (10 mM) vermd&@ua&combet, Thomine et al. 2001). In
der gleichen Arbeit konnte gezeigt werden, dassraegtiulares Chlorid einen

entgegengesetzten Effekt auf die R-Typ Kandle impddgpthyl hatte. Mit steigender
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Chloridkonzentration verschob sich die Offenwahesalichkeit - und somit das Gating-
Fenster - hin zu depolarisierten Spannungen, was Mekleotideffekt entgegen wirkte. Die
Autoren schlossen aus diesen Arbeiten, dass diel&em des R-Typ Kanals nicht durch den
Phosphorylierungsstatus hervorgerufen wird, sonderoh direkte Interaktion der Nukleotide
mit dem Kanal. Es wurde vermutet, dass Nukleotmaeungsabhangig in die Pore des Kanals
eindringen und diese blockieren. Diese Vermutungdewdurch die Tatsache bestatigt, dass
sich die Deaktivierungskinetiken durch die Nukldktinzentration &ndern, nicht jedoch die
Aktivierungskinetiken. Zudem zeigten diese Dateassddie Mdoglichkeit besteht, R-Typ
Kanale in Kanale mit S-Typ-ahnlichen Eigenschaftariiberfiihren. Ahnliche Uberlegungen
stellten bereits Dietrich und Hedrich (1994) anpeicsie davon ausgingen, dass S-Typ und R-
Typ Strome von einem einzigen Kanal mit zwei urdkiesdlichen Gating-Zustanden
hervorgerufen werden. Sehr viel spater zeigte @dbch, das$- und R-Typ Strome nicht
denselben genetischen Ursprung haben (VahisallisKet al. 2008). Der Verlust des Gens,
das fur einen putativen S-Typ Kanal kodiert, hme Auswirkung auf die R-Typ Strome in
Arabidopsis Schliel3zellen. Diese Entdeckung spricht starkdalfiss beide Kanaltypen durch

unterschiedliche Gene kodiert werden.

1.5.1 Die molekulare Basis fur S-Typ Strome bliekahge ungewiss

Obwohl S-Typ, wie auch R-Typ Anionenstrome langé Bekannt waren und mit der Patch-
Clamp-Technik in Protoplasten von verschiedenettypan charakterisiert wurden, konnten
die Gene, die fur S-Typ und R-Typ Stréme verantliabrsind, erst kirzlich aufgeklart werden.
Vahisaluet al. isolierten im Jahr (2008) ein Gen aus dem GenomAy thaliana, das fur den
S-Typ Anionenkanal SLAC1_(Slow Anion Channel asatexl 1) kodiert. Ein Mutanten-
Screening zeigte, daskacl-1 undslacl-3 Mutanten einen gestorten Stomaschluss auf aul3ere
Reize wie erhohte C&Konzentration, verringerte Luftfeuchtigkeit, ABAnd Kalzium-Gabe
hatten. GUS-Farbungen als auch GFP-Lokalisatiodestwzeigten, dass SLAC1 vor allem in
den Plasmamembranen von Schlie3zellen lokalisgtrtBlektrophysiologische Studien an
slacl-1 und slacl-3 Schlief3zellprotoplasten lieRen die charakterisBecS-Typ Strome bei
diesen Mutanten vermissen, wodurch die fehlendei@ggn der Stomata erklart wurde. Auch
Negiet al. (2008) haben im gleichem Jahr &hnliche Beobacleturfigr das SLAC1 Gen und
dessen Fehlen in Verlustmutanten gemacht. Durch ff@mentationsversuche mit SLAC1
Homologen wie z.B. SLAH1 und SLAH3 konnten sie distorte Stomafunktion detac-
Mutanten aufheben. Somit zeigte sich, dass diedsgpsn von SLAH1 und SLAH3 unter dem
SLAC1 Promoter, die Funktion von SLAC1 Ubernehménrien.
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S- und R-Typ Kanale werden durch ABA aktiviert urgdellen deshalb wichtige
Effektorproteine dar, die den ABA-abhéngigen Stachasss initiieren (Pei, Kuchitsu et al.
1997; Raschke, Shabahang et al. 2003; Roelfsenwvaherko et al. 2004). Levchenkbal.
(2005) demonstrierten zusatzlich, dass die Aktungr von S-Typ Kandlen auf einem
kalziumabhangigen oder kalziumunabhangigen Weg hgé&n kann (Abschnitt 1.7.4).
Zusammen mit dem Wissen des genetischen UrspruogsSLAC1 konnten Geiger und
Scherzeet al. sowie Maierhofeet al. sehr schnell die Einbindung von SLACL1 in der ABA-
Signalkaskade und die Aktivierung von SLAC1 durahKinasen OST1, CPK21 und CPK23
sowie CIPK23 zeigen (Geiger, Scherzer et al. 2@¥ger, Scherzer et al. 2010; Maierhofer,
Diekmann et al. 2014) (siehe auch Abschnitt 1.7/4). &hnliches Verhalten wurde auch fur
den SLAC1 homologen Anionenkanal SLAH3 gezeigt, @benfalls in Schlie3zellen
exprimiert wird. Hierbei erfolgt eine Aktivierunggloch nicht durch OST1, sondern nur durch
die CDPK-Kinasen wie z.B. CPK21. Neben der Aktiurey Uber Phosphorylierungsereignisse
spielt Nitrat eine wichtige Rolle als Modulator fiie Kanalaktivitat (Geiger, Maierhofer et al.
2011). Auch die CDPKs CPK2 und CPK20 sind in degd&LAH3 zu regulieren, wie eine
Arbeit aus dem Jahr 2013 in Pollenschlauchen zégteermuth, Lassig et al. 2013) (Siehe
Abschnitt 1.7.4).

1.5.2 Der genetische Ursprung fur R-Typ Strome wanoch ungeklart

Im Gegensatz zu den S-Typ Kanalen war der genetidebprung der R-Typ Kanéle bis zum

Beginn dieser Arbeit noch nicht geklart (Ligabageir et al. 2013). Des Weiteren war nicht
bekannt, ob eine Regulation der R-Typ Kanale d#iolsen und Phosphatasen sattfindet bzw.
in wie weit die Kanale in den ABA-Signalweg eingaden sind. Eine Regulation der R-Typ

Strome in Analogie zu den S-Typ Strémen scheirdgadlenkbar. Auf der Suche nach dem R-
Typ Anionenkanal in Pflanzen orientierte man siohAmionenkanélen die aus dem Tierreich

bereits bekannt waren.

Als Kandidaten die die R-Typ Stréme in Pflanzenmvigieln kdnnten wurden die Mitglieder
der CLC(Chloride Channel)-Familie vermutet. Die GE@milie beinhaltet sowohl ™
gekoppelte Anionentransporter als auch Anionenlea(lller 2006; De Angeli, Monachello
et al. 2009; Zifarelli and Pusch 2010). Der ersteC&anal wurde im kalifornischen
Zitterrochen Torpedo californica) entdeckt (Miller and White 1980). 1990 konnte dieals
CLC-0 bezeichnete Kanal geklont werden (Jentsain®ieyer et al. 1990). CLC-0 wurde als
ein Cl-leitender Anionenkanal beschrieben (Lisal and ika&d2008). Von CLC-0 ausgehend
wurden in vielen andern Eu- und Prokaryoten CLCgMitler gefunden. So existieren im
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menschlichen Genom neun CLCs (Miller 2006). Im figmh spielen Anionenkanale des CLC-
Typs eine wichtige Rolle bei dem lonentransporder Niere (Bartter-Syndrom) (Jentsch,
Neagoe et al. 2005; Jentsch, Poét et al. 2005)h Audrechterhaltung des pH-Milieus in
Zellorganellen ist eine Funktion der CLCs (De Amgklonachello et al. 2009), Ausfall von
CLC-7 fuhrt zu Osteoporose aufgrund eines gestgténin Lysosomen (Jentsch, Neagoe et
al. 2005; Jentsch, Poét et al. 2005). Die CLC-HRanst in A. thaliana mit sieben Mitgliedern
vertreten (De Angeli, Monachello et al. 2009). Neletner Nitrat-Leitfahigkeit (Miller 2006;
De Angeli, Monachello et al. 2009; Zifarelli anddet 2010) zeigen CLCs aus dem Tierreich
eine Aktivierung bei Depolarisierung der Membraentdch, Neagoe et al. 2005), welches dem
Verhalten der R-Typ Kanale entspricifrabidopsis CLC-Mitglieder sind in verschieden
Endomembranen zu finden. So befindet sich AtCICdeinVakuolenmembran. AtCICd und
AtCICf befinden sich im Golgi-Apparat. AtCICe wiaden ist in der Chloroplastenmembran
lokalisiert (Jentsch, Neagoe et al. 2005; De Andétinachello et al. 2009). Da die CLCs nicht
in der Zellmembran lokalisiert sind (Barbier-Brygd2e Angeli et al. 2011; Ligaba, Dreyer et
al. 2013), konnen sie jedoch nicht die R-Typ Strésmenitteln.

Weitere Kandidaten fur die R-Typ Stréme wurden én Bamilie der ATP-binding-cassette-
Transporter (ABC-Transporter) vermutet. In diesemiie sind unteranderem die MDR (Multi
Drug Resistent)-Transporter und der CFTR(cysticrois transmembrane conductance
regulator)-Anionenkanal vorhanden. CFTR spielt ieré@n eine entscheidende Rolle bei
transepithelialen Sekretionsprozessen. Die Praigimfy, Rekrutierung an die Membran und
die Kanalfunktion kann durch Mutationen gestort aegr, wovon bisher 700 verschiedene
bekannt sind (Foskett 1998). Ein Fehlen der Kan&lion fuhrt beim Menschen zum
Krankheitsbild zystische Fibrose (Mukoviszidosegi Bieser Krankheit kann nicht gentigend
Wasser aus Geweben an die Umgebung abgegeben weatknch z.B. Schleime oder Faeces
sehr zah bzw. fest werden. Zu den bekanntesten t8ymep z&hlen chronischer Husten,
Lungeninfekte, schwere Lungenentziindungen, Lungeffizienz und Sauerstoffmangel.
Aber auch schwere Darmverschliisse, Mangelernalsange CF-assoziierte Diabetes sind
Symptome. CFTR ist ein durch cAMP regulierter undnvbran-lokalisierter Chlorid-Kanal
(Foskett 1998; Barbier-Brygoo, Vinauger et al. 20@e Kanalaktivitat wird durch Kinasen
und Phosphatasen gesteuert (Foskett 1998; Meh&.208rwendung von CFTR-spezifischen
Blockern auf Pflanzen und Protoplasten Wikia faba zeigten eine Inhibition der S-Typ
Stréme und stérten die Stomabewegung (Leonhardtadszur et al. 1999; Barbier-Brygoo,
Vinauger et al. 2000). Die Eigenschaften von CFTiRe#n denen der R-Typ Kandle, zudem

lassen die Daten von Leonhamdtal. iber CFTR-Homologe in Pflanzen spekulieren. So
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konnten inA. thaliana mehrerer Vertreter der ABC-Transporter gefunderdese, jedoch keine
Homologen von CFTR (Sanchez-Fernandez, Davies €08all), wodurch auch dieser Kanal
nicht als R-Typ ,Ursprung” in Frage kommt.

Ein weiterer moglicher Kandidat scheint TMEM16A alesr Familie der CaCCs _(Calcium
activated _Chloride_Channels) zu sein. TMEM16A wumgspringlich aus Oozyten des
Krallenfrosches Xenopus laevis kloniert (Schroeder, Cheng et al. 2008). Die erste
Beschreibung des Kanals erfolgten bereits in dehtAgern (Miledi 1982; Barish 1983).
TMEM16A ist in X. laevis fur den schnellen Polyspermieblock verantwortlidbas
Membranpotential in Oozyten liegt bei ca. -40 m\éi Ber Befruchtung durch das Spermium
steigt der intrazellulare Kalziumspiegel, TMEM16Ardv aktiviert, wodurch Chloridionen
ausstromen. Die so hervorgerufene Depolarisatiorivegnbran verhindert eine Polyspermie
(Hartzell, Putzier et al. 2005). TMEM16A aktividtalziumabhangig und ist charakterisiert
durch transiente Spannungsabhangige (auswartsgg)i&trome bei Kalziumkonzentrationen
<1 uM und durch spannungs- und zeitunabhangigaretbei Kalziumkonzentrationen > 1
UM (Hartzell, Putzier et al. 2005; Schroeder, Chemncal. 2008). Die Aktivierung durch
Kalzium kann direkt oder tiber €aabhéngige Kinasen erfolgen (Hartzell, Putzied.e2@05).
Der Kanal kann durch die Anionenkanalblocker NFId uniDS geblockt werden (Hartzell,
Putzier et al. 2005; Schroeder, Cheng et al. 20D&s sind Eigenschaften, die denen der R-
Typ Kanéle dhneln. In Pflanzen findet man auchreiR®lEM16A homologen Anionenkanal
(At1g73020). Eine funktionelle Expression und Ckégasierung der Kanaleigenschaften von
TMEM16A ist aber bis heute nicht gegliickt (Hedrizf12) (Dietmar Geiger mitndliche

Kommunikation).

Neue Erkenntnisse und Uberlegungen bringen inzwis@ine andere Proteinfamilie in den

Fokus der Forschung, in welchem die Kandidateri@iiR-Typ Strdbme vermutet werden:

Die ALMTs (Aluminium activated Malate Transporter)

1.6 Die ALMT-Familie

1.6.1 Urspriinglich beschriebene Funktion von ALMTsbei der Al**-Detoxifizierung
Die ersten_Aluminium activated Malate Transport&lLNIT) Proteine wurden in der
Wurzelspitze von Pflanzen nachgewiesen und doreg&kerisiert. Malat und andere organische

Sauren, wie Oxalat und Citrat, werden durch die Alsvn den Boden abgegeben, um dort
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schadliche (Schwer-) Metalle zu binden, die songisth auf die Pflanze wirken wirden
(Kollmeier, Dietrich et al. 2001; Pineros and Kamni2001). Dieser Prozess setzt meist bei
einem sauren pH (< pH 6) im Boden ein. Dann wedleminiumionen (AF*) aus dem Boden
freigesetzt, welche das Wurzelwachstum hemmen (aota and Kasamo 2001). Rispielt

in diesem Zusammenhang eine besondere Rolle, dadireten dieser lonen im Boden ein
Malatefflux aus der Wurzel induziert wird. So zeigdl®** hypersensitive Maispflanzen
gegenuber Af-adaptierten Maispflanzen eine geringere Abgabe ewyanischen Sauren
(Kollmeier, Dietrich et al. 2001). Des Weiterengten durch Knock-Out Experimente erstellte
Al®*-hypersensitivé\. thaliana Pflanzen, ein verbessertes Wurzelwachstum in Geagvon
Al®*, nachdem ZmALMT2 in ihnen Uberexprimiert wurde gaba, Maron et al. 2012).
Aufgrund der elektrischen Eigenschaften dieser dimet hat die Familie den Namen
Aluminium activated Malate Transporter (ALMT) ertead, obwohl langst nicht all Mitglieder

dieser Familie in der Wurzel exprimiert sind undatuAlR* aktiviert werden.

Je nach Zeitpunkt des Malateffluxes wird zwischemeiz verschiedenen Modellen der
Malatabgabe unterschieden. In Modell 1 erfolgtsaifortiger Malatefflux als Antwort auf den
Schwermetallstress. Das bedeutet, dass die ALMTakealbereits in der Membran der Wurzel
vorhanden sind und Aluminium entweder direkt ateaiaktivierenden Liganden wahrnehmen
(ligandengebunden) oder indirekt durch einen Aluommrezeptor aktiviert werden. In Modell
2 erfolgt erst nach einiger Verzogerung ein Mafaigfan den Boden. In diesem Modell geht
man davon aus, dass die ALMT-Proteine zun&chst epghmiert und an die Plasmamembran
der Wurzel gebracht werden mussen (Yamaguchi asdrida 2001). Beispiele fur Aluminium-
aktivierte ALMTs sind, TaALMT1 aus Weizef{ticum aestivum) (Sasaki, Yamamoto et al.
2004; Pineros, Cancado et al. 2008; Zhang, Ryaal.2008), AtALMT1 aus der Acker-
SchmalwandArabidopsisthaliana) (Kobayashi, Hoekenga et al. 2007), HYALMT1 aus<ge
(Hordeum wulgare) (Gruber, Ryan et al. 20103pwie BaALMT1 und BaALMT2 aus Raps
(Brassica napus) (Ligaba, Katsuhara et al. 2006). Jedoch sindtrale ALMT-Transporter
Al®* aktivieret. So wird der in der Maiswurzel exprim@Transporter ZmALMT1 nicht durch

AlI®* aktiviert (Pineros, Cancado et al. 2008).

1.6.2 ALMT Phylogenie offenbart weitere funktionellandersartige Vertreter

Die ALMT-Familie in A. thaliana besteht aus 14 Mitgliedern. Diese werden aufgibner
Homologie in vier verschiedene Kladen (1 - 4) uteiéir (Barbier-Brygoo, De Angeli et al.
2011). Klade 1 enthalt diarabidopsis ALMTs ALMT1 und ALMT2, sowie ALMT7 und
ALMTS; in Klade 2 befinden sich ALMT3 - 6 sowie ALW; Klade 3 umfasst ALMT11 - 14
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und in Klade 4 ist ALMT10 eingeordnet (Abbildungs2.1). Nur von einigen ALMTs sind
bisher Funktion und/oder Lokalisation bekannt. AMLL ist z.B. in der Plasmamembran der
Wourzelspitze lokalisiert (Hoekenga, Maron et al0@0Dreyer, Gomez-Porras et al. 2012).
Neben AtALMT1 befinden sich auch TaALMT1 sowie BnMI1 in Klade 1. Wie es scheint,
bildet diese Subgruppe der ALMTs die GrundlagedférDetoxifizierung des Bodens (Dreyer,
Gomez-Porras et al. 2012; Ligaba, Dreyer et al320Aber nicht alle ALMT-Kanale sind in
der Wurzel lokalisiert. So sind AtALMT6 und AtALMT®eides Vertreter der Kalde 2, im
Tonoplasten lokalisiert (Kovermann, Meyer et aD20Meyer, Scholz-Starke et al. 2011). Die
zur Klade 3 gehorenden ALMTs (AtALMT12 — 14) wiedser sind unteranderem in der
Plasmamembran der Schliel3zellen lokalisiert (Mejurmm et al. 2010; Dreyer, Gomez-
Porras et al. 2012). Dort sind sie jedoch nichsehlge3lich anzutreffen. AtALMT12 z.B. ist
auch in der Membran von Pollenschlauchen lokatigi@ntermuth, Lassig et al. 2013). Aus der
Klade 4 konnte bisher noch kein einziger ALMT fuokell beschrieben werden. Dreyer und
Kollegen (Dreyer, Gomez-Porras et al. 2012) wieserch Homologievergleiche, neben den
bereits zuvor erwahnten ALMTSs, auch in 32 andeftanPenspezies ALMTs nach.
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Abbildung 1.6.2.1: Dendrogramm der ALMT-Proteine aws verschiedenen Pflanzen ALMTs aus

Arabidopsis sind in rot, ALMTs aus Reis in blau und ALMTs alex Pappel in grin dargestellt. TaAALMT1 ist

in schwarz abgebildet und stammt aus Weizen. Abbiddwurde aus (Barbier-Brygoo, De Angeli et al. 201
Annual Reviews, entnommen.

Diese lieRen sich nur zum Teil in die erwahntendéla einteilen, wodurch das Modell um

einige Kladen erweitert wurde. Wie sich zeigte bedie Diversitat der ALMT-Familie auf der

sukzessiven Genduplikationen eines einzigen Urgsgens. Aufgrund der unterschiedlichen

Lokalisation der ALMTs in verschiedenen Pflanzengben und der Vielzahl von nicht

charakterisierten Mitgliedern dieser Proteinfamisie nicht auszuschlieRen, dass sich der R-

Typ Kanal unter ihnen befindet. Eine &hnliche funkelle Heterogenitat wurde zuletzt auch in
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der NRT/PTR/NPF-Transporterfamilie gefunden (Noldik, Andersen et al. 2012; Leran,
Varala et al. 2014).

1.6.3 Organische Sauren des Citratzyklus sind beveugte Transportionen der ALMTs

Das vereinende Merkmal der ALMTs ist ihre Fahiglkeganisch Sauren (Abbildung 1.6.3.1),
insbesondere Malat, zu transportieren. Dies is EBigenschaft die auch R-Typ Kanale zeigen.
Samtliche Arbeiten mit ALMTs berichten Gber die¥eshalten und wurden unter anderem mit
Patch-Clamp, TEVC sowie Aufnahme- und Abgabeexpemien nachgewiesen. Es ergab sich,
dass Malat das bevorzugte permeirte lon ist, dass @uch weitere Anionen wie CNOs’,
SOy transportiert werden (Meyer, Mumm et al. 2010;akig, Maron et al. 2012; De Angeli,
Zhang et al. 2013). Andere organische Sauren ggest zum Teil sogar die Leitfahigkeit fur
Malat. So zeigt die Verwendung der strukturell &ird Fumarséure (Abbildungl.6.3.1) um
50% erhOhte Strome in AtALMT6 exprimierenden MesgpWakuolen (Meyer, Scholz-
Starke et al. 2011). Citrat hingegen hatte in édven Arbeit 80% kleinere Strome als Malat,
und besald somit gleich grof3e Strome wie etwa Ghlddieyer, Scholz-Starke et al. 2011).
Citrat besitzt ebenfalls eine strukturelle Ahnlieftkmit Malat. Trotzdem zeigen Arbeiten, dass
diese organische Saure nicht von allen Mitgliedéen ALMT-Familie transportiert wird.
BnALMT1 und BnALMT2 z.B. sind nicht in der Lage @it zu transportieren (Ligaba,
Katsuhara et al. 2006). Im Fall von AtALMT9 wirdrdier Kanal sogar durch Citrat blockiert,
zeigt aber eine gute Leitfahigkeit fur Chlorid (Begeli, Zhang et al. 2013; Zhang, Baetz et al.
2013). ZmALMT1 wiederum besitzt fur Malat und Citrals auch fur Chlorid eine gute
Leitfahigkeit (Pineros, Cancado et al. 2008) wie/TEExperimente in Oozyten zeigen.

0 OH @)
) O O
Apfelsaure (Malat) Fumarsaure
O OH
O
HO OH
OH

Citronensaure

Abbildung 1.6.3.1: Struktur organischer Sauren die mit dem Transportvehalten der ALMT-Familie

assoziiert sind.
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1.6.4 Mutagenesestudien liefern erste Hinweise adie Porenregion der ALMTs

Es existieren nur wenige Informationen dazu, wo Regenregion der ALMTs im Protein
lokalisiert ist. Zum Ende dieser Arbeit konnten dbat al. (2013) zur Aufklarung dieses
Sachverhaltes beitragen. Zhasgal. fokussierten sich dabei auf den N-terminalen- und
Transmembranbereich von ALMT9. Die Autoren konrtergen, dass Citrat die Kanalstrome
inhibiert. Dies wird durch einen Block von Citrat der ALMT9 Porenregion erreicht, wie
durch elektrophysiologische ,Kick Out* Experimengezeigt wurde. Die Idee bei diesem
Experiment wurde von Becket al. (Becker, Dreyer et al. 1996) ibernommen und smif k
beschrieben werden. Citrat wird bei negativen Membpannungen angezogen und verstopft
so die Porenregion. Die Strome sinken. Nun wirdpaeitiver Spannungspuls gegeben, mit
sofortiger Ruckkehr zu einer negativen Haltespagn@abei ist der Spannungspuls so kurz,
dass die Offenwahrscheinlichkeit und Konfiguratides Kanals nicht beeinflusst wird.
Hierdurch wird Citrat aus der Porenregion ,rausgki und man kann eine instantane
Zunahme der Strome beobachten, bevor Citrat die Wigder blockiert. Dieses Bild zeigt sich
auch in den Experimenten der Arbeit von Zhang. tHésem Porenblocker fir ALMT9
untersuchten Zhanget al. verschiedenste Punktmutanten dé&terminalen- und
Transmembranbereich, welche Mutationen flr konsetiBereiche innerhalb der ALMT-
Familie aufwiesen. So konnte in den Punktmutatiok8BE und E130K keine Stréme mehr
beobachtet werden. Diese Mutationen liegen in detee und zweiten Transmembrane des
Kanals. Beide Mutationen vertauschten die vorhepgsitive/negative Ladung gegen ihre
entsprechende Gegenladung. Wenn nun jedoch berderRutationen gleichzeitig eingefuhrt
wurden, zeigten sich normale Strome. Die Autorérhossen daraus, dass es sich bei den beiden
Aminosauren um ein korrespondierendes Aminosaurdmsamlelt, die durch Ausbildung einer
Salzbricke zur Stabilisation von ALMT9 beitragereit&re erstellte Punktmutanten innerhalb
der Transmembranen waren ebenfalls nicht funktioReinktmutanten die sich hingegen in
den Transmembranlinkern befanden waren funktiamelizeigten Kinetiken die dem ALMTO9-
WT &hnelten. Untersuchungen dieser PunktmutantérCriret im Medium, zeigten das die
Mutante K193E keine Verminderung der Stréme dureh @itrat-Block zeigte. ,Kick Out*
Experimente mit K193A und Citrat hatten zudem kena@siente Erhéhung der Stréme nach
dem ,Kick Out Puls”. Die Autoren zeigten somit dagrat wegen der Mutation K193E nicht
mehr an die Porenregion binden kann, und das diedsaurd_ys-193 an der Bildung der Pore
beteiligt ist. Diese Hypothese wird durch die eahrJspater erstellte Arbeit von Zhang,
Martinoia et al. (2014) bestarkt. Wie dort gezeigt wurde, verhatth sATP wie ein
Spannungsabhangiger Porenblocker auf ALMT9. Digstekt konnte aber ebenfalls nicht in
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der K193E Mutante observiert werden. Zudem zeigt Alibeit von Ligabaet al. (Ligaba,
Dreyer et al. 2013), dass das Entfernen des C-helsmicht die Leitfahigkeit von TaALMT1
unterbindet. Dieses Ergebnis verdeutlicht weitertdass sich die Porenregion im N-terminalen

Bereich der ALMTs befinden muss.

1.6.5 Die Topologie der ALMTs wird kontrovers diskdiert

Ein kontrovers diskutierter Punkt stellt die Topgpi der ALMTs dar. Auf Hydropathie-
beruhende Algorithmen sagten 6 - 7 potentielle Smambranen fur die Mitglieder der ALMT-
Familie vorher (http://aramemnon.botanik.uni-koed). Die ersten sechs Transmembranen
(TM) befinden sich im ersten Drittel des Proteimshingegen die siebte Transmembrane weit
abgeschlagen am C-Terminus vorhergesagt wird. ielees TM besitzt eine weit geringere
Vorhersagewahrscheinlichkeit als die anderen sddils. Daraus ergibt sich, dass die
Lokalisation des N- und C-Terminus nicht eindeuatigreffen ist. Die Termini werden je nach
TM-Vorhersagetool entweder intra- oder extrazetluErmutet. Die wenigen Studien, die sich
mit der Topologie von ALMTs beschéftigten, gehem \dbesen Vorhersagen aus, kommen

jedoch auch nicht zu eindeutigen Ergebnissen.

Motodaet al. (2007) benutzten His-Antikdrper sowie spezifisreptid-Antikdrper, um die
Topologie von TaALMTL1 aufzuklaren. Hierzu fuhrtele geweils mehrere Histidine kurz vor
oder nach den vorhergesagten TMs sowie im C- ud@miiinus von TaALMTL1 ein. Zugleich
wurden Peptid-Antikdrper fur unveranderte Transraelinkerdomanen erstellt. AnschlieRend
exprimierten Motodaet al. die unterschiedlich modifizierten TaALMT1-Proteirin den
Zelllinien 293T und 10T1/2. Zu den unterschiedlichmodifizierten TaLAMT1-Proteinen
wurden dann anti-His-AntikGrper extrazellular higegeben, welche an den eingefiihrten His-
Positionen binden konnten. Die His-Antikorper wirde wurden mit Fluorophor-gekoppelten
Antikdrpern nachgewiesen. Wenn die His-Antikorpandben und detektiert wurden, musste
sich der veranderte Proteinbereich extrazellulfinden. Wenn kein Signal vorhanden war,
musste der Bereich intrazellular sein und ein binder His-Antikérper wurde durch die
Zellmembran verhindert. Um dies zu Uberprifen wdndenX zu den Zellen gegeben und die
Fluoreszenz beobachtet. TritonX ist ein Detergend macht die Zellmembran fir die
Antikdrper permeabel. Wenn nun eine Zunahme deeré&$zenzsignals beobachtet wurde,
konnte eine intrazellulare Lokalisation der hisir@ichen Region vermutet werden. Dieses
Vorgehen wurde fiir C-und N-Terminus sowie alle Braembranlinker durchgefuhrt und auch

mit den Peptid-Antikdrpern wiederholt. Aus den gewen Daten schlossen Motoetal ., dass
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C- und N-Terminus extrazellular lokalisiert sindwse das TM1 nicht in der Plasmamembran
liegt (Abbildung 4.7.1 a).

Die Arbeitsgruppe von Dreyer hat weiterhin zur Aéfking der Topologie der ALMTs
beigetragen (Dreyer, Gomez-Porras et al. 2012).Gigpe wahlte einen Bioinformatischen
Ansatz und fuhrte umfassende Sequenzvergleiche deteALMTs durch. Dabei wurden tber
400 verschieden ALMT-Proteinsequenzen aus 32 Rifaanten verglichen. Hierdurch wurden
unterschiedliche konservierte Doméanen in den ALMmtdeckt. Eine sehr stark konservierte
Domane in den ALMTSs stellt das WEP-Motiv dar. Deselis den drei Aminoséuren Trp-Glu-
Pro bestehende Triplett, scheint eine wichtigediollder Aktivierung durch Aluminiumionen
zu spielen (siehe Abschnitt 1.6.7). Weiterhin kersie Gruppe um Dreyer zeigen, dass der N-
Terminus der ALMTs die grofdte Variabilitdt aufwe{8reyer, Gomez-Porras et al. 2012).
Zudem wurden neben den sechs bereits bekanntesrieambranen der ALMTs noch zwei
weitere hydrophobe Bereiche im C-Terminus von ALMJESunden die als potentielle TMs
fungieren (Dreyer, Gomez-Porras et al. 2012). Diatofen Schlagen deswegen ein
modifiziertes Modell von Motoda (2007) vor, mit aclhiransmembranen und einem C-
Terminus der intra- und extrazellulare Bereicheitbesind nicht komplett extrazellular
lokalisiert ist (Abbildung 4.7.1 c).

1.6.6 Bestehen funktionelle ALMTs aus einer oder nieeren Untereinheiten?

Fur viele Kanale zeigte sich, dass sie aus mehtgné@reinheiten zusammengesetzt sind. So
ist fur die Mitglieder der Shaker-Familie bekaradss vier Untereinheiten einen Kanal bilden.
Diese Frage ist auch fur die ALMT-Familie interegsam ihre Funktion besser zu verstehen.
Zhanget al. (2013) zeigten, dass Citrat ein ,open channetBd* fir ALMT9 ist. Die Autoren
nutzten diese Eigenschaft um Informationen daribegrhalten ob ALMTs Monomere oder
Multimere bilden. Fur diesen Zweck exprimierten AleMT9-WT und die Citrat-insensitive
Mutante K193E in Tabakvakuolen im Verhaltnis 1:Hd a4 und untersuchten die auftretenden
Strome in Anwesenheit von Citrat. Wenn nun ALMT9 mémere bildet, sollte sich die
Dissoziationskonstante (KD) von Citrat unter die@sdingungen nicht &ndern. Wenn das
Protein jedoch Multimere aus ALMT9 WT und der MuwaiK193A bilden sollten, sollte sich
der KD-Wert verandern. Bei beiden Mischverhéltniskennte eine Inhibierung der Strome
durch Citrat gezeigt werden, welche jedoch nichsteok war wie die Inhibierung des reinen
WTs. Wie sich zudem zeigte, verdnderte sich derdaums Stromen ermittelte KD-Wert bei
beiden Verhaltnissen. Im Vergleich zum WT-KD wadia KD-Werte der Verhaltnisse 1:1
bzw. 1:4 um das 1,3-fache bzw. 2,1-fache héhersédiélinweis auf Multimere wurde durch
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reduzierende bzw. nicht reduzierende Poly-AcryleBdtrophorese untermauert. Dazu
wurden mikrosomale Proteinextrakte von ALMT9::GFRprmirenden Tabakblattern
verwendet, und ALMT9::GFP mit GFP-Antikbrpern naelgesen. Unter reduzierenden
Bedingungen konnten nur Fragmente nachgewiesen ewerddie dem 1-fachen
Molekulargewicht von ALMT9::GFP entsprachen. Untecht reduzierenden Bedingungen
hingegen konnte man Fragmente nachweisen, die demd24-fachen Molekulargewicht von
ALMTO::GFP entsprachen. Somit konnte gezeigt werdiss ALMT9 Di- und Tetramere
bildet.

1.6.7 ALMTs werden auf posttranslationaler Ebene rguliert

Welche Mechanismen fir die Aktivierung und Dealdiung der ALMT-Transportproteine
verantwortlich sind war zu Beginn dieser Disseotativeitgehend unbekannt. Ein Punkt, der
jedoch bei den ALMTs auffallt, ist, dass nicht siche Mitglieder der Familie durch Al-
lonen aktiviert werden. Einige Vertreter der Faenitieigen auch ohne die Anwesenheit von
Al®* bereits eine Grundaktivitat, wie fir TaALMT1 (Pins, Cancado et al. 2008) oder
AtALMT1 (Hoekenga, Maron et al. 2006) beschriebamrde. Bei beiden Transportproteinen
erhoht Aluminium die Aktivitat stark, ist aber ntchir ,An und Ausschalten der
Proteinaktivitat verantwortlich. ZmALMT1 wird zudenicht durch die Gabe von #tlonen
beeinflusst, und zeigt eine hohe basale LeitfahiglRgneros, Cancado et al. 2008). Es gibt
wenige Hinweise darauf, ob diese Aktivierung dirakt den Transportern oder iiber*Al
Rezeptoren und darauf aufbauenden Signalkettelyeriie Arbeit von Pineros und Kollegen
(Pineros, Cancado et al. 2008) lasst jedoch ligageleundene Aktivierung vermuten, wie
durch eine direkte Aktivierung von TaALMT1 mit Alumum in Xenopus Oozyten gezeigt
wurde. Hierbei scheint das Konservierte WEP-Matier ALMTs eine Rolle bei der
Aluminiumaktivierung zu spielen (Furuichi, Sasakia. 2010). So zeigte die Arbeit von
Furuichiet al. (Furuichi, Sasaki et al. 2010) als auch von Ligetba. (Ligaba, Dreyer et al.
2013), dass die E284Q Punktmutation in diesem Maiikeiner Erhéhung der Strome durch
Al®* mehr fiihrte. Ligabat al. (Ligaba, Dreyer et al. 2013) zeigen in ihrer Athetloch, dass
dieser Effekt durch eine Storung der strukturelteagritat des Proteins an sich hervorgerufen
wird. Auch Mutationen in anderen hoch konserviefBareichen von TaALMT1 fuhrten zu
einer vergleichbar verminderten *AlAktivierung (Ligaba, Dreyer et al. 2013). Die Auto
konnten zudem in ihrer Arbeit ein Motiv im N-Termgvon TaALMT1 bestimmen, welches
nur bei den ALMTs der Klade 1 vorkommt. Die bekamtind charakterisierten Mitglieder
dieser Klade zeigen alle ein *Alsensitives Verhalten (Ligaba, Dreyer et al. 201)mit

scheint die Al*-Wahrnehmung im N-Terminus stattzufinden. Die Aatorweisen aber
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ausdrucklich darauf hin, dass eine strukturelledgntat der ALMTs von entscheidender Rolle

fur ihre Funktion und Regulation ist.

Des Weiteren kann auch Kalzium fur die Aktivieruran ALMTs eine Rolle spielen, wie fir
ALMT6 gezeigt wurde (Meyer, Scholz-Starke et al12p In Patch-Clamp Versuchen hatten
isolierte Vakuolen aus ALMT6 Uberexprimierend&rthaliana Pflanzen in Anwesenheit von
100 um C& eine erhohte Stromaktivitat. Eine ligandengebuedgktivierung durch C4-
lonen oder eine Second-Messenger Funktion von #mlzkonnte jedoch nicht eindeutig
gezeigt werden.

Auch die Regulation der ALMTs durch Kinasen liggtBereich des Mdglichen. Im Jahr (2009)
suchten Ligaba und Kollegen unter Beriicksichtigules Phosphorylierungsmotives der
Protein Kinase C nach mdglichen Phosphorylierungjsipoen in TaALMTL1. Bei Erstellen
von Punktmutationen an den sechs moglichen Phog@rangspositionen zeigte die
Punktmutation S384A einen besonders starken Eféelt den Kanal. S384A fiuhrte in
TaALMTL1 zu einer starken Abnahme der beobachtetednt® in TEVC Messungen. Die
Autoren argumentierten, und zeigten mit Hilfe voma&einhibitoren, wie Staurosporine, dass
durch die Mutation eine Phosphorylierung am Kamghtmehr zustande kommen konnte, und
somit keine Aktivierung des Kanals mehr stattfafusammen mit den Daten von Meeal.
(2011) konnte eine Regulation der ALMTs durch CDRIKd CIPKs denkbar sein.

Wie erst kirzlich fir AtALMT9 demonstriert wurde lben auch organische Sauren wie Malat
und Fumarat als auch Nukleotide einen reguliereritfégkt auf die ALMT- Familie. Dies ist
ein den R-Typ Kandlen &hnliches Verhalten. AtALMIE® im Tonoplasten lokalisiert und
vermittelt dort die Aufnahme von Malat als auch &@Hd in die Vakuole (Kovermann, Meyer
et al. 2007; De Angeli, Zhang et al. 2013). Dasn$partverhalten von AtALMT9 wird dabei
von Malat und anderen organischen Dicarbonsaureinfhesst. AtALMT9 wurde irNicotiana
benthamiana Protoplasten Uberexprimiert. Patch-Clamp Einzelkmgaasungen an selbigen
zeigten, dass unter anderem zytosolisches MalatOdfienwahrscheinlichkeit des Kanals
moduliert (De Angeli, Zhang et al. 2013).

Fur Nukleotide konnte ein inhibierender Effekt aAfALMT9 gezeigt werden (Zhang,

Martinoia et al. 2014). AtALMT9 besitzt ein den Riartsgleichrichtern ahnliches Verhalten
(De Angeli, Zhang et al. 2013; Zhang, Martinoiaakt2014). Die Gegenwart von ATP im
Zytosol verringerte die Einwartsstrome von ALMT9 i beegativen Spannungen. Die

beobachtete Abnahme der Strome war spannungsaighangd nahm mit negativen
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Membranspannungen zu. Dies Uberfuhrte die ALMT9stipen einwartsgerichteten Strome
zu einer dem R-Typ &hnlichen Glockenform. Zudem dearEffekt der Inhibition auch von der
Art des verwendeten Nukleotids abhangig, wobei thaibition mit Abnahmen der
Phosphatgruppen abnahm (Blockivro: ATP>ADP>AMP). Die Art des verwendeten
Nukleotides scheint dabei zweitrangig zu sein, d&@ @hnliche Daten lieferte wie ATP. Mit
steigender Malatkonzentration im Zytosol wurde kikibition der Stréme abgemildert und
erfolgte nicht mehr vollstandig. Beim Austausch \Walat zu Chlorid als Hauption war der
inhibitorische Effekt von ATP vergleichbar. Jedddm es dabei nicht zur Ausbildung der
Glockenform. Diese Daten lassen darauf schlieRass dlie ATP-Inhibition durch einen
spannungsabhangigen Block der Kanalpore zustandenkound dass die Abschwachung des
Blocks durch Malat auf einen konkurrierenden Effedttuht, der beim Eintritt in die Kanalpore

erfolgt.

Die genannten Beispiele machen deutlich, dass digI neben ihrer ,urspringlichen
Funktion der Detoxifizierung des Bodens, weiterehtige Rollen in Pflanzen Gbernehmen. So
sind sie auch am Transport von anorganischen Anid@&, NOs>, SO?) und somit der
Anionenhomdostase, Tugorregulation, sowie der Mafatilung in der Pflanze Dbeteiligt
(Pineros, Cancado et al. 2008; De Angeli, Zhargy.€2013).

1.7 Regulation des Stomaschlusses
Hohe CQ-Konzentrationen im Intrazellularraum des Blattdsy Wechsel von Licht zu
Dunkelheit sowie Trockenstress fuhren bei héhetlanPen zum Stomaschluss (MacRobbie
1998; Kim, Bohmer et al. 2010). Schon frih wurdarkidass mit dem Stomaschluss eine
Depolarisierung des Membranpotentials einhergelglchve durch die Aktivierung von
Anionenkandlen (R- + S-Typ / Abschnitt 1.5) henagen wird. Durch die Depolarisation
offnen sich spannungsabhangigé-Kanale, durch die Kalium aus dem Zytosol in den
Apoplasten stromt. Durch die Abgabe von Anionen Kiatium, erfolgt ein passiver Nachstrom
von Wasser und die Stomata schlie3en. Diese Voegdngder Schliel3zelle erfordern
spezifische Rezeptoren und Signalkaskaden, die editsprechenden Transportmodule
aktivieren  (z.B. Anionenkanale) bzw. inhibieren Bz. H'-ATPasen und
einwartsgleichrichtende Kaliumkanale). Mutantensose und k.o.-Pflanzen erbrachten die
ersten zwingenden Hinweise, dass bei der Signatitdtion ein Phosphorylierungsnetzwerk
aus Phosphatasen (Abschnitt 1.7.3) und Kinasencfit$ 1.7.4) eine entscheidende Rolle
spielen. Fir einen zusammenfassenden Uberblick déerStomaschluss siehe Abbildung
1.8.1.
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1.7.1 Das Stresshormon ABA lasst Stomata bei TrockReit schlie3en

Der ABA-vermittelte Stomaschluss ist bisher am éesintersucht (Abbildung 1.8.1). ABA
(Abscisinsaure) ist ein aus 15 C-Atomen bestehemdgsnoid (Finkelstein 2013). Bereits in
den 90er Jahren war bei Gabe von ABA auf BlatterSzhluss der Stomata zu beobachten
(Willmer and Fricker 1996; MacRobbie 1998; Merlgh,stilli et al. 2002). Ein Anstieg in der
ABA-Konzentration in Blattern ist festzustellen, nveeine Pflanze Kalte-, Salz- und vor allem
Trockenstress ausgesetzt ist (Willmer and Fricle®6). Aus diesem Grund wird ABA auch
als Trockenstresshormon bezeichnet. Dieser Anstiemn ABA hat verschiedene
Auswirkungen. So wurde iW. faba gezeigt, dass ABA die HATPasen um 60-65% hemmt
(Zzhang, Wang et al. 2004). Zudem bewirkt ABA auclnee Hemmung der
einwarstgleichrichtenden '‘KKanale. Die ABA-gesteuerte Kinase OST1 phosphertlden
Kanal KAT1, was zu einer Reduzierung der KAT1-Stedfinhrt (Sato, Sato et al. 2009). Ebenso
ist in Anwesenheit von ABA die Endozytose von Kanateinen (KAT1) zu beobachten
(Sutter, Sieben et al. 2007). Im Gegensatz zu dehinfluxkandlen, werden
auswartsgleichrichtenden*anéle durch ABA aktiviert (Blatt 1990; Blatt amétrmstrong
1993; MacRobbie 1998). Die Gesamtheit dieser ABduimierten Mechanismen tragen dazu
bei, die Depolarisierung der Membran einzuleitebl#dung 1.8.1). Bemerkenswerterweise
sind die beschriebenen Mechanismen spezifischdiili€®kzellen. Andere Zellen/Gewebe, wie
z.B. Mesophyllzellen, die Wurzel oder der Samengieran auf ABA mit anderen
physiologischen Reaktionen (vergleiche z.B. (Fiste#h, Reeves et al. 2008) (Sharp and
LeNoble 2002)). Das gleiche Phytohormon ist alsaaterschiedlichen Prozessen beteiligt,
was komplexe und oft Zelltyp-spezifische Signallkasdn erfordert (Cutler, Rodriguez et al.
2010).

Zur Perzeption des Trockenstresses und der Syntlies@BA existieren unterschiedliche
Hypothesen. ABA kann in der Pflanzenwurzel nachgsem werden. Man geht davon aus, dass
die Pflanze den Trockenstress zunachst tber diez&/uwahrnimmt, und dort ABA
synthetisiert. AnschlieRend wird es dann Uber digbliindel (Xylem) an die Blatter und die
dortigen Schliel3zellen weitergeleitet, in denenl@sn die Reaktionen des ABA-Signalweges
auslost (Sauter, Davies et al. 2001). Besondergiiferen Pflanzen scheint dieses Modell
unwahrscheinlich zu sein, da aufgrund der relamngsamen Transportgeschwindigkeit in den
XylemgefaRen das Phytohormon mit einer sehr staerzdgerung die Blatter bzw.
Schliel3zellen erreichen wirde. Es wird deshalb dprk dass das ABA-Signal in ein
elektrisches oder hydraulisches Signal umgewansiett und so schnell die Schliel3zellen

erreicht (Christmann, Weiler et al. 2007). In degithindeln der Blatter wird wiederum das
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Langstreckensignal in ein chemisches Signal (ABAjgawandelt und entfaltet dort seine
Wirkung (Endo, Sawada et al. 2008).

Zum Transport von ABA zwischen den Zellen existieedenfalls unterschiedliche Modelle.
Das erste Modell geht davon aus, dass protoniengsladenes ABA durch Diffusion aus dem
Apoplasten tber die Membran in die Zelle gelangu¢gr, Davies et al. 2001). Da der pH-Wert
im Apoplasten sauer und im Zytosol der Zellen redust (Apoplast pH 5 - 6 / Zytosol pH 7,2;
(Smith and Raven 1979; Savchenko, Wiese et al.)2000d die deprotonierte Form des ABAs
im Zytosol gefangen (lonenfallenmodell). Der Tram$p von ABA aus den
Produktionsgeweben (Symplast) und somit die Abgabeie Leitbiindel bzw. den Apoplasten
ist dabei nicht gewahrleistet. Analog zum Transport Auxin (Peer, Blakeslee et al. 2011;
Viaene, Landberg et al. 2014) wurde deswegen Utsgrsporter spekuliert, die aktiv ABA aus
dem Symplasten in den Apoplasten transportierehlieidich konnte im Jahr 2010 an einer
ABA-insensitiven Arabidopsis Mutante der ABC-Transporter AtABCG25 nachgewiesen
werden. Durch GUS-Farbung wurde die Expression A#xBCG25 in den Leitbindeln der
Blatter veranschaulicht. Des Weiteren wurde die nahime von ABA in AtABCG25
exprimierenden Sf9-Zellen gezeigt (Kuromori andr®kaki 2010). Weitere Daten aus dem
Jahr 2010 legen nahe, dass in SchlieRzellen Aosbidopsis ebenfalls ein Importer
(AtABCG40) fur ABA existiert (Kang, Hwang et al. 20; Umezawa, Nakashima et al. 2010).

1.7.2 Zytosolische ABA-Rezeptoren perzeptieren dé&hytohormon

Wie das ABA-Signal durch die Schlie3zellen wahrgenen wird war lange unklar. Mehrere
putative ABA-Rezeptoren waren im Gespréach, die AB&chliel3zellen detektieren kénnten
(Shen, Wang et al. 2006; Liu, Yue et al. 2007)deeizeigte sich, dass keiner der putativen
ABA-Rezeptoren tatsachlich fur die Wahrnehmung #&# verantwortlich ist (Gao, Zeng et
al. 2007; Muller and Hansson 2009; Risk, Day ek@09). Schliel3lich wurden im Jahr 2009
zytoplasmatische Proteine der PYR/PYL/RCAR-Fan{lgrabactin Resistance / PYR1 Like /
Regulatory Componentof ABA Receptor) (Abbildung.1)8dentifiziert, die tatsachlich in der
Lage sind das Phytohormon im physiologischen Kotragansbereich zu perzeptieren (Ma,
Szostkiewicz et al. 2009; Park, Fung et al. 2008gressanterweise forderte die Bindung von
ABA an PYR/PYL/RCAR die Interaktion der Rezeptomit den PP2C Phosphatasen HAB
(Homology to_ABI1), ABI1 (ABA-insensitive 1) und AR (ABA-insensitive_2) (Nishimura,
Hitomi et al. 2009; Park, Fung et al. 2009). Dipbgsikalische Interaktion sorgte zudem fur
die Inhibierung der Phosphataseaktivitat der PPBG@sphatasen. Knock-Out Mutanten von
PYR/PYL/RCAR zeigten jedoch keinen ABA-insensitiv®manotyp (geanderte Keimung,
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gestorter Stomaschluss). Da die RCAR-FamiliAiabidopsis aber 14 Mitglieder umfasst,
spricht dies fur eine starke Redundanz unter diBseteinen. Diese Annahme wurde durch die
Charakterisierung der Quadrupelmutgmtel/pyl 1/pyl 2/pyl4 untermauert, da sich hier typische
Reaktionen auf eine Storung des ABA-Signalkaskaigten (Park, Fung et al. 2009).

1.7.3 Die Rolle von PP2C-Phosphatasen (ABI1/ABI2) ider ABA-Signalkaskade

In der Regulation der ABA-Signalkaskade spielendphatasen eine bedeutende Rolle. Die
Phosphatasen werden nach der interagierenden Aauresin ihrem Zielmolekul in
Serin/Threonin-Phosphatasen, Tyrosin-Phosphatasgéer d’hosphatasen mit doppelter
Substratspezifizitat eingeteilt Die Serin/Threonifthosphatasen werden aufgrund ihrer
biochemischen und strukturellen Eigenschaften nattim die Klassen der PP1, PP2A, PP2B,
und PP2C _(Protein Phosphatase 1, 2A, 2B, 2C) wiltgituan 2003).

In Anwesenheit von ABA interagieren die RCAR/PYRIPAXBA-Rezeptoren mit Mitgliedern
der PP2C-Phosphatasen Familie, und bilden sogem@uiRezeptoren (Santiago, Dupeux et
al. 2009). Bereits im Jahr 1984 konntenAnthaliana Mutanten isoliert werden, welche
insensitiv gegeniiber ABA warefabi-1, abi-2, abi-3; (ABA insensitive 1-3)) (Koornneef,
Reuling et al. 1984). Wie sich spater herausstditiadelte es sich bei diesen Mutanten um die
beiden hoch homologen PP2C ABI1 und ABI2. Eine Rumkation von Glycin zu Aspartat in
ABI1 (G180D) und in ABI2 (G168D) flhrte zu dem Pbéyp der Mutantembil-1 undabi2-

1. Dieser Phanotyp ist durch einen erhdéhten Wasdastgeverfriihte Keimung als auch durch
ein verandertes Wurzelwachstum charakterisiert fgeiouvierdurand et al. 1994; Meyer,
Leube et al. 1994; Leung, Merlot et al. 1997; Rguakez, Benning et al. 1998). Diese ABA-
Insensivitat in verschiedensten physiologischerz&ssen und der Entwicklung zeigte die
wichtige Rolle von ABI1/ABI2 als negative Regulatarim ABA-Signalweg. Neben ABI1 und
ABI2 sind auch die Phosphatasen HAB1 und HAB2 arRégyulation des ABA-Signalweges
beteiligt (Saez, Apostolova et al. 2004; Rubio, Rpees et al. 2009), sowie AHG1 und AHG3
(ABA-hypersensitive germination) (Nishimura, Yoshiet al. 2007). Zudem zeigten samtliche
Verlustmutanten von Vertretern der PP2CA Untergeupim hypersensitives ABA-Verhalten,
im Gegensatz zu dem ABA-insensitiven Verhalten Banktmutanterabil-1 und abi2-1
(Hirayama and Shinozaki 2007). Bei Doppel- oderifaohverlustmutanten war sogar noch
eine Steigerung der ABA-Hypersensivitat zu verzegh(Saez, Robert et al. 2006; Nishimura,
Yoshida et al. 2007; Rubio, Rodrigues et al. 20@& verschiedenen PP2C-Phosphatasen
besitzen ein spezifisches Expressionsmuster, somdghGewebe- als auch auf zellularer und

subzellularer Ebene, was auf spezifische Aufgaben einzelnen PP2C-Phosphatasen
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hindeutet. ABI1 ist zum Beispiel im Zytosol als aum Nukleus von Schlie3zellen und Samen
anzutreffen, wohingegen AHG1 und AHG3 ausschligldicSamen gefunden wurden, wo sie
im Nukleus exprimiert vorliegen (Nishimura, Yoshieiaal. 2007; Umezawa, Sugiyama et al.
2009). Die bereits oben erwahnten PYR/PYL/RCAR-€Ina interagieren nach Bindung von
ABA mit den PP2C-Phosphatasen, und hindern diedarsm ihre ,Downstream*” Zielproteine,
wie beispielsweise die Mitglieder der SnRK-Kinaseilee, zu dephosphorylieren. So bleiben
die Kinasen in Anwesenheit von ABA aktiv (Ma, S#ostvicz et al. 2009; Park, Fung et al.
2009; Vlad, Rubio et al. 2009). Die ABA-insensitivBlutanterabil-1 undabi2-1 tragen eine
Mutation (G180D in ABI1 bzw. G168D in ABI2), dieret Bindung der PYR/PYL/RCAR-
Rezeptoren sterisch verhindert (Park, Fung etGfl92 Das Fehlen der Interaktion zwischen
PP2Cs und den Rezeptoren hat eine konstitutivevitdkttider Phosphatasen ABI1 und ABI2

zur Folge, was die ABA-Insensivitat in dabil-1 undabi2-1- Mutanten erklart.

1.7.4 Kinasen sind positive Regulatoren innerhalbe&r ABA-Signalkaskade

Bereits in den Jahren (1990) und (1992) zeigteneEmrpente von McAinistet al. an der
Tagesblume@ommelina communis), dass die Gabe von ABA eine Erh6hung von Kalziom
den SchlieRzellen bewirkte, woraufhin der Stomasshlzu beobachten war. Ahnliche
Ergebnisse konnten auch Martenal. (2007) und Stanget al. (2010) vorlegen. Es wurde
gezeigt, dass die Aktivierung von S-Typ Anionenkanéeinherging mit einer vorherigen
Erh6hung der intrazellularen Kalziumkonzentratiom Gegensatz dazu zeigten die Ergebnisse
von Levchenko et al. (2005), dass auch ohne einen Anstieg der intrdaedn
Kalziumkonzentration R- und S-Typ Kanéle aktividrden konnen, wodurch schliel3lich der
Stomaschluss ausgeldst wird. Auch in der Arbeit \Warten et al. (2007) wird von
Schliel3zellen berichtet, die bei ABA-Applikationcht mit einem Anstieg des internen
Kalziumspiegels reagierten. So zeigten nur 7 voZdlen eine direkte Korrelation zwischen
dem intrazellularen Kalziumanstieg und den Aufimeten S-Typ Anionenstromen. Weitere 7
Zellen zeigten eine verzdgerte Kalziumantwort roitheriger Erh6hung der S-Typ Stréme. Bei
5 Zellen wurde jedoch kein Anstieg des intrazetietiKalziumlevels festgestellt, aber sehr
wohl eine Aktivierung der S-Typ Strome. Aus dieBartensatzen schloss man schliel3lich, dass
zwei parallele ABA-Signalwege existieren muissen ir Kalziumabhangiger und ein

Kalziumunabhangiger.

Die Analyse zahlreicher Verlustmutanten und EMS-Af@hese-Studien lie3 erahnen, dass
Kinasen aus der CDPK-SnRK-Superfamilie eine bedel#eRolle bei der ABA-Antwort in
Schliel3zellen spielen. Die CDPK-SnRK-Superfamilesteht aus sieben unterschiedlichen
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Gruppen von Kalziumabhéangigen und KalziumunabhamigSerin/Threonin-Kinasen.
Einzelnen Vertretern konnte bereits ein Funktiondié Regulierung von Stoffwechselwegen,
Entwicklung, Immun- und Stressantworten zugescknelerden (Hrabak, Chan et al. 2003;
Batistic and Kudla 2012). Die CDPK-SnRK-SuperfamiBetzt sich aus folgenden sieben
Kinase-Gruppen zusammen: calcium-dependent prdteiases (CDPKs), CDPK-related
kinases (CRKs), phosphoenolpyruvate carboxylasaskis (PPCKs), PEP carboxylase kinase-
relatedkinases (PEPRKS), calmodulin-dependent ipratenases (CaMKSs), calcium and
calmodulin-dependent protein kinases (CCaMKs), satie SNF1 related kinases (SnRKSs).
Dabei wird die letztere Gruppe nochmals in die &ealbgruppen SnRK1, SnRK2 und SnRK3
aufgespalten (Hrabak, Chan et al. 2003). Im folgemdoll kurz auf die drei Gruppen der
CDPKs, der SnRK2s und der SnRK3s eingegangen wetldatiese eine entscheidende Rolle
bei der Regulation der Stomabewegung spielen (dbbi 1.7.4.1). Fur einen Uberblick tiber

den Rest der Kinasefamilie sei das Review von Heabal. (2003) empfohlen.
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Abbildung 1.7.4.1: Schematischer Aufbau der Mitglider der CDPKs, SnRK2s und SnRK3s/CIPKS
sowie den CBLs CDPKs besitzen einen variablen langeren N-Termals SnRK2s oder SnRK3s. Zudem
folgt nach der Kinase-Domaéne eine Autoinhibitorsséhoméne, die als Pseudosubstrat fungiert. Mitglieldr
SnRKs besitzen keinen Kalziumsensor (EF-Hande)zimiabhéngiges Verhalten der SnRK3s/CIPKs wird
durch CBL-Proteine vermittelt die Uber die NAF-Damén die CIPKs binden. Weitere Details zu den éna

sind in den jeweiligen Abschnitten enthalten.

1.7.4.1 CDPKs

Die CDPKs sind kalziumabhangige Kinasen die nuPflanzen vorkommen. lhr struktureller
Aufbau zeigt einem variablen N-Terminus mit Myrkstungsstellen, welche eine
Verankerung in der Membran ermoglichen. Anschliel3dnlgt eine Serin/Threonin-
Kinasedomane, die zur Klassifizierung der CDPK-SrRIperfamilie benutzt wurde (Hanks
and Hunter 1995). An die Kinasedoméne schliel3t sich autoinhibitorische Domane an, die
als Pseudosubstart zur Inhibierung der Kinasedoniéngiert (Abbildung 1.7.4.1). Des
Weiteren besitzen CDPKs vier EF-Hande die im C-Teuas des Proteins lokalisiert sind
(Abbildung 1.7.4.1) (Hrabak, Chan et al. 2003).4ei&F-Hande bilden eine dem Calmodulin-
ahnliche Kalziumbindestelle, und dienen als Kalzgensor zur Wahrnehmung der freien
zytosolischen Kalziumkonzentration. Zusammen mitadgoinhibitorischen Doméane wird die
Kinase reguliert. Bei geringen Kalziumkonzentragionbindet die Kinasedomane an die
autoinhibitorische Domane (Pseudosubstrat), und Siabstratphosphorylierung kann nicht
erfolgen. Nach binden von Kalzium an die EF-HamdeG-Terminus des Proteins findet eine
Konformationsanderung statt, wodurch die Kinasedwmi@eigegeben wird, und mit ihrem
Zielsubstrat interagieren kann (Cheng, Willmanmale2002; Chandran, Stollar et al. 2006).
CDPK-Proteine mit abgetrennter Kalziumbindestelled uabgetrennter autoinhibitorischer

Doméane sind konstitutiv aktiv und Kalzium insensitieine Beobachtung, die das
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Pseudosubstratmodell unterstiitzt (Harper, Huangl.et994; Sheen 1996). IA. thaliana
Genom konnten 34 CDPKs identifiziert werden. Dasied die CDPKs CPK3 und CPK6
unteranderem in Schlief3zellen exprimiert. Versuultelen Single-Knock-Out Mutanteapk3
undcpk6 zeigten, dass Schlie3zellprotoplasten geringergisStrome aufzeigten als Wildtyp
Protoplasten. In Doppel-Knock-Out Mutanten von CRK8 CPK6 wurde dieser Effekt noch
verstarkt. Zudem ergaben Messungen zur StomawederiCPK3/6 Doppelmutante, dass der
Stomaschluss nicht mehr vollstandig erfolgen korfmeri, Murata et al. 2006). Aul3erdem
zeichnete sich die CPK3/6 Verlustmutante im Vedjleeum WT durch geringere ABA-
induzierte S-Typ Strome aus. Die ebenfalls am Ssofnass beteiligten R-Typ Stréme wiesen
hingegen nur eine geringe Beeinflussung durch dd<3Z6 Doppelmutante auf, mit einer
geringen Abnahme der ABA-induzierten Strome vehgit mit denen des Wildtyps. Diese
Daten lieRen den Schluss zu, dass bestimmte CDBKslds ABA-Signalweges sind und als
positive Regulatoren der R- und S-typ Anionenkaméfechliel3zellen wirken. Weitere Positive
Regulatoren der ABA-Signalkaskade sind die CDPKK£&nd CPK11 (Zhu, Yu et al. 2007).
Beide CDPKs sind ebenfalls in den Schlie3zellenriexprt, und CPK4 und CPK11
Verlustmutanten offenbarten einen starken ABA-is#&ren Phanotyp in Bezug auf
Trockenstress, Stomaé6ffnung und Wasserverlust. Ahien stellte sich heraus, dass die
Doppelverlustmutantecpk4/11 eine starkere Ausbildung des Phanotypes zeigtedis
Einzelmutationen. Dies verdeutlicht die zum Tedurdante Funktion der CDPKs. Mit ABA
versetzte Keimlinge wiesen mit steigender ABA-Kamzation eine Erh6hung der beiden
CPK-Proteine als auch eine vermehrte Kinaseaktiaitd. Des Weiteren legten Experimente
von Ma und Wu (2007) dar, dass CPK23 Knock-Outrizéa ebenfalls einen gestdrten Stoma-
Phanotyp aufzeigten, wenn sie mit Salz- oder Troskess konfrontiert wurden. Eine genauere
Untersuchung dieser CPK23 Kock-Out Pflanzen vorg&wadt al. (2010) erbrachte, dass in
Schliel3zellprotoplasten die S-Typ Strome der Mwanin Vergleich zum Wildtyp um bis zu
70% abnahmen. Zusatzlich konnte in Oozyten Arabidopsis Protoplasten die Interaktion
von CPK23 und dem S-Typ Anionenkanal SLAC1 (SlowodrChannel 1), welcher fir die S-
Typ Strome in Schlief3zellen verantwortlich ist,dgntig nachgewiesen werden. Zudem wurde
gezeigt, dass auch ABI1 mit CPK23 interagiert, eiasweiterer Beweis fur die Einbindung in
den ABA-Signalweg war. In der gleichen Arbeit wurdeschrieben, dass auch die CDPK
CPK21 den Kanal SLAC1 aktivieren kann, wenn auclyenngerem Umfang. Die fur die
Verlustmutanten von CPK6 gemachten Beobachtungemtkn des Weiteren durch Braetlt

al. bestatigt werden. Die Autoren zeigten in Oozytere éAktivierung von SLAC1 durch
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CPK®6, sowie eine Hemmung des Kinase/Kanal-SystamshdABI1 (Brandt, Brodsky et al.
2012).

In Schlie3zellen vorArabidopsis thaliana ist neben SLAC1 auch der SLAC1-Homologe
Anionenkanal SLAH3 (SLAC1 Homolog 3) zu finden (G, Maierhofer et al. 2011). Geiger
et al. konnten zeigen, dass auch SLAH3 von der KinaseZ2RK Oozyten aktiviert wird, und
dass eine Koexpression von SLAH3, CPK21 und ABIRdazyten wiederum die S-Typ Strome
minderte. Zudem wurde ebenfalls eine Interaktion 8.AH3 mit CPK3 und CPK6 gezeigt
(Scherzer, Maierhofer et al. 2012). Dies erklasamumen mit den Daten fur SLAC1 den
Phanotyp der Verlustmutanten von CPK6 und CPK3li&lich konnten Gutermuthbt al.
(2013) veranschaulichen, dass SLAH3 ebenfalls lfeRschlauchen exprimiert wird und fur
das Pollenschlauchwachstum verantwortlich ist. Regulation von SLAH3 wird hier durch
die CPDKs CPK2 und CPK20 gesteuert, wie Experimant@ozyten als auch mit Kock-Out
Mutanten (cpk2cpk20, slah3-1) zeigten.

1.7.4.2 SnRKs

Die SnRKs werden in drei Subgruppen unterteilt, KhR. Sie zeigen die gréfite Homologie
zu ihren namensgebenden ,Urvatern* den SNF1(SuddoseFermenting)-Kinasen. SnRK1-
Kinasen besitzen eine 48% Aminosauresequenzhoneolagden SNF1-Kinasen, welche im
Bereich der Kinasedomane bis zu 62-64% Aminosaguesehomologie erreichen kann
(Halford, Hey et al. 2003). IA. thaliana sind drei Vertreter der SnRK1-Gruppe bekannt. Die
beiden Subgruppen SnRK2 und SnRK3 wurden nur @nén nachgewiesen, zeigen jedoch
eine geringere Aminosauresequenzhomologie zu déi1 Sind den SnRK1-Kinasen (Halford,
Hey et al. 2003). Dabei wurden # thaliana 10 Vertreter von SnRK2-Kinasen und 26
Vertreter von SnRK3-Kinasen identifiziert (Hrab&@dan et al. 2003; Maierhofer, Lind et al.
2014). Zudem besitzen die beiden Subgruppen SnRKR SNnRK3 ein unterschiedliches
Verhalten auf Kalzium. So sind SnRK2-Kinasen kataitnabhéngig wahrend SnRK3-Kinasen
kalziumabhangig phosphorylieren (Abbildung 1.7.4l4) Gegensatz zu den CDPKs besitzen
SnRKs keine Myristoylierungsstellen, wodurch sien@ir nicht membrangebunden sind und
deshalb im Zytosol vermutet werden (Hrabak, Chamale®003). Von den Vertretern der
SnRK2s inArabidopsis weisen SnRK2.2, SnRK2.3 und SnRK2.6/0ST1 eine lgmologie

in ihrer Aminosauresequenz auf. Die Tripple-Knoadkt®lutante der Kinasen zeigt einen stark
ABA-insensitiven Phanotyp als auch eine erhdhtersa®everlust unter Trockenstress (Fuijita,

Nakashima et al. 2009; Nakashima, Fujita et al.9200on den drei Einzel-Mutanten zeigt
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snrk2.6/ostl den starksten Welken-Phéanotyp. Auffjdiases Sachverhaltes soll die Rolle von

SnRK2.6 genauer veranschaulicht werden.

1.7.4.3 SnRK2.6/0ST1

Die Kinase OST1/SnRK2.6 riuckte im Jahr 2002 in Bekus der Trockenstressforschung in
Schliel3zellen. In einem Mutantenscreen zur |demgifung von trockenstresssensitiven
Phanotypen inA. thaliana wurden die beiden Punktmutantestl-1 und ostl-2 entdeckt
(Merlot, Mustilli et al. 2002; Mustilli, Merlot eal. 2002; Yoshida, Hobo et al. 20082%t1-1
und ost1-2 besitzen jeweils einen Amiosaureaustausch voniGge Arginin, wodurch sie
inaktiv wurden. Im Fall vorost1-1 wird durch den Austausch ein korrektes AblesenGiess
verhindert (Mustilli, Merlot et al. 2002), wohingeg beiost1-2 der Austausch von Glycin 33
zu Arginin das Binden von ATP an die Kinasedomaedawmdert und so eine Kinase-inaktive
Mutante entstand (Hanks and Quinn 1991; MustillerMt et al. 2002). Beide Mutanten
zeichneten sich durch eine ausgepragte ABA-Insgasiund somit einem gestorten ABA-
abhangigen Stomaschluss aus. Dies fuhrte zu eingdhten Transpisrationsverlust und somit
zu einer Hypersensivitat gegenuber Trockenheit (Miudlerlot et al. 2002; Yoshida, Hobo
et al. 2002). Zudem konnten durch Real-Time-PCR eErpente und Reporter-GUS-
Farbungen die Lokalisation von OST1 in der Schieg#iBznachgewiesen werden (Mustilli,
Merlot et al. 2002; Geiger, Scherzer et al. 2008)Gengensatz zu den CDPKs besitzen die
SnRKs keine Calmodulin-dhnliche Bindestelle (Abbiid 1.7.4.1) (Hrabak, Chan et al. 2003),
weswegen sie nicht durch Kalzium aktiviert werdeisgen. Untersuchungen mit dem Yeast-
Two-Hybrid-System ergaben zudem, dass OST1 miP&RC-Phosphatase ABI1 interagiert.
Es konnte gezeigt werden, dass die Interaktionhdeiree Aminoséauresequenz am C-Terminus
(Doméane 1) zustande kam (Yoshida, Umezawa etG162 Das Homolog von AB1 (HAB1)
ist in der Lage OST1 zu dephosphorylieren, wasclgedéitig mit einem Verlust der Aktivitat
von OST1 einhergeht (Vlad, Rubio et al. 2009). Boli&hen Ergebnissen kommen Umezawa
et al. (2009) welche aufzeigen konnten, dass ABI1 ean@vo Phosphorylierung von OSTifh
vitro rickgangig machen kann. Elektrophysiologische Megen von Geiger und Scherzer
(Geiger, Scherzer et al. 2009) zeigen schlie3delss OST1 SLAC1 phosphoryliert, und dass
diese Phosphorylierung den Anionenkanal aktivMfeiter wurde in dieser Arbeit dargelegt,
dass ABI1 die Phosphorylierung von SLAC1 durch OSWar unterbindet, aber nicht
rickgangig macht. Spater durchgefuhreitro Kinase Assays von Maierhofer und Geiger
al. (2014) zeigten jedoch eindeutig, dass ABI1 diedphorylierung von OST1 aufhebt. All
diese Daten veranschaulichen die wichtige Funktimm OST1 beim Stomaschluss, als auch

die Funktion eines positiven kalziumunabhangigeguRdors in der ABA-Kaskade.
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1.7.4.4 SnRK3s (CIPKs)

Die Pflanzen-spezifischen Kinasen aus der ShnRK¥}&HPuppe bendtigen die Interaktion mit
Calzineurin-B-Like-Proteinen (CBLs) um aktiv zu wen. Durch diese Interaktion entsteht das
kalziumabhangiges Phosphorylierungsverhalten deKGCBL intaeracting kinases) Kinasen,
da die CBL-Proteinen als Kalziumsensor fungierebbifdlung 1.7.4.1). Die CIPKs besitzen
eine Kinasedomane, sowie eine Bindedoméane fur CBRhsC-Terminus des Proteins
(Abbildung 1.7.4.1) (Batistic and Kudla 2004). Beesals NAF-Doméane (Abbildung 1.7.4.1)
bezeichnete Motiv ist 24 Aminosaure lang und starten CIPKs konserviert (Albrecht, Ritz
et al. 2001). Die CBLs wiederum besitzen EF-Handedanen sie Kalzium wahrnehmen
kénnen. Nach Binden von Kalzium interagieren did€Bit den CIPKs. IrArabidopsis sind

26 CIPKs und 10 CBLs bekannt, woraus sich mannig@alKombinationsmaoglichkeiten fir
die Dekodierung von Kalziumsignalen und abiotiscl¢resssignalen ergeben (Batistic and
Kudla 2004; Luan 2009; Maierhofer, Lind et al. 2D14udem besitzen einige CBL-Proteine
N-terminale Myristoylierungsstellen (und zum TeidlRitoylierungsstellen), wodurch sie
membrangebunden sind (Kudla, Xu et al. 1999; Lu@i9® Durch Interaktion mit den CIPKs,
welche keine Myristoylierungsstellen besitzen, k&mndie Kinasen an unterschiedliche
Membranen gebracht werden, um dort ihre Zielpretan phosphorylieren (Luan 2009). So
zeigten z.B. fluoreszenzmikroskopische Versuchss diée beiden CBLs CBL1 und CBL9 an
die Plasmamembran von Zellen gebunden sind (D'And®Einl et al. 2006; Cheong, Pandey
et al. 2007). Beide CBLs interagieren unter andemg@inder Kinase CIPK1. Wie D'Angelo
fluoreszenztechnisch in BIFC Experimenten zeigamks, wird CIPK1 durch die CBLs an die
Plasmamembran rekrutiert. Wenn in den gleichen Exgaiten die NAF-Doméne aus der
CIPK1 entfernt wurde, konnte kein CIPK-Fluoreszémzal mehr an der Plasmamembran
festgestellt werden (D'Angelo, Weinl et al. 200@udem wurden in derselben Arbeit
Experimente mit Knock-Out Mutanten von CBL1 und K1Pvorgestellt, die sich durch eine
geringere Keimungsrate der Samen auf die Gabe \BA Auszeichneten. Aber auch die
Arbeiten von Albrecht (Albrecht, Weinl et al. 2003)d Cheong (Cheong, Kim et al. 2003)
verdeutlichen die Beteiligung der CBLs am ABA-Silymeg. Beide Autoren zeigten, dass
CBL1 Knock-Out Mutanten au& abidopsis schlechtere Anpassungen an Kalte-, Trocken- und
Salzstress besal3en. Kock-Out Mutanten von CBL#rabidopsis zeigten sogar eine viel
starker ausgepragte Hypersensitivitdt gegentibem#sy und Wachstum, als diebll
Mutanten taten (Pandey, Cheong et al. 2004). Daishgleitige Ausschalten von CBL1 und
CBL9 konnte die oben beschrieben Effekte sogar mecstarken (Cheong, Pandey et al. 2007).
Sowohl CBL1 als auch CBL9 interagieren mit der CBBKwie BIFC Versuche von CIPK23
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mit und ohne NAF-Doméane und gleichzeitiger Expmssvon CBL1 oder CBL9 in
Tabakprotoplasten ergaben (Cheong, Pandey et @r)2Blutanten von CIPK23 zeigten ein
hypersensitives Verhalten gegentuber ABA, welchels durch verstarkten Stomaschluss und
verminderten Wasserverlust aufRerte (Cheong, Paatey. 2007). Teilweise kann dieser
Phanotyp durch eine geminderte Aktivitat von AKWelcher durch CIPK23 und CBL1 und
CBI9 aktiviert wird, erklart werden (Li, Kim et €&2006; Xu, Li et al. 2006). Zum anderen wurde
eine Beteiligung der S-Typ Kandle an diesem Phgndtych Maierhofeet al. gezeigt (2014).
Koexpression von SLAC1 bzw. SLAH3 mit CIPK23 sov@®L1 oder CBL9 fihrten zur
Aktivierung dieser beiden S-Typ Kandle. Weiterhigstitigenin vitro Kinase Assays mit
SLAC1 oder SLAH3 die Phosphorylierung der Kanalecudie Kinase CIPK23. Zudem
konnte die in den ABA-Signalweg eingebundene PPRGsphatase ABI1 die durch CIPK23

hervorgerufene Phosphorylierung riickgéangig mach&nerhofer, Diekmann et al. 2014).

1.8 Ubersicht tiber die Regulation der Stomad6ffnungnd des Stomaschlusses

Die aus den vorherigen Abschnitten beschriebeneb&htungen zur Stomadffnung und zum
Stomaschluss sollen hier in Abbildung 1.8.1 kurzsarumengefasst und grafisch

wiedergegeben werden.
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Stomadffnung

. Blaulichtrezeptoren ' Kation-Einwartsgleichrichter
(PHOT1,PHOT2) (AKT1,AKT2/3,KAT1,KAT2,KC1)
Q> H-ATPasen . Kation-AuRwartsgleichrichter
) (GORK)
‘ Anionen-Symporter
@ s
D ABA-Transporter S-Typ Kanale
‘ ABA-Rezeptor @ SLAH3
(PYR/PYL/RCAR)
/0]  PP2C (ABIY) @ RpKande
Kinasen ;
' (CDPKs, CIPKs, OST1) . Aquaporine

Vmem Membrtanpotential
AV Wasserpotential
i ¢ intra- extrazellular Vk: nernstsches Kallium-Gleichgewichtspotential

Abbildung 1.8.1: Schematischer Ablauf der Transportorgénge an der Schlie3zellmembran wahrend des
Stomaschlusses (rechts) und der Stomadffnung (linkg1) Bei der Stomad6ffnung trifft (Blau-) Licht aufed
Pflanze und wird durch Photorezeptoren (PHOT1 uHOP2) wahrgenommen (Abschnitt 1.4.1). (2) Diese
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Rezeptorkinasen aktivieren daraufhif-ATPasen in der Zellmembran, welche wiederum Ptoanter
Spaltung von ATP in den Apoplasten transportiesibs¢hnitt 1.4.1). (3) Durch die Hyperpolarisatioerd
Membran wird die Membranspannung negativer alsSgiannung des Kaliumgleichgewichtspotentials. (4)
Spannugsabhéngige einwartsrichtendeKidnale der Shaker-Familie (AKT1, AKT2/3, KAT1, KAT KC1)
offnen und Kalium strémt in die Zelle (Abschnité11). (5) Als Gegenion wird Chlorid Giber Anionengyanter
aufgenommen. Gleichzeitig wird Malat in der ZellesaStarke synthetisiert oder aus internen Speichern
freigesetzt. (6) Durch die Aufnahme der lonen sitd Wasserpotential in der Zelle, woraufhin WaBsédie
Zelle durch Diffusion oder Aquaporine nachstrémie Belle schwillt an und das Stoma 6ffnet sich.{tych
Trockenstress wird ein ABA-Signal generiert. ABArevdurch einen ABA-Transporter (ABCG40) in die 2ell
transportiert (Abschnitt 1.7.1). (8) Der ABA-RezepPYR/PYL/RCAR bindet ABA (Abschnitt 1.7.2), und
kann dadurch an die PP2C-Phosphatase ABI1 binadehindert ABI1 so an seiner Funktion. (9) ABl1éaat
negativer Regulator der ABA-Signalkaskade und Unelet die Funktion von ,Downstream* Kinasen
(Abschnitt 1.7.3). (10) Kalziumabhéngige KinaseDRKs, CIPKs) und kalziumunabhéngige Kinasen (OST1)
kdnnen nun S-Typ Kanéle durch Phosphorylierungvegtén (Abschnitt 1.7.4). Der S-Typ Kanal SLAC1
vermittelt einen Chloridausstrom, wohingegen SLAN®Brat transportiert (Abschnitt 1.5). (11) Auch ein
Aktivierung der R-Typ Kanéle ist zu beobachten,alel Chlorid und Malat in den Apoplasten entlass#n.
diese Aktivierung auch durch Kinasen vermittelt dyiist Gegenstand der Diskussion. (12) Durch den
Anionenausstrom depolarisiert die Zellmembran, wifiim spannungsabhangige auswartsgerichtete K
Kanale (GORK) 6ffnen und Kalium in den Apoplastetizssen (Abschnitt 1.4.2). (13) Das Wasserpoteintia

der Zelle steigt, wodurch ein Efflux von Wasser dasZelle sattfindet und die Zelle schrumpft.

1.9 Zielsetzung

Landpflanzen besitzen Offnungen in ihren Blatt®iese als Stoma bezeichneten Strukturen
dienen dem Gasaustausch mit der Umgebung. Ein Stestaht aus zwei Schliel3zellen. Die
Weite des Atmungsspaltes zwischen den SchlieRzsileindurch Aufnahme bzw. Abgabe von
Wasser in die SchlieRRzellen geregelt. Wasseraufadahrdie SchlieRzellen fiihrt zum Offnen
der Stomata, Wasserabgabe zum Schliel3en der seli@pbildung 1.8.1). Der Wasser Ein-
und Ausstrom wird durch Aufnahme und Abgabe vorefoin die Schlie3zellen erreicht,
wodurch Wasser in oder aus den Schliel3zellen méchis{Abbildung 1.8.1). Der Transport
der lonen Uber die Zellmembran wird Uber ATP-gbiee Pumpen, Symporter und Antiporter,
sowie Uber lonenkanale vermittelt. Unter Trockessdtr wird das Stresshormon ABA in
Schliel3zellen gebildet bzw. von diesen aufgenommBA bewirkt den Schluss der Stomata.
Dieser Stomaschluss ist begleitet von einer Akkatnorh von Kalium, Chlorid, Nitrat und
Malat im Apoplasten. Patch-Clamp Experimente zeigdass die Kaliumabgabe aus
Schliel3zellen mit auswarts gerichteten Stromen uredbn ist, die durch den Kaliumkanal
GORK hervorgerufen werden (Abbildung 1.8.1). Zuyedoch ist eine Depolarisation der
Schlie3zellmembran zu beobachten die GORK aktivigigse Depolarisation wird durch S-
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Typ und R-Typ Stréme hervorgerufen (Abbildung 1)8Beide Stromtypen beruhen auf der
Abgabe von Anionen aus den Schliel3zellen. S-Typn$#rsind spannungsunabhangig und
besitzen eine langsame Deaktivierungskinetik nmeeRelaxationszeit die im Sekunden- bis
Minutenbereich liegt. R-Typ Stréme sind stark spargsabhangig und haben eine schnelle
Aktivierungs- und Deaktivierungskinetik mit Relaixatszeiten die im Millisekunden- bis
Sekundenbereich liegen. Es konnte gezeigt werdess die S-Typ Strome durch die Kanéle
SLAC1 und SLAHS3 hervorgerufen werden. Damit die &larjedoch funktionieren mussen sie
durch Kalziumunabhangige Kinasen (OST1) oder Katabhéngige Kinasen (CDPKs,
CIPKs) aktiviert werden (Abbildung 1.8.1). Diesenisen sind negativ tUber die PP2C-
Phosphatase ABI1 reguliert. ABI1 wird wiederum durdie Interaktion mit dem ABA-
Rezeptor PYR/PYL/RCAR und dem Stresshormon ABAgekguliert (Abbildung 1.8.1). Die
Identitat der R-Typ Kandle ist bisher noch nichtdmt. Als Kandidaten die die R-Typ Strome
hervorrufen, wurden unteranderem die CLC-Kanéle, CleETR-Kanal aus der Familie der
ABC-Transporter sowie TMEM16A aus der Familie daGQT vermutet. Alle bisher genannten
Kandidaten scheiden aber aus unterschiedlichenderiiaus. Eine weitere vielversprechende
Proteinfamilie auf der Suche nach den R-Typ Kanigedie ALMT-Familie. Beim Offnen der
Stomata akkumuliert Malat in den Schliel3zelleng@Mhy 1973). Die Akkumulation von Malat
muss durch Synthese oder durch Transport in die dblgen. Da die Mitglieder der ALMT-
Familie organische Sauren leiten konnen und AtALKTriden SchlieR3zellen exprimiert wird
(Meyer, Mumm et al. 2010), konnte der Kanal an Nedatakkumulation beteiligt sein.
Deswegen wurden im Rahmen dieser Arbeit die elektmischen Eigenschaften von
AtALMT12 mit Hilfe der TEVC Methode ergrindet. Naeimer Grundcharakterisierung von
AtALMT12, wurden an dem Kanal mit Hilfe von Mutatien Struktur-Funktions-Analysen
durchgefuhrt, die weiteren Aufschluss auf seineeksghaften lieferten. Zudem sollte mit
dieser Arbeit die Topologie der ALMT-Familie besserstanden werden, da zu Beginn dieser
Arbeit die bekannten Topologiedaten einige Wieddérdpe aufwiesen. Des Weiteren sollte die
Rolle von AtALMT12 beim Offnen und SchlieRen deoi®@ata beleuchtet werden, und welche
Mechanismen dazu fihren, dass AtALMT12 aktiviert wieaktiviert wird. Hierfur wurde die
Interaktion mit denen in der ABA-Signalkaskade vmrimenden Faktoren wie OST1, ABI1
und CDPKs untersucht. Zudem zeigt diese Arbeits @a8LMT12 mit fir die Ausbildung der
R-Typ Strome verantwortlich ist, und deren molekeaUrsprung darstellt. Deswegen wird
die Umbenennung des Kanals, in Analogie zu den $,A4G QUAC1 (Quick Anion Channel)

vorgeschlagen.
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2 Material und Methoden

2.1 Arbeiten mit Bakterien

2.1.1 Kultivierung und Lagerung vonE. coli

Die Kultivierung von demE. coli Stamm MRF erfolgte in LB-Medium bzw. auf LB-
Agarplatten supplementiert mit 50 pg/ml Ampiciliinter aeroben Bedingungen bei 37 °C. Die
Inkubationszeit betrug 12 - 16 h, wobei die Kukming in flissigem LB-Medium unter
standigem Schiitteln bei 200 rpm stattfand. Zur Awfdhrung von transformierten Klonen
wurden Bakterienstocks bei -80°C aufbewahrt. Dieské#lung eines Stocks erfolgte aus einer
frisch angesetzten Ubernachtkultur. Dabei wurdekdigur mit 87 % Glycerin im Verhéltnis
1:1 gemischt, und anschlie3end in flissigen Staéksthockgefroren.

2.1.2 Transformation

Durch eine Transformation wurden Plasmide in Badtereingebracht, um diese zu
vervielfaltigen. 50 pl Aliquots von Bakterien deta®mes MRF™ (Stratagene; fir DNA-
Amplifikationen) oder Rosettd (Merck; fiir Proteinexpressionen) wurden auf Eifgyataut.
Zu den Bakterien wurde 1 pl Plasmid DNA (entspraah 10 ng DNA) oder 10 ul USER
Reaktion hinzugegeben (entsprach ca. 10 ng DNAg Bakterien wurden dann fir 45
Sekunden bei 42°C in einem Wasserbad und anschtiefdie 2 Minuten auf Eis inkubiert.
Danach wurden die Ansatze auf Antibiotika enthaleen LB-Platten ausgestrichen,

entsprechend der Antibiotikaresistenz im eingelteachektor.

Handelte es sich bei dem eingebrachten Plasmidinrenepfindliches Konstrukt oder eine
Kanamycinresistenz, wurden die Bakterien nochmi#s3D - 60 Minuten in SOC-Medium
Uberfuhrt und bei 37°C unter schitteln inkubiertstEdanach wurden die Kulturen auf

entsprechende LB-Platten ausgestrichen.

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.0 Uberblick der RNA Expression in Oozyten und Ektrophysiologischer Messungen.
Das Ubliche Verfahren zum Exprimieren von Kanalkgiran in Oozyten soll im folgendem
kurz wiedergegeben werden. Zunéchst wurde eine eshiie DNA-Sequenz mit Hilfe des
USER-Systems (Abschnitt 2.2.ih einen geeigneten Vektor kloniert (Abschnitt2.2.1 - 2).

Anschlieend wurden Bakterien mit dem erstelltenABRbnstrukt transformiert (2.1.2).
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Negative und positive Klone wurden anhand eines titaerdaus oder einer PCR
unterschieden (Abschnitt 2.2.3). Aus positiven Komvurden Bakterienkulturen angesetzt, um
groRere Mengen des DNA-Konstruktes zu erhalten zundsolieren (Abschnitt 2.1). Das
isolierte Plasmid wurde aufgereinigt (Abschnitt.2)2ind danach tber eine IVT-PCR in cDNA
umgeschrieben (Abschnitt 2.2.3.1). Nach einer Anigeing des IVT-PCR-Ansatzes wurde mit
Hilfe des AmpliCap-Max™ T7 High Yield Message Makets RNA erstellt (Abschnitt 2.2.5).
Die Konzentration der RNA wurde bestimmt und eingis(Abschnitte 2.2.6 und 2.2.7), und
anschlieBen wurde die RNA per Mikrokapillare in @en injiziert (Abschnitt 2.2.8). Nach
drei- bis viertagiger Inkubation der RNA wurden die den Oozyten exprimierten
Kanalproteine mit Hilfe von Fluoreszenzmikroskopidschnitt 2.4) und der Two Electrode
Voltage Clamp Methode (TEVC) untersucht (Abschhif).

2.2.1 USERM System
Mit Hilfe des USERM Systems konnten schnell verschiedenste DNA-Fratgmienzuvor
erstellte geeignete Vektoren eingebracht werders. Beiteren war die Methode geeignet

Mutationen in einzubringenden DNA-Fragmenten zeegen.

Bei der USERM Methode werden 8 Nukleotid-lange komplementarerbiirege im Vektor und

dem einzubringenden DNA-Fragment erzeugt. Durclsedigberhange kénnen das DNA-
Fragment und der Vektor hybridisieren und ohne tiogein Bakterien eingebracht werden und
diese zu transformieren (Ciais, Denning et al. J9BVAbbildung 2.2.1.1 ist eine detaillierte

Beschreibung des Vorgangs dargestellt.
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Pacl cassette

Pagl Pagl Nt.BbvCl
GCTGAGGCTTAATIAAGGATCCTTAATYTAABCHICAGE
CGACTCCGAATITAATTCCTAGGAATITAAT THGGAGTCG
NtBbvCI

l Digestion (Pacl and Nt.BbvCl)

GCTGAGGCTTAAT] ____ |rcace
ceacT [TAATTHGGAGTCG .
<:::ﬁ_k_ﬁ_ﬁ__ GGCTTAAUL - |ATTAANCC
CEGAATTA MM A AT THGG
USER™
bR
e
S [ IATTAABICC
CEBAAT TALPCR fragment o
&
GCTGAGGCTTAAT __rcace
13 bp i 13 bp -
GCTGAGGCTTAAT] ATTAABCC|TCAGC

CGACT[;(}CGA;&,TTA! PCR ffagme”_t!lTAAT THGGAGTCG

Abbildung 2.2.1.1: Schematische Darstellung der Herstellung von kompiteentaren USER Uberhéngen
Zunéchst wird tuber die Multiple Klonierungssteleadgl. Multiple Cloning Site) eine 38 bp lange Pacl User-
Kassette in den gewiinschten Vektor eingebrachtnjob@er USER-Vektor wird zuerst mit Pacl und
anschlieRend mit Nt.BbvCl verdaut, um 8 nt lang&Bérhange zu erzeugen (Mitte links). Das einzganle
DNA-Fragment, welches mit Uracil (pink) haltigenrRern erzeugt wurde, wird zu dem linearisierten téek
gegeben und mit einem USER Enzym inkubiert (373€imin). In diesem Schritt wird durch das USER fEnz
das Uracil aus den Uberhangen des DNA-Fragmenterenund die verbleibenden 5 Enden diffundieren
davon (Mitte). Im anschlieBenden Schritthybridisieiektor und Fragment an den entstandenen Ubeghéng
(25° fir 25 min). Da sich die Uberhange durch dibgund griin markierten Nukleotide unterscheideing w

eine verkehrte Insertion verhindert. Abbildung waiedis (Willmer and Fricker 1996) enthommen.

2.2.1.1 Herstellung der USER Vektoren

Als Ausgangsvektor wurde der Vektor pGEM KN verwendMittels der multiplen
Klonierungsstelle wurde die 38 bp lange Pacl-Usasg¢étte eingebracht (Abbildung 2.2.1.1).
Nach einer Uberpriifung des Inserts durch Sequenzigurden die USER Vektoren mit 60 U
Pacl (Fermentas) pro 5 pg Plasmid fir 12h linesntisind anschliel3ende nochmals mit 20 U
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NtBbvCl (New England Biolaps) fur 1h bei 37°C vauntlaNach Aufreinigung tGber Quiagen
PCR Purification Kit (QIAGEN) wurden die linearisg® Vektoren aliquotiert und bei -20°C
gelagert. Dieser USER Vektor wurde als pNBlu #16 zelshnet. Um
fluoreszenzmikroskopisch zu arbeiten wurde daraufhpNB1lu #16 ein YFP und eine weitere
PAC1 Kassette eingebracht, so dass die VektorenlpN&lund pNBlu #22 (Tabelle
2.2.1.1.1) entstanden. Dabei wurde mit Hilfe vorRR@r oder nach dem YFP-Gen ein 25 bp
langer Uberhang generiert, der die Pac Kassettaedn(Nour-Eldin et al. 2006). Uber die
bereits vorhandene USER-Kassette konnte diesediithsr den Vektor eingebracht werden.
Je nachdem ob der Uberhang an das 5" Ende bzwas&8i &nde des YFP-Gens gehangt wurde,
entstand vor dem YFP bzw. nach dem YFP neue USERd{i@. So wurden auch die weiteren
in Tabelle 2.2.1.1.1 beschriebenen Split YFP-Vektarstellt.
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Tabelle 2.2.1.1.1: Verwendete Vektoren und Nomenkiar.

Name Beschreibung

pNB1lu #16 Xenopus expressions Vektor mit USER-Kassette

Platzierung der C-Terminalen YFP-Hélfte vor (upstng der USER

NBlu #17 . . . .
P Kassette, woraus eine N-Terminale YFP Fusion nngebrachten DNA

erfolgt.

Platzierung der C-Terminalen YFP-Halfte nach (davesmn) der

NB1lu #1 . ) )
P u#18 USER Kassette, woraus eine C-Terminale YFP Fusiam| z

eingebrachten DNA erfolgt.

Platzierung der N-Terminalen YFP-Halfte vor (upatrg der USER

NBlu #1 . . . :
P u#19 Kassette, woraus eine N-Terminale YFP Fusion angedirachten DNA

erfolgt.

Platzierung der N-Terminalen YFP-Halfte nach (downeemn) der

PNB1u#20 USER Kassette, woraus eine C-Terminale YFP Fusiam | z

eingebrachten DNA erfolgt.

NBlu #21 Platzierung des ganzen YFPs vor (upstream) der UBBBSette
p u _ _ _ _
woraus eine N-Terminale YFP Fusion zur eingebracbisdA erfolgt.

NBLu #22 Platzierung des ganzen YFPs nach (downstream) 8&RUKassette,
u
P woraus eine C-Terminale YFP Fusion zur eingebracBieA erfolgt.
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2.2.1.2 Einbringen von USER Fragmenten in Vektoren
Der Standardvorgang mit dem die gewinschte DNAinereVektor eingebracht wurde sah

wie folgt aus. Es wurden:
1l Vektor
2-8ul Insert DNA mit USER Uberhangen
(die DNA Menge entsprach in etwa 200 - 400 ng pnsaiz)
1l USERM Enzym Mix (1U / pl)
5 ul TE Puffer

miteinander gemischt. AnschlieBend wurde der Angat20 Minuten bei 37°C und danach fir
25 Minuten bei 25°C inkubiert. Dieser Ansatz kondéan sofort fur die Transformation von

Bakterien genutzt werden.

2.2.2 Plasmidisolation und Reinigung

Die Plasmidisolierung wurde mittels alkalischer &ygon Zellen durchgefiihrt. Bakterien
wurden hierbei durch Zugabe von Lyse-Puffer, walchNatronlauge, RNAsen und ein
Detergenz (SDS) enthielt, aufgebrochen. Die Resnktwurde durch anséduern mit
Natriumacetat gestoppt. Durch anschlieRende Zagatfon wurden Zelltrimmer pelletiert
und die DNA verblieb im Uberstand. Das Plasmid veusthschlieBend durch Zugabe von
Alkohol (Isopropanol/Ethanol) aus dem Uberstandalifiefind konnte nach Aufnahme in

Wasser weiterverwendet werden.

Zur Herstellung des TENS (Lyse-) Puffers wurden J4TE Puffer (10 mM Tris (pH 8,1),
1mM EDTA), 500 pl SDS (10 % w/v), 100 pl NaOH (10 Mhd 200 pl RNAse (10 mg/ul)
gemischt. 1,5 ml einer Ubernachtkultur wurden 60zatrifugiert (10000 RPM, RT), und der
Uberstand danach verworfen. Die Bakterien wurdenenbliebenen Medium durch Vortexen
wieder geldst. Nach Zugabe von 400 pl TENS unchaBgen invertieren wurde im Anschluss
200 pul 3 M Natriumacetatlosung dazu geben und nathmvertiert. Der Ansatz wurde fir 15
min zentrifugiert (14000 RPM, RT). Danach wurde d#yerstand in 800 pl Isopropanol
uberfuihret und 20 min zentrifugiert(14000 RPM, 4°83ch dem Verwerfen des Uberstandes
wurde das Pellet mit 500 ul 70 % Ethanol gewas¢kenin, 14000 RPM, RT). Nach erneutem
Abnehmen des Uberstand wurde das Pellet vollstagetigpcknet und in 50 pl TE Puffer mit
RNAse oder Wasser aufgenommen. AnschlieRend wuadePthsmid mittels des QIAquick
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PCR Purification Kits (QIAGEN) aufgereinigt. Hieilfendet eine Bindung der DNA an eine
Silicamatrize statt und wird tber hohe bzw. nieglrf®plzkonzentrationen an diese gebunden
bzw. gel6st. Alternativ erfolgte die Gewinnung udfreinigung auch durch das Plasmid Mini
Kit (QIAGEN). Néahere Informationen zu diesen Praaes sind aus den Anleitungen des
jeweiligen Kits zu entnehmen, oder auf der Homepagm QIAGEN zu finden

(http://www.qgiagen.com).

2.2.3 PCR

Die Polymerase Ketten Reaktion (PCR) dient der M#@aitigung von DNA. Des Weiteren
wurde die Methode genutzt um das Einbringen vornggren in Vektoren mit geeigneten
Primern zu Uberprufen oder gezielt Mutationen im&gezu erzeugen. Die verwendeten Primer
wurden von Metabion vorgelost als 100 uM Losungogen (siehe Anhang 7.3). Beim
Erstellen von Mutationen mit Hilfe von PCR wurdesenlieRend ein Verdau mit dem Enzym
DPN1 (1 pl Enzym (20U) auf 50 pl PCR / 1 h bei 38Grchgefuhrt, um die Template DNA
zu beseitigen. PCRs wurden nach erfolgter Herstgllmit Hilfe des QIAquick PCR
Purification Kits (QIAGEN) aufgereinigt.

2.2.3.1IVT PCR

Von denen, mit der USER Methode erzeugten, Kloremethzelnen CPKs, PP2Cs, SnRKs
sowie von QUAC1 und SLAC1 wurden Plasmid Minipraemen angefertigt. Diese stellten
die Templates fir die so genannte IVT PCR. Dabede/mit Vektor spezifischen Primern, die
auf jedem erzeugten Vektor 5" der @witranslatiertenRegion UTR) und 3" der 3" UTR
aufsetzen, eine PCR durchgefihrt. Die so gewonheeare DNA diente nach Aufreinigung
(Quiagen PCR purification kit) als Template fur thevitro Transkription (s. 2.2.5). Basis fur

die Transkription ist ein Mastermix bestehend aus:

Tabelle 2.2.3.1.1: Standardzusammensetzung von IVHER.

Template DNA 1 pl (ca. 10 ng)
IVT fwd Primer 1 pl (10uM)
IVT rew Primer 1 pl (10pM)
Polymerase (Phusion)C 1 pl (2U/ul)
dNTP Mix (ATP,GTP,CTP,TTP) 1 pul (LOmM)
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Phusion Buffer (10x) 1pl

H-0 (DNAse/RNAse frei (DEPC behandelt)) 35 ul

Nach Pipettieren wurde der Ansatz kurz gemischtri@#@r) und anschliel3end fir drei
Sekunden zentrifugiert. Danach wurde die PCR ienaifcppendorf PCR Cycler (Eppendorf
Mastercycler) durchgefuhrt. Je nach Grof3e des zeugenden Fragmentes wurde die
Elongationszeit variiert. Das Standardprotokoll was folgt beschaffen.

Tabelle 2.2.3.1.2: Standardtemperaturprotokoll IVT-PCR.

Initiation 60 sec / 98°C

Melting 20 sec/98°c
30 X{ Anaealing 20 sec/58°C

Elongation 90 sec/ 72°C

Final Elongation 300 sec / 37°C

2.2.4 Mutagenese mit Hilfe des USER Systems

In dieser Arbeit wurden auch die Auswirkungen vamimutationen und Deletionen auf den
Kanal QUAC1 untersucht. Zum Erstellen von beiderrdeuebenfalls das USER System
benutzt. Die hierflr verwendeten Primer befindean sm Anhang. Zum Verfahren selbst sei
im kurzen nur gesagt, dass das USER Prinzip nuAdanin und ein Thymin voraussetzt,
welche in einem Abstand von 7 - 16 AS zueinander isg¢issen. Mit Hilfe dieser Information
lieBen sich in dem Gen von QUAC1/ALMT12 geeignetell&n finden, um Bereiche zu
deletieren. Vor oder nach der zu deletierendeneStelisste sich lediglich die beschrieben
Aminosauresequenz (A(7 - 16X)T) befinden. Dann eardPrimer erstellt die jeweils das
Genfragment vor bzw. nach der Deletion bildetere Deiden so gewonnenen Fragmente
konnten dann durch die Sequenz (A(7 - 16X)T), @ dh beiden Fragmenten enthalten war,

mit Hilfe des USER-Enzym fusioniert werden (s. 2)2In seltenen Fallen waren aber keine
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geeigneten Adenine oder Thymine vorhanden, diesedemu dann durch eine Stille
Punktmutation etabliert. Die Punktmutation wurde midie Deletionsprimer eingebaut, und
somit gleichzeitig eingebracht. Die Erstellung mallunktmutation erfolgte, indem die
betreffenden Codonsequenz im Gen, durch eine adetensequenz bzw. einzelne AS in den
Primern ausgetauscht wurden. Hierbei wurde beaadtiésts die zu Mutierenden Stelle bzw.
Base im Primer links und rechts von drei bis s€adisidentischen Basen flankiert waren, damit
der Primer sich besser an das Ziel-Gen heftetectieRender Verdau der Deletions- bzw.
Punktmutationsfragmente mit dem RestriktionsenzypmiDeliminierte die TemplatBNA.

Fur genauere Informationen siehe (Hetheringtonvdoddward 2003).

2.2.5In Vitro Transkription (IVT)

Fur die Expression von Proteinen in Oozyten Wmopus laevis wurde cRNA (copy
RNA)verwendet. Die Herstellung der bendtigten cRékolgte durchin vitro Transkription
(AmpliCap-Max™ T7 High Yield Message Maker Kit, CERCRIPT Inc.). Dabei wurde aus
cDNA (copy DNA) mithilfe einer RNA-Polymerase cRNArstellt. Die benutzte RNA-
Polymerase stammt aus dem bakteriellen T7 Viruerld#i war zu beachten, dass vor der zu
amplifizierenden cDNA Sequenz ein passender Prom(@IG@-Promotor) fur die RNA
Polymerase eingebaut wurde. Als Template fur diestébung der cRNA diente die aus der
IVT PCR (2.2.3.1) erstellte cDNA. Im Folgenden idie Zusammensetzung eines
Reaktionsansatzes wiedergeben.

Tabelle 2.2.5.1: Reaktionszusammensetzung fur IVT.

cDNA Template 2,75 pul

10 X AmpliCap-Max T7 Transcription Buffer 1l

AmpliCap-Max Cap/NTP PreMix 4 ul
100 mM DTT 1 ul
ScriptGuard RNase Inhibitor 0,25 ul
AmpliCap-Max T7 Enzyme Solution 1l
Gesamtvolumen 10 pl
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Der Ansatz wurde bei 37°C fur 90 min inkubiert, delmwurde die Reaktion durch Zugabe von
10 pl 7,5 M LIiCl gestoppt, und Uber Nacht bei -2aj€fallt. Am nachstens Tag wurde der
Ansatz bei 4°C mit 15000 g fiir 60 min zentrifugiéer Uberstand wurde danach vorsichtig
abgenommen und das Pellet mit 1 ml eiskaltem 7GRart®l gewaschen und nochmals fir 10
min bei 4°C mit 15000 g zentrifugiert. Der Uberstavurde abermals verworfen, und das Pellet
bei 37°C fur 10 min getrocknet. Anschliel3end wuttde Pellet in 10 pul RNAse freiem Wasser
(BPC) aufgenommen. Nach einem erneuten EinfrietBAuZyklus wurde die Konzentration
der RNA bestimmt. Des Weiteren wurde die RNA anken 1 %igen MENAgarosegel fur 60
min bei 7 V/cm aufgetrennt. Das Gel wurde ansckleldmit dem Intas UV Imager (Intas UV

Systeme) dokumentiert (2.2.7).

Beim Umgang mit cRNA wurde soweit moglich immer dtis und mit Handschuhen

gearbeitet. Des Weiteren wurden RN&®ste Chemikalien, Geréte und Behélter verwendet.

2.2.6 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA
Die durch PCR und IVT hergestellte DNA und RNA wairdittels photometrischer Messungen
mit Hilfe des NanoDrop 2000c bestimmt.

Dabei erfolgte die Bestimmung der DNA und RNA Komization bei einer Wellenléange von

260 nm. Mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes

A=€x*xb=x*c

A = Absorption,s = Extinktionskoeffizient in I*mol*cm? (fir doppelstrangige DNA ca. 50 ng-qi)/RNA ca.

40 ng-cmyl), b = Schichtdicke der durchstrahlten Probe in cmKonzentration der durchstrahlten Probe in mol
* |-1
konnte aus der Absorption so auf die Konzentratrtickgeschlossen werden. Nach

Bestimmung der Konzentration wurden die RNAs auh&emtrationen von 250 - 1000 ng /ul
eingestellt (Abschnitt 2.2.8).

2.2.7 RNA-Gelelektrophorese

Zusatzlich wurde die Qualitdt der cRNA durch ein&dlARAgarose-Gelelektrophorese
bestimmt. il RNA wurde mit 2l Glyoxal-Losung versetzt, gemischt und danach ZQr
Minuten bei 55°C inkubiert. Nach der Inkubation dem 3 pul RNA-Probenpuffer

hinzugegeben und die RNA wurde auf ein 1,5%iges Migfdrosegel aufgetragen und in 1x
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MEN-Puffer, bei einer angelegten Spannung von 6@80 elektrophoretisch aufgetrennt. Im
Agarosegel selbst befand sich GelRed (GelRed Nugleid Stain, BIOTUM), durch welches

das RNA Bandenmuster durch Fluoreszenzanregun@®feinm auf einem Imagereader
(IntasUV Imager, Intas UV Systeme) sichtbar gemaehtien konnte Zusammensetzung der
Puffer und des Gels ist in Tabelle 2.2.7.1 wiedgepen.

! Dies ist eine FuRRnote, jede Doktorarbeit braudhtiegstens eine. Diese hier ist zum Gedenken aly Peatchett.
Wenn Sie, lieber Leser, diese gefunden haben, z&gewirklich Interesse an dieser Arbeit. Danke.
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Tabelle 2.2.7.1 Medien fir RNA-Gelelektrophorese.

10x MEN Puffer

RNA Probenpuffer (1,3x)

1% MEN Agarosegel

2.2.8 cRNA Injektion

MOPS (pH 7; NaOH)
Na-Acetat

EDTA

Formamid

Bromphenolblau 0,025 %

Xylen cyanol

EDTA

Agarose
MEN Puffer (1x)
Formaldehyd

GelRed(10000x)

2 Material und Methoden

200 mM
50 mM

5mM

95 %

0,025 %

0,025 %

0,5 mM

500 mg
41 ml

9 ml

49 ul der gereinigten cRNA wurde mittels des NactdjeAuto Nanoliter Injector (Drummond)
in Oozyten eingebracht. Hierzu wurden zunachst likapn (Drumond #30-203-G/X,

Drumond Scientific Company) mit einem Kapillarenme (pp—83, Narishige) zu

Mikropipetten ausgezogen und anschlielBend unteeneiMikroskop an einem Draht

abgebrochen. Hierdurch entstanden Kapillaren meinkih @ = ca. 2 pum) und scharfkantigen

Offnung, die sich sehr gut zum Injizieren eignetBie Konzentration der cRNA betrug fur
AtALMT12/QUAC1 und dessen Mutanten 1000 ng/ul, Kiea wie OST1 wurden mit 250

ng/pl injiziert. Die injizierten Oozyten wurden 3 4 Tage bei 17°C aufbewahrt und

anschliel3end elektrophysiologisch und/oder fluaeztechnisch untersucht.
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2.3 Praparation von Oozyten ausenopus laevis

Oozyten vonX. laevis wurden von Tieren aus der eigenen Froschhaltungdesz Da die
Oozyten nicht durch Ablaichen gewonnen werden kemnwurden die Tiere in einem
halbjahrlichen Zyklus operiert. Hierzu wurden dieillichen Frosche mit einer 0,75 g/l Losung
Tricain-methansulfonat (MS-222 / Sigma) fur 15 nhbetdubt. Fir weitere 15 min wurde
zusatzlich Eis mit in die Lésung gegeben, um desidfaiuf der Tiere weiter abzusenken. Die
Frosche wurden als ausreichend narkotisiert bdegchwenn der Bauchdrehreflex
ausgeschaltet war. Fir die Operation wurde gereimigind sterilisiertes OP-Besteck
verwendet. Die Tiere wurden wahrend der OP aufrEigicain getrankte TUcher gebettet, um
ein Austrocknen zu verhindern und weiterhin einddBbBung zu gewahrleisten. Fur die
Entnahme der Oozyten wurde ein longitudinaler Stiwoin 1 cm Lange im unteren aul3eren
Bauchbereich der Tiere, knapp oberhalb der Hinteebdurchgefihrt (Abbildung 2.3.1 A).
Nach durchtrennen der Oberhaut, wurde die dariegermde Bauchdecke durchtrennt,
wodurch man sofort Zugang zu den Ovarien der Thek@m (Abbildung 2.3.1 B). Den Tieren
wurden mithilfe einer Pinzette einzelne Ovarlapparmtnommen, und mit einer Schere
abgetrennt (Abbildung 2.3.1 C). Die entnommen Lapparden in ND69 Losung aufbewahrt.
Die verblieben Teile des Ovars wurden zurick in Beuchhohle der Tiere verbracht.
AnschlieRend wurde die Bauchdecke und OberhautNadel und Faden (SILKAM 5/ 0
Braun,) verschlossen. Dies erfolgte durch einechSti der Bauchdecke und mit drei Stichen
in der Oberhaut (Abbildung 2.3.1 D). Nach dem Aufiven der Tiere in einem Einzelbecken,
wurden diese zurtck in die Hauptbecken tberfihrt.

Abbildung 2.3.1: Operation von X. laevis zur Oozytengewinnung (A) Ventral Seite vorX. laevis mit

longitudinalen Schnitt oberhalb der Hinterbeine) Bvarien in der Bauchhéhle nach Durchtrennen der

Bauchdecke. (C) Entnahme der Ovarien mit Pinz@XeNaht der durch die OP verursachten Wunde

Die gewonnen Oozyten wurden zunachst unter einemokBiar mechanisch mithilfe von
Uhrmachpinzetten in Gruppen von 20 Oozyten segameeimal mit Kalziumfreier ND96
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Losung (ND96 gewaschen, und fiir 90 min in ND936it Collagenase NB 4G (2mg/ml; 0,263
units/mg, Serva) verdaut. Nach dem Collagenasevendaden die Oozyten mehrmals mit
ND96" gewaschen. Dies diente dazu Collagenase sowieg@wabe und Follikelzellen von
den Oozyten zu entfernen, da diese Zellbestandi@igssamer absanken als die reifen Oozyten.
Im Anschluss wurden gesund aussehende Oozyten tdesurds V und VI (Methods in
Molecular Biology (322), Xenopus Protocols - CelbBgy and Signal Transduction, Chapter
2 - 4, 2006) aussortiert und fur die RNA Injektisarwendet. Die Lagerung der Oozyten
erfolgte bei 17 °C in ND96L6sung.

2.4 Fluoreszenzmikroskopie und Kolokalisation

Um die Expression von QUAC1 in Oozyten zu Uberpmiifevurde neben dem
elektrophysiologischen Ansatz auch fluoreszenzmsikopisch gearbeitet. Dabei wurden
QUAC1 und dessen Mutanten N- und C-terminal mit Mizw. GFP fusioniert. Hierdurch

konnte direkt die Expression in Oozyten gezeigtdear

Weiterhin wurde die Interaktion von QUAC1 mit anelerProteinen wie OST1 untersucht.
Hierzu wurde di@imolekulareFluoreszenkomplementationgngl. BimoleculaFluorescence
Complementation) BIFC) verwendet. Dabei wurden die C- und N-terminaleilftedn von
YFP an die zu Untersuchenden Proteine fusioniestdd3 Halften des Fluorophors kénnen
alleine nicht fluoreszieren. Nur wenn die beideruntersuchenden Proteine durch Interaktion
in unmittelbare Nahe zueinander traten, konnte 2usammenlagerung und Komplementation
des Fluorophors stattfinden. Dies wiederum flhrtet zinem wahrnehmbaren

Fluoreszenzsignal.

2.4.1 BIFC und YFP/GFP Detektion

Bilder von Fluorophor exprimierendef laevis Oozyten wurden mit Hilfe eines Konfokalen
Laser Scannig Mikroskops (Leica TCS SP5) aufgenomme Anregung von YFP und YFP-
BIFC erfolgte bei 514 nm, die Emission der YFP Faszenz wurde zwischen 525 nm und 600
nm aufgenommen. Fur eGFP wurde mit einer Wellerdamm 488 nm angeregt, die Emission
wurde zwischen 500 nm und 555 nm aufgezeichnetBaer wurden mit Auflésungen von
512x512 und 1024x1024 aufgenommen.

2.4.2 Lokalisation des N- und C-Terminus von QUAC1
YFP ist pH sensitiv und zeigt unter verschiedend#h PBedingungen unterschiedliche
Absorptions- und Emissionspektren (Young, Wightreaal. 2010). Diese Eigenschaft wurde

genutzt um die Lokalisation des C- und N-Terminas QUAC1 zu bestimmen. Hierzu wurde
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QUACL1 N- und C-terminal mit YFP (Venus, Riken Br&gience Institute, Saitama, Japan)
fusioniert und inXenopus laevis Oozyten exprimiert bzw. YFP::SLAC in Gegenwart mit
CPK23 als Kontrolle. 24 Stunden vor Aufnahme dédd&iwurden die Oozyten in ND96H

6 aufbewahrt. Die Oozyten wurden dann in eine Bavfiskammer tberfuhrt, die mittels eines
Deckglases und Vaseline abgedichtet wurde. Andditid erfolgte eine schrittweise Perfusion
mit ND96" pH 7,2 fir 10 min, ND96pH 5,6 fir 10 min und ND96pH 5,6 versetzt mit 20
mM Natriumacetat fur 15 min. Wahrend des gesamtergdhgs wurden alle 30 sec Bilder
mittels eines konfokalen Laser Scannig Mikroskopsida TCS SP5). aufgenommen. Die
Anregung von YFP erfolgte bei 514 nm, die Emisgien YFP Fluoreszenz wurde zwischen

520 nm und 540 nm aufgenommen.

2.5 Two Electrode Voltage Clamp (TEVC)
Die Two Electrode Voltage Clamp (TEVC) oder aucher®lektroden Spannungsklemme ist

eine minimalinvasive Methode mit der Stréme von lefel abgeleitet werden kdnnen.

Zusammen mit der Zusammensetzung der Badlosungsenasich Rickschlisse auf die
Eigenschaften der Stromleitenden Kanale ziehen.w&isle Anfang der 50er Jahre von

mehreren Wissenschaftlern beschrieben (Cole 1948gkin, Huxley et al. 1949; Marmont

1949; Hodgkin, Huxley et al. 1952). Erste Experiteemvurden an Tintenfisch-Axonen

durchgefuhrt. Spater wurde die TEVC zusammen nmit Heterologen Expressionssystem der
Xenopus Oozyten (Gurdon, Lane et al. 1971) kombiniert wnolde eine Standardmethode der
Elektrophysiologie (Finkel and Gage 1985).

2.5.1 Definition von Stromrichtung, Einwarts- und Auswartsstrom
Das extrazellulare Potential der Zelle wird lautnkention auf den Wert Null gesetzt. Ein
Einstrom von Anionen in die Zelle bzw. ein Ausstreon Kationen in den extrazellularen
Raum entspricht demnach einem positiven elektris@teom. Ein Einstrom von Kationen in
die Zelle und ein Ausstrom von Anionen in den ezgtlmlaren Raum, entsprechen einem
negativen elektrischen Strom. Da die beiden BegriEinstrom“ und ,Ausstrom* in der
Elektrophysiologie vor allem durch die Charaktensng von Kationenkanalen gepragt sind,
werden sie auch meist in diesem Bezug verwendet Vdn einem Auswartsstrom gesprochen
ist ein positiver Strom bei positiven Spannungemegjat. Ein negativer Strom bei negativen
Spannungen hingegen wird als Einwartsstrom bezetd@immermann, Thomine et al. 1994).
So handelt es sich bei den in Abbildung 2.5.1.eggen Stromen bei =120 mV und —180 mV
um Einwartsstrome (obwohl Anionen aus der Zellestin!). Die Strome bei +40 mV hingegen
sind Auswartsstrome (Anionen fliesen aber in dibeje
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In dieser Arbeit werden des Weiteren die Begrifi&tivierung, Deaktivierung und

Inaktivierung haufig verwendet.

Unter Aktivierung (Abbildung 2.5.1.1 a) versteht man, das Offnen Kasals durch ein
extrinsisches Signal wie z.B. Spannung, Licht ddganden. Durch das Offnen des Kanals
werden lonen befordert, dies kann in Strom/Zeitdiagnen in der zeitabhé&ngigen Zunahme
der Strome beobachtet werden. Als Beispiele sei@ar kie Spannungsabhangigen
Kaliumkanale der Shaker-Familie erwdhnt. Sie besiginen Spannungssensor (S4 Doméne),
welcher das elektrische Feld bzw. die Membranspagrder Zelle wahrnimmt (Dietrich,
Sanders et al. 2001). Hyperpolarisiert die Zellmeanbsorgt der Spannungssensor fir eine
Konfirmationsdnderung des Kanalproteins wodurchndémen durch den Kanal fliel3en
kénnen. Eine Konfirmationsanderung kann auch dufgandenbindung an einen Kanal
erfolgen, wie es z.B. fur Kalium-Einwartsgleichriieh aus dem Tierreich und BIP
(Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat) der Fall ist

Unter Deaktivierung (Abbildung 2.5.1.1 b) versteht man, das Schlie@ees Kanals durch
wegfallen oder umkehren des externen Stimulus. ibdas Schlie3en des Kanals kdnnen keine
lonen mehr beférdert werden, dies kann in Stromdizgggrammen in der Abnahme der Strome
beobachtet werden. Als Beispiele sein hier wiedansungsgesteuerte und ligandengesteuerte
Kanale erwahnt. Bei den spannungsabhangigen Kahunélkn der Shaker-Familighrt eine
Repolarisation oder Umkehren der Membranspannunglche wieder Uber den
Spannungssensor S4 wahrgenommen wird, zu eineirk@ifonsanderung im Protein, welche
den Fluss der Kationen durch den Kanal unterbindath wenn PIPnicht mehr an die
erwahnten ligandengesteuerten Kaliumeinwartsgleiter bindet, kommt es zu einer

Konfirmationsdnderung und dem Schluss des Kanals.

Ein der Deaktivierung ahnlicher Prozess ist thaktivierung ; hierbei ist ebenfalls eine
Abnahme der Strome in den in Strom/Zeitdiagrammenverzeichnen. Der wesentliche
Unterschied zur Deaktivierung ist jedoch, dass aliédnahme stattfindet, obwohl das

aktivierende externe Signal noch vorhanden ist.

Ein Beispiel hierfir ist die Inaktivierung der Natmkanéale in Nervenzellen (Hodgkin, Huxley

et al. 1949; Hodgkin and Katz 1949). Nach Aktiviegudurch Depolarisation sind diese Kanéle
geoffnet. Auch wenn der Stimulus bestehen bleigtymen jedoch die Strome nach kurzer Zeit
wieder ab. Als Erklarungsmodell wird davon ausgegan dass die immer noch geoffnete

Kanalpore durch eine Struktur des Kanals blockigrtl. Dieses Verhalten wurde an Shaker-
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Kanalen untersucht und ist auch als N-terminal&timi@rung oder dem Begriff ,Ball and
Chain inactivation* bekannt. Hierbei wird von einepositiv geladen Aminoséaure-Ball
(bestehend aus 19 AS) ausgegangen, welcher anfemeosaure—Kette (60AS) hangt und die
Pore blockieren kann (Aldrich 2001; Zhou, Moraiss€d et al. 2001).

(a) Aktivierung

+40 mV

AN PSRN =180 mV

-120 mV
g
<
50 ms
(b) Deaktivierung

Abbildung 2.5.1.1: Strom/Zeitdiagrammen der Aktivierung und Deaktivierung von QUACL.In (a) ist bei

+40 mV eine schnelle Aktivierung zu sehen, der r@teert steigt schnell (sprunghaft) von seinem
Ausgangswert zu seinem Endwert. Bei Spannunger 26 mV und —180 mV ist eine langsamere, aber lange
anhaltende, Aktivierung zu sehen. In (b) ist naclem aktivierenden Puls von +60 mV die Deaktivigyuater
Strdme nach Spannungsspriingen zu +40 mV, -120 rd\~L80 mV zu erkennen. Besonders stark ausgepragt

ist die Deaktivierung bei dem Spannungssprung 80-A1V.

2.5.2 Methodischer Aufbau und Ablauf
QUAC1 exprimierende Oozyten wurden mittels der TEM€&thode untersucht. Hierbei wird
das Membranpotential der Oozyten auf eine vorgegel®pannung geklemmt (Voltage

Clamp) und die durch den Kanal (QUAC1) hervorgamafe makroskopischen Stréme
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aufgezeichnet. Die Oozyte befindet sich in einemifeer und wird mit Messlosung perfundiert.
Die Perfusion erfolgt durch hydrostatischen Drud&bei wurden 50 ml Spritzen (Braun) als
Losungsreservoir verwendet. Die GeschwindigkeitRerfusion, kann durch unterschiedlich
hohe Aufhangung der Spritzen reguliert werden.Mliie einer Stereolupe (Leica) und zweier
Mikromanipulatoren (Marzhauser MM33), werden zweiicM-Glaskapillaren in die

exprimierende Oozyte eingestochen. Die Kapillaneerden aus Borsilikatglaskapillaren
(KWIK-FILTM, World Percision Instruments Inc., USAgezogen und sind mit 3M KCI

Losung geflllt, und enthalten einen chlorierterb&itiraht der als Elektrode fungiert. Des
Weiteren befindet sich im Badmedium eine Badelaldrdie zum Abgleich mit dem selbigen
dient. Die Badelektrode besteht aus einem mit 3M &It Schlauch der einseitig mit einem
1,5% Agarosepfropfen (3M KCI) verschlossenen isticl hier wird ein Silberdraht als

Elektrode verwendet.

Abbildung 2.5.2.1: Schematischer Aufbau der TEVC Mesung.Das Membranpotential (kdm) der Oozyte
wird mit Hilfe der Potentialelektrode (PE) und d¥erverstarkers (VV) gemessen. Die Vorgegebene

Kommandospannung (k) wird Uber den Differentialverstarker (DV) mit ddembranspannung verglichen.
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Die Differenzspannung wird als Ladung tber die @&tektrode (CE) in die Oozyte injiziert und diewngdite
Spannung so erreicht. (BE) = Badelektrode.

Eine der beiden Glaskapillaren dient als Spanndekisede éng. potential electrode / PE), die
andere als Stromelektrodan§. current electrode / CE). Uber den Vorverstark®f)(wird mit
Hilfe der Spannungselektrode sowie der Badelektrdie Membranspannung der Zelle
(Oozyte) ermittelt. Die gemessene Membranspannudgend wird mit Hilfe eines
Differentialverstarkers (DV) mit der vorgegebeneomnimandospannung (h) verglichen.

Der Differenzbetrag der Spannungkékd - Uwmem) wird in einen Stromwert umgerechnet
(U=R*I). Mittels der Stromelektrode wird so viel dang in die Oozyte injiziert bis die
Kommandospannung erreicht ist (Abbildung 2.5.20i Spannungselektrode als auch die
Badelektrode werden moglichst nahe an der Oozyterbren platziert. Im Fall der
Spannungselektrode, wird dies durch ein seichtesexithen der Oozytenmembran erreicht. Die
Stromelektrode hingegen wird maglichst mittig i @ozyte platziert, um eine gleichméaRige

Polarisation zu erreichen.

2.5.3 Datenanalyse

Die des Vorverstarker aufgezeichneten Daten wuatiethen Messverstarker (Turbo TEC 10X,
NPI electronic, Tamm) geleitet. Die so registriar@nalogen Signale des Messverstarkers
wurden weiter an einen 16 Bit AD/DA-Wandler (ITC3®, Instrutech Corporation, New York,
USA) gesendet, digitalisiert und fir den Messrechiesbar gemacht. Die durch TEVC
gewonnen Daten wurden dann mittels der SoftwarehPeiaster (HEKA, Lambrecht/Pfalz)
aufgezeichnet. AnschlieRend wurden die Daten im IAEGrmat exportiert und mit dem
Statistikprogramm OriginPro 8.5 (OrginLab Corpavati Northampton/USA) ausgewertet.
Hierbei erfolgte die Berechnung des arithmetisddiéttels, der Standardabweichung und des

Standardfehlers. AnschlieRend wurden die Datensgfafn Origin aufgearbeitet.

Zur Untersuchung der R-Typ Eigenschaften von QUAide ein Pulsprotokoll verwendet,

welches aus einer Serie von depolarisierten Pulsart60 mV zu -200 mV bestand. Nach
jedem Durchlauf wurde die Spannung um -10 mV b2@.mV gesenkt. In ndherer Betrachtung
heil3t das, das von einer Haltespannung von -20 im@gannungssprung auf -200 mV fir 50
ms erfolgte, gefolgt von einem Aktivierungspuls w80 mV fir 100 ms. Anschlie3end folgte

das Pulsprotokoll von +60 mV zu -200 mV fir 500 m&nach wurde ein nochmaliger
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Spannungssprung auf -200 mV fir 50 ms ausgefuhdam wieder zuriick zur Haltespannung
von -20 mV zurtickzukehren (Abbildung 2.5.3.1).

60 mV 60 mV

-200 mV -200 mV -200 mV

50 ms 100 ms 500 ms 50 ms

Abbildung 2.5.3.1Pulsprotokoll zum Bestimmen der von QUAC1 verursacten Strome. Die
durchgehenden Linien geben die jeweils angelegteni8mg an (Siehe Zahlen zur Orientierung) Die
gestrichelte Linie gibt 0 mV Spannung an. Die salzwaeif3e Skala zeigt die jeweilige Dauer des Uhber i
liegenden Pulses an.

Zum Charakterisieren und Vergleichen von QUAC1 useéinen Mutanten wurden
unterschiedliche Stréme abgegriffen. Diese waren@eichgewichtsstromearfgl. Steady-
State-Stromel ) sowie die instantanen Stromend). Die instantanen Strome wurden nach
dem Aktivierungspuls, nachdem der Sprung zu eiepolarisierteren Spannung erfolgt war,
abgegriffen (Abbildung 2.5.3.2). Da die Spannung&sge schneller erfolgen, als der Kanal
reagieren konnte, konnten aus diesen Stromen d&slupotential (Jrev) ermittelt werden. Die
Steady-State-Strome hingegen wurden in der Plabesgponach dem Sprung zu einer der
Testspannung aufgenommen (Abbildung 2.5.3.2). Degefén wurden die Tail-Stromer4i)
aufgezeichnet um die Offenwahrscheinlichk&ls)(zu berechnen. Diese wurden abgegriffen
nachdem ein Spannungssprung zu -200 mV, nach dangegangenen Plateauphase der
Testpulse, erfolgte (Abbildung 2.5.3.2).

Die Gleichgewichtsstrome einer Zellgdjl werden durch die Anzahl der Kanale (N), deren

Einzelkanallstrom (i) und deren Offenwahrscheiriieib (R) bestimmt.

71



2 Material und Methoden

I (U, t) =N+i(U)+ Py(U,t)

Die Anzahl der exprimierten Kanéle in der Zelle kamm Zeitpunkt der Messung als konstant
angesehen werden. Da bei der Messung der Tail-8tn@gmer zu einer konstanten Spannung
(-200 mV) gesprungen wurde, ist davon auszugehess dder spannungsabhangige
Einzelkanalstrom i(U) ebenfalls konstant war. D& diurchgefihrten Spannungsspriinge
schneller erfolgen, als der Kanal reagieren kasindavon auszugehen, dass die Tail-Strome
direkt nach dem Spannungssprung zu -200 mV dien@tidrscheinlichkeiten wiedergeben.

lSS

'

50 ms

Abbildung 2.5.3.2 Strome die zur Charakterisierung vonQUAC1 verwendetwurden. Die durchgehenden
Linien geben die jeweilige Stromantwort auf eingelagte Spannung an. Die gestrichelte Linie gilot @e\
Strom an. Die instantanen Stromas() werden am Anfang des schrittweisen Spannungsgpratokolls
abgegriffen, die Gleichgewichts / Steady-State18&{s9 erst in der Plateau Phase des Selben. Des Weitere
wurden die Tail Stromd {ai) aufgezeichnet um die OffenwahrscheinlichkBt) u berechnen. Dies geschah

nach dem schrittweisen Pulsprotokoll, und zum Spmzn-200 mV.

Fur die Auswertung und Darstellung der Offenwahesdichkeit (Po) wurde wie folgt

vorgegangen. Die in Abbildung 2.5.3.2 beschriebehaih Strome wurden sofort nach dem

zweiten Spannungssprung zu -200 mV (50 ms) abdegr({Abbildung 2.5.3.1). Aus diesen
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sigmoiden Kurven musste zunachst eine gemitteltedgebildet werden. Hierzu wurden die
aus Patch Master erhaltenen Rohkurven einzeln eiBeltzman-Fit unterzogen, um den

Minimalwert (Al) zu erhalten. AnschlieRend wurdenvden Rohkurven der Minimalwert

subtrahiert. Dies diente dem angleichen der Kufafle Kurven laufen bei ihnrem Plateau durch
Null). Danach erfolgte ein erneuter Boltzman-Fit dagepassten Kurven, diesmal um den
Maximalwert (A2) zu erlangen. Die mit Al subtralésr Kurven wurden dann durch den
negativen Maximalwert geteilt (/-A2). Hierdurch wlen die Kurven normiert. Aus den so
nivellierten und normierten Kurven, wurde fir diezzlnen Messpunkte (LA / mV) nun das
arithmetische Mittel gebildet, so dass eine einX{geve entstand. Diese gemittelte Kurve

wurde dann ein letztes Mal einem Boltzmann-Fit tedgen.

2.5.4 Medienzusammensetzung

Zur Untersuchung von QUAC1 wurde ein malathaltiged chloridhaltiges Standardmedium
Verwendet. Soweit nicht anders bei den Experimeatgeben, war die Zusammensetzung wie
folgt: 10 mM MES/Tris, pH 5,6, 1 mM CaGlucopat mM MgGluconat 1 mM LaCk und 25
mM NaHMalat oder 25 mM NacCl. Die Lésung wurde damnhD-Sorbitol auf eine Osmolaritat

von 220 mosmol k¢ eingestellt.
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Die beim Stomaschluss auftretenden R-Typ Stromemiange Zeit bekannt und konnten gut
in planta beschrieben werden (Keller, Hedrich et al. 1988 tith, Busch et al. 1990; Marten,
Zeilinger et al. 1992). Sie zeichnen sich durcleatarke Spannungsabhangigkeit und schnelle
Deaktivierung aus (Marten, Zeilinger et al. 1999l Marten et al. 1995). Durch die
Spannungsabhéangigkeit bilden sie einen typischemmckghférmigen Verlauf in
Stromspannungsdiagrammen aus (Abbildung 3.1). Diealiftretenden Peak Stréme werden
von Malat moduliert, und verschieben sie hin zu étpolarisierten Spannungen (Hedrich and
Marten 1993). Jedoch war die Identitat der R-Typdi@e verursachenden Kanéle lange
ungewiss. Mehrere Kandidaten wurden als Urspruegedi Strome vorgeschlagen (CFTR,
CLCs, AtTMEM16a)(Abschnitt 1.5.2). In Kooperationtrivieyer (Meyer, Mumm et al. 2010)
konnte gezeigt werden, dass AtALMT12 in der Plaseraimran der Schliel3zellen lokalisiert
ist. Gaswechselmessungen von AtALMT12 k.o.-Mutant@mt12-1, almtl2-2) aus
Arabidopsis Pflanzen hatten hohere Verdunstungsraten beidhakel Transition als der
entsprechende WT. Zudem besalRamtl2-1 und almtl2-2 einen langsameren und
unvollstandigen Stomaschluss auf ABA-Gabe. Diegitzeine regulierende Funktion von
ALMT12 beim Stomaschluss. Wie spater in Zusammaegzianhit Mumm (Meyer, Mumm et al.
2010) gezeigt wurde, hatten Schlief3zellprotoplastenAtALMT12 k.o.-Mutanten geringere
R-Typ Strome, im Verglich zu KontrollprotoplasteAbpildung 3.1). Diese Ergebnisse
unterstitzen stark die Hypothese, dass ALMT12 zdesh einen Teil der R-Typ Stréme
hervorruft. In Analogie zu den SLAC (Slow Anion Cimel) Kandlen des S-Typs wird
deswegen flr diesen potentiellen R-Typ Kanal dem&l@QUAC1 (Quick Anion Channel)
vorgeschlagen. In dieser Arbeit wurde das QUAC1/AIIM Protein isoliert in Oozyten
charakterisiert, um eine Verbindung zu den R-Typr8en zu belegen. Durch die Versuche

planta als auch in Oozyten ergibt sich somit ein umfadserBild.
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Abbildung 3.1: Spannungsabhéngiges Verhalten der Ryp Strome in Wildtyp und almt12-1 Arabidopsis
Schlie3zellprotoplasten. I{nks) reprasentative R-Typ Stromantwort auf eiparsungsrampe von +70 mV zu
-180 mV @mt12-1 in rot, Wildtyp in schwarz). (rechts) Stromdicllier Gleichgewichtsstromés§ aufgetragen
gegen die angelegte Spannung. Eine starke RedudtorR-Typ Stréme ist in der Mutangmt12-1 zu
erkennen. Messungen wurden in Anwesenheit von 2Cexternen Malat durchgefiihrt. Datenpunkte geben die
Mittelwerte + den Standardfehler fir n = 6 Expenitee wieder. Messungen wurden von Patrick Mumm

durchgefuhrt. Abbildung wurde (Meyer, Mumm et &@10) entnommen und verandert.

3.1 Fluoreszenzmikroskopie bestatigt transiente QUB1 Expression in
Oozyten

Zur Uberpriifung der Expression von QUAC1 in Oozyveumrde ein Fluoreszenz-basierter
Ansatz gewahlt. Die cDNA des Proteins wurde mit dexdierenden Sequenz des
fluoreszierenden Proteins YFP gekoppelt, so dash mer Expression in Oozyten eine
translationale Fusion entstand. Nach drei Tagemnrdsgmonszeit wurden die Oozyten unter
einem Laser Scanning Mikroskop (LSM) betrachtet] das YFP mit einer Wellenlange von
514 nm angeregt. In Abbildung 3.1.1 b + c ist é¥-Fluoreszenz auf Hohe des Aquators
der injizierten Oozyten zu sehen. Sowohl eine Miteale Fusion mit YFP (YFP::QUACL1),
als auch eine C-terminale Fusion von YFP (QUACI1EY it dem Kanalprotein flhrte zu
einer Expression der Fusionsprodukte (Abbildungl3bl+ c). Oozyten welche QUAC1 ohne
YFP-Marker exprimierten zeigten keine FluoreszeAbbfldung 3.1.1 a). Durch die in
Abbildung 3.1.1 aufgefuhrten Experimente konntegrundsatzliche Expression von QUAC1
in der Oozytenperipherie nachgewiesen werden. Ob Kdanal tatsachlich in der
Oozytenmembran lokalisiert ist, sollten Untersudamvon QUAC1 mit der Zwei Elektroden

Spannungsklemmentechnik (TEVC) zeigen.
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Abbildung 3.1.1: Exemplarische Fluoreszenzmessungemon QUAC1 exprimierenden Oozyten.(a)
QUAC1 Expression ohne YFP Marker, (b + c) zeigenExpression von QUAC1 mit gekoppeltem YFP; (b)
YFP::QUAC1 und (c) QUACL:YFP. Sowohl in (b) alscauin (c) ist eine Floreszenz von YFP in der

Oozytenperipherie zu erkennen, welche nicht inKetnollen (a) auftrat. Die Skalen entsprechen 250 p

3.2 QUACL1 Strome korrelieren mit externer Chloridkonzentration

Wie die Arbeit von Meyeret al. (Meyer, Mumm et al. 2010) zeigt, lokalisiert
AtALMT12/QUACL1 in der Plasmamembran von SchlieffellZudem belegten Gaswechsel
Messungen in ALMT12 k.o.-Mutanten einen langsame&omaschluss. Deshalb wurde
vermutet, dass QUACL ein R-Typ Kanal der SchlidBmahbran ist und eine wichtige Rolle
beim Stomaschluss spielt (Meyer, Mumm et al. 20D@s Weiteren wurden in der Literatur
bereits die Eigenschaften einzelner ALMT-Familietgireder mit einer Anionen Leitfahigkeit

in Verbindung gebracht (Yamaguchi, Sasaki et abD520Ligaba, Katsuhara et al. 2006;
Kobayashi, Hoekenga et al. 2007; Kovermann, Meyat.€007; Motoda, Sasaki et al. 2007,
Pineros, Cancado et al. 2008). Aus diesen Griunddite seine Charakterisierung der
elektrischen Eigenschaften von QUAC1Xanopus Oozyten zeigen, ob QUACL1 tatsachlich

fur den lange gesuchten R-Typ Kanal kodiert.

QUACL1 wurde fur drei Tage iX. laevis Oozyten exprimiert. Mithilfe der TEVC Methode
sollten die elektrischen Eigenschaften, wie z.B Altivierungskinetik, Deaktivierungskinetik,
die rel. Permeabilitét, etc. bestimmt werden und den bekannten R-Typ Strémen aus
Schliel3zellen verglichen werden. Hierzu wurde dasAbbildung 2.5.3.1 beschriebene
Pulsprotokoll verwendet. Das Spannungsprotokollitdmes aus 14 aufeinander folgenden

Durchlaufen. Vor dem aktivierenden Puls von +60 myde das Membranpotential auf -200
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mV geklemmt, ein typisches RuhemembranpotentialM@aiidopsis Schliel3zellen. Daraufhin
folgte das Testspannungssegment indem von 60 mV¥2bB3 mV die Spannung bei jedem
Durchlauf in 20 mV Schritten erniedrigt wurde. Natdm unterschiedlichen Testpulsen wurde

wiederum ein Spannungspuls von -200 mV angelegt.

Die ersten TEVC-Versuche wurden in chloridhaltigdedien durchgefiihrt. Unter diesen
Bedingungen zeigten Wasser injizierte Kontrolloemyt keine makroskopischen
Stromantworten (Abbildung 3.2.1 rechts). Interetsaveise fuhrte jedoch ein aktivierender
Spannungspuls von +60 mV zu einer reproduzierbaBtromantwort bei QUAC1
exprimierenden Oozyten. Es konnten rasch zunehmandwartsstrome (positive Strome)
beobachtet werden, die bei anhaltender Depolasisater Oozytenmembran langsam
abnahmen (Abbildung 3.2.1 links, 3.2.2). Im Testspagsbereich konnte bei zunehmend
hyperpolarisierenden Spannungen eine starke undnebeh (im ms Bereich)
Deaktivierungskinetik beobachtet werden. Die zustdamstantan auftretenden Stronies()
relaxierten schnell in einen Gleichgewichtsstrdss)( der sich bei negativen Spannungen nahe
bei 0 befand (Abbildung 3.2.1 links, 3.2.2 b alsla@.5.3.2).

QUAC1 Kontrolle
———_*60mV_
l___i——“ +60 mV

Abbildung 3.2.1: QUAC1 exprimierende Oozyten zeigemmakroskopische Strome in Chloridmedien.
Dargestellt sind exemplarische Kinetiken von QUAE&{primierenden Oozyten und Kontrolloozyten in
Anwesenheit von Chlorid im Aul3enmediu®ozyten wurden nach drei Tagen Expression nachatem und
in Abschnitt 2 beschriebenem Protokoll vermessemtiolloozyten wurde Wasser an Stelle von RNA igjitz
Die obigen Messungen wurden in Anwesenheit von 0@ NaCl im AufRenmedium durchgefiihrt. Die

gepunktete Linie stellt die Nullstromlinie dar.

Um die Auswirkung der verwendeten Anionen in dersMésung zu untersuchen, wurden die

Stromantworten von QUACL1 exprimierenden OozyterAbhangigkeit der extrazellularen
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Chloridkonzentration bestimmt. Mit steigender Komzation von Chloridionen im

AulRenmedium nahm die Stromamplitude bei +60 m\Ahb{ldung 3.2.2 a + b). Des Weiteren
waren bei positiven Spannungen die Steady-Staterstrebenfalls in ihrer Stromamplitude
erhoht. In Abbildung 3.2.2 a und b konnte darlUbieatrs eine starkere Deaktivierung bei
hyperpolarisierenden  Membranpotentialen  verzeichneterden je hoéher die

Chloridionenkonzentration im Aufienmedium war. DidSigekt ist gut zu erkennen, da jeweils
ein Spannungssprung von +60 mV auf -160 mV bzw.-&#0 mV bei unterschiedlichen

Chloridionenkonzentrationen abgebildet ist.

(a)
100 mM CI'

T sommor |

10 mM CI'

5 uA

50 ms

(b)
(\ 100 mM CI

T 50 mM CI

10 mM CI'

5 pA

50 ms

Abbildung 3.2.2: QUAC1 Strome korrelieren mit der externen Chloridkonzentration. Dargestellt sind die
Stromspuren einer Zelle, die mit unterschiedlicldroridkonzentrationen (10 mM (blau), 50 mM (ratpo

mM (schwarz)) perfundiert wurde. Die Oozyte wurdéwenddessen mit demselben Pulsprotokoll vermessen.
In (a) wird von +60 mV auf +60 mV gesprungen unddiielend erfolgt ein nochmaliger Spannungssprung

auf -200 mV. In (b) wird von +60 mV auf -160 mV gegngen und abschlielend erfolgt ein hochmaliger
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Spannungssprung auf -200 mV. Die durch Verwendumgrachiedlicher Chloridkonzentrationen variierende

lonenstéarke wurde durch Natriumgluconat ausgeglicBée gepunktete Linie stellt 0 mA Stromstéarke.dar

10,
—a—100mM CI” 3
e 50mMCI 8l _o
—a— 10mMCI’ /
6 /
4l ]L/
{ 1
i
2]
/-
l/ /§
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1 | i | :
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Abbildung 3.2.3: Auswartsstrome von QUAC1 nehmen ni steigender Chloridkonzentration zu,
Einwartsstrome bleiben hingegen gleich.Dargestellt ist ein Stromspannungsdiagramm von QUAC
exprimierenden Oozyten fur unterschiedliche Chiondnkonzentrationen im AuRenmedium. Mit
zunehmender Chloridionenkonzentration ist ein Aggstin der Amplitude der Auswartsstréme (Anioneuxf

bei positiven Spannungen zu beobachten. Bei negat8pannungen jenseits von 0 mV ist ein geringer
Einwartsstrom (Anionen Efflux) zu verzeichnen. RBiesindert sich jedoch nicht bei unterschiedlichen
Chloridionenkonzentrationen im AuRenmedium. Die dbaunkte reprasentieren die Mittelwerte von 5
Experimenten + SEM.

Die Zunahme in den Auswartsstromen korrelierte dat Konzentration des Hauptanions
(Chlorid) in der Losung (vergleiche auch Abbildudg®.3). Je mehr Chloridionen im
Aulenmedium waren, desto groRer waren die obstmiduswartsstrome (Abbildung 3.2.3).
Bei Spannungen kleiner als 0 mV war ein geringemwiartsstrom (Anionen Efflux) zu

verzeichnen, dieser anderte sich jedoch nicht sritGhloridkonzentration im Auf3enmedium
(Abbildung 3.2.3) Zusammen mit der Verschiebung teskehrpotentials zu negativeren
Spannungen wurde hierdurch gezeigt, dass QUAC1lem Lége ist, Chlorid zu leiten,

79



3 Ergebnisse

insbesondere dadurch, dass bei den nicht QUACIlireigpenden Kontrolloozyten keine

Strome auftraten (vergleiche Abbildung 3.2.1).

Besonders die schnellen Deaktivierungskinetikersenezum ersten Mal auf eine Verbindung
der R-Typ Strome in Schliel3zellen und dem Genprbdwk QUACL hin. Detailliertere

Studien von QUAC1 in Oozyten hinsichtlich seiner rriReabilitatseigenschaften,
Spannungsabhéangigkeit und seiner AktivierbarkeitclduMalat sollten diese Vermutung

stutzen.

3.3 Externes Malat aktiviert QUAC1

Nachdem gezeigt wurde, dass QUACL eine Chloridiigghigkeit besitzt, war es interessant
zu erfahren, wie der Kanal auf weitere Anionen redgBesonders organische Sduren wie
Malat waren von Bedeutung, da in der Literatur ilgteeschrieben wurde, dass Mitglieder der
ALMT-Familie Malat abgeben kénnen ((Ligaba, Katsihat al. 2006) sowie Abschnitte 1.5

und 1.6). Zudem ist fur die R-Typ Kandle bekanrassdihre Offenwahrscheinlichkeit in

Anwesenheit von Malat zu hyperpolarisierten Spageuanverschoben wird (Hedrich and

Marten 1993). Ein einfaches Experiment, dass dieirBessung von QUAC1 durch Malat

wiedergibt, ist exemplarisch in Abbildung 3.3.1sahen.

BEEEEEEEE
C Iext Malatext C Iext

0.2 yA

Haltespannung =-1 60 mV

| | |
30

o -
A—
o

80
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Abbildung 3.3.1: Externes Malat aktiviert reversibd QUACL. Einzelstromspur von einer QUAC1
exprimierenden Oozyte. Bei einer Haltespannung ¥@0 mV wurde von einem chloridhaltigen
Medium (hellgrauer Balken) zu einem malathaltigesdidim (schwarzer Balken) gewechselt. Wahrend
des Lésungswechsels war ein schneller Anstieg dEk@L-vermittelten Auswartsstrome um ca. 0,8
HA zu beobachten. Nachdem sich eine stabile Strgiitaicle eingestellt hatte, wurde wieder zum
chloridhaltigen Medium gewechselt. Hierbei wurde @hneller Riickgang der Stromamplitude auf das

Ausgansniveau beobachtet. Die Chlorid- und Malatkoitration betrug jeweils 25 mM.

QUAC1 exprimierende Oozyten wurden hierbei bei ekmnstanten Haltespannung von -160
mV erst einer 25 mM Chloridldsung, dann einer 25 Mislatldsung und anschlieRend wieder
einer 25 mM Chloridldsung ausgesetzt. Nach dem mgswechsel zur malathaltigen Lésung
war ein rascher Anstieg des Stroms um 0,8 pA zbddgden. Nach dem erneuten Wechsel zur
chloridhaltigen Losung relaxierte der Malat-indutgeEinwartsstrom (Anionen Efflux) wieder
auf sein Ausgangsniveau. Dieses Experiment zeigaeetig eine reversible Induktion der
QUACL1 Aktivitat durch Malat.

Um den biophysikalischen Mechanismus der Malatitidnk von QUAC1-vermittelten
Stromen im Detail aufzuklaren, wurden variierendteme Malatkonzentrationen appliziert
und die Strome bei Spannungen zwischen +60 undn08usgewertet. Zunachst wurden die
Kinetiken der Stromantworten als Antwort auf schen&pannungsspringe aufgezeichnet. Zur

Aktivierung von QUAC1 wurde ein Spannungspuls z0 #®V appliziert.

So zeigten mit malathaltigen Medien perfundiert QR1A exprimierende Oozyten eine
veranderte Kinetik im Vergleich zur Perfusion mhtaridhaltigen Medien (Abbildung 3.3.2).
Oozyten in 50 mM NaCl-Ldsung zeigten die in Abbitdu3.2.1 und Abbildung 3.3.2 (links)
beschriebenen typischen Kinetiken. Wahrend deruBierfi mit 50 mM Malat, anderte sich
diese Kinetik. Bei einem Spannungssprung zu +60vakén instantane und in ihrer Amplitude
konstante Auswartsstrome zu beobachten (Abbildudg2 Jechts). Im Gegensatz zu den
Messungen in chloridhaltigen Medien, waren die €igewichtsstrome im Malatmedium (50
mM) weniger Spannungsabhéangig (Abbildung 3.3.2 tgchEine Deaktivierung des
Kanalstroms war erst bei Spannungen, die negatlgetl50 mV lagen (vergleiche Abbildung

3.3.3 a) zu verzeichnen.
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Abbildung 3.3.2: QUACL1 exprimierende Oozyten besitzn in Malatmedium héhere Einwartsstrome als

in Chloridmedium. Die exemplarische Ganz-Zell-Ableitungen einer QUAEXprimierenden Oozyte zeigt die
Stromantwort von QUAC1 in chloridhaltigem Mediuffinks) und die Stromantwort von QUACL1 in
malathaltigem Medium (rechts). In Anwesenheit vonaldd im AulRenmedium nehmen die
Gleichgewichtstrome mit hyperpolarisierender Spaignzu. Ab Spannungen negativer von -140 mV ist eine
starke Deaktivierung zu verzeichnen, und die Amgkt der Gleichgewichtsstrome nimmt ab. Dieser Effek
variierte je nach Malatkonzentration (Abbildung .3)3 Die Konzentration von Chlorid und Malat im

AuRenmedium betrug jeweils 50 mM. Die gepunktetad stellt die Nullstromlinie dar.

Die in Abbildung 3.3.2 beispielhaft dargestellteatén wurden in Abbildung 3.3.3 a als
Stromspannungsdiagramme von sechs unabhangigenrifigpgen bei unterschiedlichen
Malatkonzentrationen (50 mM, 25 mM, 10 mM, 5 mM) iAuRenmedium statistisch
zusammengefasst. Die negativen Peakstrome, welgtoh dtarke Deaktivierung bei stark
hyperpolarisierenden Spannungen entstanden, sdidsam Diagramm gut zu erkennen. Diese
glockenférmigen Kurvenverlaufe der Stromspannurag@dimme waren typisch fur QUACL1L in
der Anwesenheit von Malat im AuRenmedium. Fur Kilevenverldufe ist zu erkennen, dass
mit steigender Malatkonzentration sowohl die Eingsrals auch die Auswartsstrome
zunahmen (Peakstrom in pA: 5 mM Malat = 2,3pA, 1@ Malat = 3,5 pA, 25 mM Malat =
49 pA, 50 mM Malat = 6 pA)(Abbildung 3.3.3 a). Aerlem war mit steigender
Malatkonzentration, neben der Zunahme in den Pegaken, auch eine Verschiebung der
Selbigen hin zu negativeren Spannungen zu erke(feakstrom bei Malatkonzentration /
Spannung: 5 mM Malat = -110 mV, 10 mM Malat = =189, 25 mM Malat = -140 mV, 50
mM Malat = —160 mV)(Abbildung 3.3.3 a). Zudem koamtit steigender Malatkonzentration
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im AuBenmedium eine Verschiebung des Umkehrpotsrti@ zu negativeren Spannungen
beobachtet werden (siehe Abschnitt 3.5.2)

Die Zunahme der Auswartsstrome (Anion Influx) lassich durch die steigende
Malatkonzentration im AuRenmedium erkléaren. Dieesberten negativen Malat-abh&angigen
Peakstrome deuteten jedoch auf einen weiteren usmfilon Malat auf die Aktivitat von
QUACL1 hin. Um zu untersuchen, ob Malat das Spanswatipangige Offnungsverhalten von
QUAC1 beeinflusst, wurde neben den Gleichgewictiss#n auch die relative
Offenwahrscheinlichkeit des Anionenkanals bei wdeiedlichen Malatkonzentrationen

bestimmt.
U b () 14,
—e—25mM 61 % %%
—&— 10 mM = ﬁ 0.84
¥ 5 mM 4] i /}
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Abbildung 3.3.3: Externes Malat verschiebt die negiaven Peakstréme und die Offenwahrscheinlichkeit
von QUACL. In (a) sind Gleichgewichtsstrome als Funktion dgar$iung in Anwesenheit unterschiedlicher
Malatkonzentrationen (50 mM, 25 mM, 10 mM, 5 mM) iAkuBenmedium dargestellt. Mit steigender
Malatkonzentration nehmen sowohl die Auswartsstrjpesitive Strome) als auch die Einwartsstrome
(negative Stréme) zu. In Anwesenheit von Malateist typischer Peakstrom bei negativen Spannungen zu
erkennen (vergleiche Abbildung 3.2.3), der beikstayperpolarisierender Spannung wieder abnimmts&ie
Peakstrom nimmt mit steigender Malatkonzentrationseiner Intensitat zu und verschiebt sich hin zu
negativeren Spannungen. In (b) sind die relativBer@®ahrscheinlichkeiten zu den in (a) gezeigtersslmgen
dargestellt. Mit steigender Malatkonzentration gaisbt sich die halbmaximale Offenwahrscheinlichiei/2)

hin zu negativeren Spannungen. Die Datenpunktéeati®) geben den Mittelwert + SD aus n = 6 Expentan
wieder. Die durchgezogenen Linien in (b) geben digt einer Boltzmannfunktion gefitteten

Offenwahrscheinlichkeiten wieder.

Abbildung 3.3.3 b gibt die entsprechenden relati@fenwahrscheinlichkeiten zu den in

Abbildung 3.3.3 a dargestellten Experimenten wieDex relativen Offenwahrscheinlichkeiten
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(Po) wurden aus den Folgepulsstromen bei -200 mV &ln({siehe Abschnitt 2.5; Abbildung
2.5.3.1 und Abbildung 2.5.3.2). Die halbmaximaletfie®~ahrscheinlichkeitenPg2) stellen
ein gutes elektrisches Charakteristikum fur diengpagsabhangige-Aktivierbarkeit eines
Kanals dar. Bei QUACL1 verschob sich die halbmaxar@ffenwahrscheinlichkeitPgz) mit
steigenden Malatkonzentrationen hin zu negativ&gannungenRi2: 5 mM / -115 mV, 10
mM /-137 mV, 25 mM / -148 mV, 50 mM / -161 mV). &3ie Verschiebung vdpu2 hatte zur
Folge, dass QUAC1 bereits bei negativeren Spanmuimgder Lage war Anionen zu leiten.
Bei 50 mM Malat im AuRenmedium war sogar zu erkenraass die Verschiebung der
relativen Offenwahrscheinlichkeit so weit zu negati Spannungen erfolgte, dass der
Anionenkanal innerhalb des getesteten Spannungsbhgracht mehr vollstandig schloss. Dies
ist gut an der 50 mM Malatkurve in Abbildung 3.383zu erkennen. Selbst bei einer
Membranspannung von -200 mV waren bei einer Matatkaotrationen von 50 mM noch

deutlich starkere Anionenausstrome zu erkennebealsiedrigeren Malatkonzentrationen.

3.4 Einwartsstrome werden durch intrazellulares Maat erhoht

Die in Abschnitt 3.3 beschriebenen Beobachtungegiere eindeutig eine Malat-abhangige
Induktion von QUAC1-vermittelten Anionenstromen. \l&ar festzustellen, dass Malat sowohl
ein permeierendes lon als auch einen Liganden septi&rt, der die Spannungsabhangigkeit
von QUAC1 moduliert. Diese Experimente zeigten rdllegs nur die elektrischen
Eigenschaften von QUAC1, wenn Malat auf der exttalZzeen Seite der Membran prasent
war. Um die Abhangigkeit des Anionenkanals vonanétlularen Malat zu untersuchen, wurde
in QUAC1 exprimierende Oozyten 50 nl einer 200 mMalalosung (pH 7,2;
Malatendkonzentration in der Oozyte ca. 18 mMyirjit. Die Malat beladenen Oozyten, sowie
mit Wasser injizierte QUAC1 exprimierende Kontralkyten, wurden anschlie3end in

Standardchloridmedien mittels TEVC vermessen.

In Abbildung 3.4.1 sind exemplarische Stromspuren Walat-beladenen und unbeladenen
QUAC1-exprimierenden Oozyten dargestellt. Abbilduhg.1 a zeigt den Effekt einer mit
Wasser injizierten QUAC1 exprimierenden Oozyte. Dazyten wiesen den charakteristischen
Verlauf von QUACL1 in chloridhaltigen Medien auf (géeiche Abbildung 3.2.1 und 3.3.2).
Wie bei nicht injizierten QUAC1 exprimierenden Otay traten grof3e instantane Stréme auf,
welche bei negativen Spannungen eine schnelle Deaking zeigten. Nach der Relaxation in
den Gleichgewichtszustand, waren kaum noch Anidn@&mg bei negativen Spannungen zu
messen. Somit zeigten die Oozyten keine durch disséfinjektion bedingte Anderung der
Stromkinetik und defssim Vergleich zu nicht injizierte Oozyten in chidhaltigem Medium
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(vergleiche Abschnitt 3.2 und 3.3). Abbildung 3.4.Eeigt die Ganzzell-Stromantwort von
Malat-injizierten Oozyten, die QUAC1 exprimiererm IVergleich zu Wasser injizierten
Oozyten war die Deaktivierungskinetik deutlich Isamer. Zudem waren die
Gleichgewichtsstrome bei negativen Spannungen gdgendem Kontrollexperiment in
Abbildung 3.4.1 a stark erhoht. Mit zunehmender étpplarisation des Membranpotentials
nahm auch die Deaktivierung der Strome zu (verg&ei200 mV und - 180 mV zu —140 mV

und -120 mV).
(a) cl (b) Cl

1
+ Malat. ss
int

ext

5 pA
5 pA

50 ms
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Abbildung 3.4.1: Effekt von (a) Wasser- bzw. (b) Mhtinjektion auf die Stromantwort von QUAC1
exprimierenden Oozyten. Die dargestellten Stromspuren wurden bei folgendBestspannungen
aufgenommen (a), +60 mV, +40 mV, mV -80 mV, —120,m¥40 mV, —160 mV, —-180 mV, —200 mV und in
(b), +60 mV, 0 mV, —40 mV, —80 mV, —120 mV, —=140 m\M60 mV, —180 mV, —200 mV. Die Spannung im
Folgepuls lag bei -200 mV und das Haltepotential-B@ mV. In (a) ist zu erkennen, dass die Injektimn
Wasser keinen Effekt auf das Verhalten von QUAQI(Vexrgleiche Abbildung 3.2.1 und 3.3.2). Injektioon
Malat (b) hingegen, zeigte eine starke Zunahme&eichgewichtsstrome als auch der Dauer und Steke
instantanen Strome. Die finale Konzentration in déalat injizierten Oozyten betrug ca. 18 mM, die

Messungen wurden in Standardchloridmedium durchigefDie gepunktete Linie stellt die Nullstromlirdar.

Um einen direkten Vergleich der Spannungsabhangigeichgewichtsstrome von QUAC1
durchfiihren zu kénnen, wurden diig von Malat- bzw. Wasser-injizierten Oozyten gegen d
angelegte Membranspannung in Abbildung 3.4.2 atdgen. Die Wasser injizierten Oozyten
(helle Quadrate) zeigten ahnliche Stromspannuniggfer wie sie bereits in Abbildung 3.2.3
beobachtet wurden. Es waren nennenswerte Auswartssbei positiven Spannungen (bis zu
1p4A), und nur geringen Einwértsstrome bei negatpannungen zu verzeichnen. Die Malat
injizierten Oozyten (dunkle Quadrate) hingegen tesigeinen typischen, glockenférmigen R-
Typ Stromspannungsverlauf, wie er bereits in Anwhsd& von extrazellularem Malat

beschrieben wurde. Die Peakstréme erreichten bié pé bei -100 mV, also 13-mal héher als
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bei der Wasserkontrolle. Bei Spannungen negativ-t60 mV nahmen die Einwartsstrome
erneut zu, was vermutlich auf Verletzungen der Membdurch die Malatinjektion

zurtckfuhren ist. Die Steigerung der Efflux-Stroma&ch Beladung der Oozyten mit Malat
bestétigen die Vermutung, dass Malat im Gegensat2htorid sehr gut durch die Kanalpore

permeieren kann.

—{— Wasserinjektion 2o
—— Malatinjektion
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Abbildung 3.4.2: Malat Injektion erhdht Einwartsstr 8me stark. Stromspannungsdiagramm von QUAC1-
exprimierenden Oozyten, die entweder mit Wassdeifef Quadrate) oder Malat (schwarze Quadrate)énjiz
wurden. Die Experimente wurden in einem Standaofhhedium durchgefuhrt. Die finale
Malatkonzentration in Oozyten betrug ca. 18 mM. Detenpunkte geben den Mittelwert +SE vonn=4 -5

Experimenten wieder.

Da in Abschnitt 3.3 jedoch bereits bei der Anwesdntion Malat im AuRenmedium eine
Erh6hung der Einwartsstréme auftrat, ohne dasstMalaor artifiziell eingebracht wurde, stellt
sich die Frage, welches Anion flur diese Stromentarartlich war. Zur Klarung dieser Frage
wurden Oozyten in einem Standardchloridmedium (28) muf eine Spannung von -100 mV
geklemmt (Abbildung 3.4.3). Anschlie3end erfolgteeedreiminitige Perfusion mit einem
Standardmalatmedium (25 mM), wobei davon auszugetgndass bei -100 mV keine
Malataufnahme stattfinden sollte. Zur Uberpriifueg S8tromantwort wurde das in Abschnitt
2.5.3 beschriebene Pulsprotokoll angelegt und aiaws resultierenden Stréme aufgezeichnet.
Das Stromspannungsdiagramm zeigte nach dieserdnogmen Stromspannungsverlauf mit
R-Typ typischer Glockenkurve. Danach wurde dies@beyte fir drei Minuten auf +40 mV
geklemmt und weiterhin mit dem Standardmalatmeddenfundiert. Durch die Spannung von
+40 mV sollte der elektrochemische Gradient einédnAlnme von Anionen und somit von
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Malat begunstigen. Nach dieser Zeitspanne wurdeuedas Spannungsprotokoll angelegt und
die resultierenden Strome aufgezeichnet. Im Gedgensa der zuvor aufgezeichneten
Stromspannungskurve zeigte sich nach der Spannetnigdgnen (+40 mV) Malatbeladung
eine deutliche Erhéhung (4-fach) des Peakstromseimel Verschiebung des Peaks hin zu
negativeren Spannungen (Abbildung 3.4.3). Aufgraied oben beschriebenen Verfahrens
konnen diese Effekte nur durch die Aufnahme vonatlatklart werden. Diese Experimente

verdeutlichen, dass Malat tatsachlich ein permad®s Anion von QUACL1 ist.

Abbildung 3.4.3: Spannungsgesteuerte Malatbeladunigpn QUAC1-exprimierende Oozyten erhéhen den
Anionenefflux deutlich. Die Messung der Gleichgewichtsstréme als Funkties Blembranpotentials ohne
(Haltespannung von -100 mV) oder mit Malatbelad(idgltespannung von +40 mV) einer exemplarischen

Oozyte ist gezeigt.

3.5.1 Synergistische Effekte von intra- und extrazlilarem Malat auf
QUAC1

In Abschnitt 3.3 konnte ein konzentrationsabhangigekt von extrazellularem Malat auf
QUACL1 gezeigt werden. Des Weiteren konnte in Abdtt$4 durch die Beladung von
QUACI1-exprimierenden Oozyten mit Malat (Injektiomdu elektrische Beladung) gezeigt
werden, dass intrazellulares Malat ebenfalls eibdgfekt auf die QUAC1-vermittelten
Anionenstrome hatte. Da bei den Versuchen in Al#ict814 keine Bestimmung der

intrazellularen Malatkonzentration mdglich geweser (Abbildung 3.4.3), sollten nun die
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Effekte von intrazellularem Malat genauer unterswatrden. Es lag die Vermutung nahe, dass
auch hier eine Konzentrationsabhéngigkeit der QUAEdenschaften vorliegen kdnnte.
AulRerdem sollte ergrindet werden, ob es eine sigtisidhe Wirkung von intra- und
extrazellularem Malat gibt. Hierzu wurden untersdiiche Mengen an Malat in QUACL1
exprimierende Oozyten injiziert. Die Malatendkonization in den Oozyten betrug 0 mM, 4,5
mM, 9 mM und 18 mM. Diese beladenen Oozyten wukm in An- und Abwesenheit von
Malat im AufBRenmedium vermessen. Die Auswirkungen wuoterschiedlichen intrazellularen
Malatkonzentrationen ohne Zugabe von extrazelloidkalat sind in Abbildung 3.5.1.1 a zu
sehen. Fur 0 mM intrazellulares Malat waren aheli@tromspannungsdiagramme wie in
Abbildung 3.2.3 zu verzeichnen. Bei allen andergarnen Malatkonzentrationen (4,5 mM, 9
mM, 18 mM) waren hingegen die charakteristischedyR- Stromspannungskurven zu
verzeichnen. Mit steigender interner Maltkonzemratwar ein Anstieg der Peakstrome zu
messen. Ebenfalls konnte eine Verschiebung derigeelthin zu negativeren Spannungen
beobachtet werden. Die positiven Auswartsstomedgag blieben bei allen Konzentrationen
relativ konstant. Eine genauere Untersuchung ddativen Offenwahrscheinlichkeiten
(Abbildung 3.5.1.1 c) zeigte, dass sich die Verslbhng der Peakstrome, in der Verschiebung
der halbmaximalen OffenwahrscheinlichkeiP1) begriindete. Mit steigender interner
Malatkonzentration verschoben sich B Spannungen von -63 mV bei 0 mM Malat, zu -85
mV bei 4,5 mM Malat, und -90 mV bei 9 mM Malat g zu -118 mV bei 18 mM Malat.
Diese Beobachtungen waren denen aus Abschnitt éh8 &hnlich, da auch dort eine
konzentrationsabhangige Zunahme als auch eine Melsmg der Peakstrome verzeichnet
werden konnte, die mit der Verschiebung der halbmaben Offenwahrscheinlichkeif()

einherging.

Wenn zu den unterschiedlichen internen Malatkomaéohen noch zuséatzlich extrazellulares
Malat (25 mM) angeboten wurde, ergab sich der irbilong 3.5.1.1 b dargestellte
Stromspannungsverlauf. Bei allen internen Malatkotrationen konnte der glockenférmige
Kurvenverlauf beobachtet werden. Wie bereits zuwaar mit Anstieg der internen
Malatkonzentration eine Zunahme der Peakstromeaualls eine Verschiebung der Peakstrome
Zu negativeren Spannungen zu verzeichnen. DurcArdi@senheit des extrazellularen Malats
verschoben sich die Peakstrome jedoch noch negadigein Abwesenheit des Anions
(vergleiche Abbildung 3.5.1.1 a). Weiterhin koneiee extreme Zunahme der Peakstrome
verzeichnet werden, wenn Malat intra- und extrag@l vorhanden war. Die Peakstrome
erreichten dabei Werte von -1 pA bei 0 mM MalatyAl bei 4,5 mM Malat, -7 pA bei 9 mM
Malat sowie -14 pA bei 18 mM Malat.
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Abbildung 3.5.1.1: Effekt von intra- und extrazelldarem Malat auf QUAC1 vermittelte Anionenstréme
und auf das Spannungsabhéngige Schalten des Aniot@mals. (a + b) Stromspannungsdiagramm von
QUAC1-exprimierenden Oozyten bei intrazellularer IMzugabe (a) bzw. intra- und extrazellularer
Malatzugabe (b). (c + d) Korrespondierende rela@féenwahrscheinlichkeit zu (a + b) bei intrazedidr
Malatzugabe (c) bzw. intra- und extrazellularer Maligabe (d). Die internen Malatkonzentrationenuiggin

0 mM (gekreuzte Symbole), 4,5 mM (offene Symbo®&nM (halboffene Symbole), 18 mM (geschlossene
Symbole). Die Chlorid- bzw. Malatkonzentration ligtr25 mM im Au3enmedium. Die dargestellten Punkte
sind die Mittelwerte £+ SEM aus n = 3 - 4 Experitean Die Datenpunkte wurden mit einer

Boltzmanngleichung gefittete (durchgezogenen Linier{c + d).

Die Auswertung der relativen Offenwahrscheinlicldmei zeigte, dass die Werte der
halbmaximalen OffenwahrscheinlichkeitenP1g) in Anwesenheit von extra- und

intrazellularem Malat ebenfalls zu negativeren Spagen verschoben waren, als in
Gegenwart von intrazellularen Malat alleine. DiertWe/onP1/2 betrugen dabei =132 mV bei
0 mM Malat, =154 mV bei 4,5 mM Malat, —158 mV ban® Malat und —176 mV bei 18 mM

Malat. Die Anwesenheit von extrazelludrem Malags®somit dafur, dass si€hz um weitere

60 — 70 mV zu negativeren Spannungen verschob.
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3.5.2 Verschiebung des Umkehrpotentials korrespondit — mit

experimentellen Werten

Die Bestimmung von Permeationseigenschaften mit ldéfe Umkehrpotentialen bei
variierenden Substratkonzentrationen wird fur dra@kterisierung von Kanalproteinen gerne
angewandt. Eine Ubereinstimmung der Verschiebung Uenkehrpotentials mit den
vorhergesagten Nernstpotentialen dient als Bewd#ss das untersuchte Kanalprotein
tatsachlich das angebotene lon permeiren lasst.iMAdschnitt 3.3 bereits erwahnt wurde,
verschiebt sich das Umkehrpotentikdv mit steigender Malatkonzentration im Aul3enmedium
hin zu negativen Spannungen. Im Gegensatz dazutefliibine steigende interne
Malatkonzentration zu einer positiven VerschiebuagUrev (Abbildung 3.5.1.1 a + b). Beide
Sachverhalte sind im Einklang mit denen aus denstgleichung abgeleiteten Uberlegungen.
Jedoch war die Verschiebung vblkey nicht so ausgepragt wie es von der Nernstgleichung
gefordert wird. Diese Diskrepanz kdnnte von nidatfirderten Malatkonzentrationen innerhalb
der Oozyte oder an der unbekannten Wertigkeit daiatidns herriihren. Um einen genaueren
Uberblick uber das Verhalten des Umkehrpotentigiswie uber die Wertigkeit der
permeierenden Malationen zu erhalten, wurde Matatdie Oozyten injiziert (20 mM
Endkonzentration). Da die in der Literatur besdbieigen Malatkonzentrationen in Oozyten
kleiner waren als 1mM (Pineros, Cancado et al. 20@&irden die Oozyten-endogenen
Malatkonzentration vernachlassigt. Des Weiteren deudas Umkehrpotential durch die
Bestimmung der instantanen Strome ermittelt, umRdianeationseigenschaften des offenen
Kanals zu messen und um den Einfluss des Spanraloigsigigen Schaltverhaltens des Kanals
auszuschlielBen. Die so experimentell bestimmten ebmdpannungen sind in Abbildung
3.5.2.1 zu sehen. Sehr gut ist die KorrelationedgrerimentellerUrev mit den theoretischen
Urev Werten bei einer angenommenen Wertigkeit von z zu2erkennen. Diese Daten
unterstitzen die in den Abschnitten 3.3 - 5 gensach@eobachtungen, und belegen die
Leitfahigkeit von QUACL fur Malat. Des Weiteren dex diese Ergebnisse darauf hin, dass
vornehmlich zweifach geladenen Malationen durchianal transportiert werden.
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Abbildung 3.5.2.1: Theoretisch und experimentell b&timmte Umkehrpotentiale (Uev) von QUAC1
exprimierenden Oozyten aufgetragen gegen die extegr(logarithmische) Malatkonzentration. Schwarze
und helle Kreise geben die theoretischen Wertelkenaus der Nernstgleichung fur unterschiedliche &uf3er
Malatkonzentrationen wieder, unter der Annahmedi@d.adungszahl Z dem Wert 1 (schwarze Kreise) oder
dem Wert 2 (helle Kreise) entspricht, sowie eimgerinen Malakonzentration von 20 mM. Die schwarzen
Dreiecke geben die experimentell ermitteltén, von mit 20 mM Malat beladenen Oozyten und variielen
auleren Malatkonzentrationen wieder. Die Verschigbwon Urev unter experimentellen Bedingungen
korreliert gut mit den theoretischen Werten fiir aiveiwertiges Malation (Z = 2). Die experimental/erte

von Urev sind die Mittelwerte = SD aus n= 6 Experimenten.

3.6 Sulfat ist ebenfalls ein permeierendes lon

Wie die Daten aus den Abschnitten 3.3 - 3.5 zejgienQUAC1 in der Lage Malat zu
permeieren. In der Literatur wurde bereits besteime dass R-Typ Kandle in der Lage sind
Sulfat zu beférdern (Frachisse, Thomine et al. 19R6berts 2006). Deshalb wurde das
Verhalten von QUAC1 auf eine Erhéhung der intragéten Sulfatkonzentration hin
untersucht. Hierzu wurden QUAC1 exprimierende Oeaymit gepufferter Kaliumsulfat-
Lésung (pH 7,5) injiziert, so dass die Endkonzdirean Sulfat in den Oozyten ca. 50 mM
betrug. Diese mit Sulfat beladenen Oozyten, alsh autbeladene QUAC1-exprimierende

91



3 Ergebnisse

Oozyten wurden dann elektrophysiologisch untersuEligrbei wurde unter aktivierenden
Bedingung fur QUAC1 gearbeitet, da bei den Messanmgener 25 mM Malat im Badmedium
vorhanden war. Wie aus dem Stromspannungsdiagram#bbildung 3.6.1 ersichtlich wird,
zeigten QUAC1 exprimierende Oozyten (helle Quadraten typischen glockenférmigen

Stromspannungsverlauf in Gegenwart von Malat (eécge Abschnitte 3.2 - 3.5).

Abbildung 3.6.1: Sulfatbeladung in QUAC1-exprimierende Oozyten erhdht den Anionenefflux deutlich.
Stromspannungsdiagramm von QUAC1 exprimierenderyt@ozin An- und Abwesenheit von intrazellularem
Sulfat Dreiecke geben nicht exprimierende Kontrolloozytemeder. Quadrate stehen fir QUAC1
exprimierende Oozyten. Helle Symbole sind unbelad®wzyten, schwarze Symbole hingegen sind mit
Kaliumsulfat beladene Oozyten. Injizierte Kaliunfatlbsung wurde auf pH 7,5 gepuffert. Die
Endkonzentration von Kaliumsulfat in den belade®ezyten betrug 50 mM. Samtliche Messungen wurden in
Anwesenheit von 25 mM Malat im AulRenmedium durchigaf Symbole geben dMittelwerte + SE aus n =

4 fir QUAC1 und n = 3 fiir Kontrolloozyten an.
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Injektion von Sulfat in QUAC1-exprimierende Oozylelinkle Quadrate) hatte zur Folge, dass
sich die Peakstrome vervierfachten. Zugleich zeigteh auch eine Erhohung der
Auswartsstrome bei Spannungen von 0 mV bis +60 Adwhliche Beobachtungen wurden
ebenfalls bei der Erh6hung der extrazellularen bmvirazellularen Malatkonzentration
gemacht (Abschnitt 3.3 bzw. 3.5). Zudem scheint thigktion von Sulfat auch die
Offenwahrscheinlichkeit des Kanals zu beeinflusdeie. Peakstrome der Sulfat-beladenen
Oozyten war im Vergleich zu unbeladenen Oozytennegativeren Membranpotentialen
verschoben, so dass im Testspannungsbereich dasuspgabhéngige Schlielien von QUAC1
kaum zu beobachten war. Kontrolloozyten zeigtenend®t Typ @hnliche Stréme noch eine
Induktion von Strémen nach der Beladung mit Sullaese Experimente weisen darauf hin,
dass neben Malat auch Sulfat ein Substrat fir QUA& &tellt (Abbildung 3.6.1).

3.7 Externes Aluminium zeigt auf QUACL1 keine Wirkurg

Fur die ALMT-Familie ist bekannt, dass einige ihiMitglieder auf die Anwesenheit von
Aluminiumionen reagieren (Sasaki, Yamamoto et 804 Ligaba, Katsuhara et al. 2006;
Kobayashi, Hoekenga et al. 2007; Pineros, Cancialo 2008; Zhang, Ryan et al. 2008). Dies
ist ihrer Funktion zur Detoxifizierung des Bodenszuschreiben. Die durch Aluminium
aktivierten Mitglieder der ALMT-Familie geben orgachen Sauren an den Boden ab, um als
Chelatoren schadliche lonen im Boden wie z.B. Geram pH vorkommende Aluminiumionen
zu binden (Yamaguchi and Kasamo 2001). Da QUACfalis ein Mitglied der ALMT-
Familie ist, liegt es nahe die Reaktion von QUAQLAuminiumionen zu Uberprifen. Hierzu
wurde QUACL drei Tage iK. laevis Oozyten exprimiert und dann unter Standardbediggan
in An- und Abwesenheit von Aluminiumionen vermessgn diesem Zweck wurde dem
Standardchloridmedium 1 mM Aluminiumchlorid beiggfii QUAC1 zeigte dabei keine
Anderung hinsichtlich seiner elektrischen Eigenfielma In Abbildung 3.7.1 a sind die
Stromamplituden von QUAC1-exprimierenden Oozyten-b@0 mV abgebildet. Mit Wasser
injizierte QUAC1-exprimierende Oozyten zeigten mgaringe Stromamplituden in An- und
Abwesenheit von Aluminium (Abbildung 3.7.1 a linkd)Vie bereits zuvor beschrieben,
reagieren QUACL-exprimierende Oozyten stark auf dieggabe von Malat. Da nicht
auszuschlieBen war, dass dieser Effekt eventuelthdinnwesenheit von Aluminium
beeinflusst wird, wurde dies mit Malat-injiziert@ozyten Uberprift. Malat injizierte Oozyten

zeigten gegenidber mit Wasser injizierten Oozytemereidramatischen Anstieg in ihrer

2Aluminiumchlorid konnte malathaltigen Medien nichtgegeben werden, da dies zum Ausfall von Alumirium
Malat-Chelaten fuhrté
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Stromamplitude (Abbildung 3.7.1 a). Die An- bzw. wdsenheit von Aluminium im
AuBenmedium zeigte hingegen keinen Effekt auf dir@&amplitude. Wie in dem IV-
Diagramm (Abbildung 3.7.1 b) zu sehen ist, zeighenium Gber den gesamten gemessenen
Spannungsintervall keinen Effekt auf den Verlauf 8&#6me oder deren Auspragung, und
somit auf die Aktivierung des Kanals. Diese Ergebeizeigen, dass QUACL1 nicht von

Aluminiumionen beeinflusst wird, im Gegensatz zderen Vertretern der ALMT-Familie.
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Abbildung 3.7.1: In QUAC1 exprimierenden Oozyten wid durch Aluminium keine Verénderung der
Stromantwort induziert. Stromamplituden (a) und Stromspannungsdiagramme Wt QUAC1-
exprimierenden Oozyten in An- und Abwesenheit vdamdinium im AuRenmedium. Mit Wasser injizierte
Oozyten zeigten nur geringe QUAC1L-vermittelte Swed, links), wohingegen mit Malat-injizierte Ooegrt
einen starken Anstieg in ihren Stromamplitudentegida, rechts). Die Oozyten zeigten keine Veramtgin
ihrer Stromamplitude nachdem von aluminiumfreiendMen (weiRe Balken) zu aluminiumhaltigem Medium
(graue Balken) gewechselt wurde. Dies galt sowoln- als auch in Abwesenheit von internem Mallj. (
zeigt den gesamten vermessenen SpannungsbereiExgknimente aus (a, rechts). Zu erkennen sind [R-Ty
typische Peakstrome. Das Verhalten von QUAC1 wuidkt durch Zugabe von Aluminium beeintrachtigt.
Die Balkendiagramme geben die Mittelwerte der Samplitude + SD bei —100 mV wieder. Die Anzahl der
Experimente betrug n= 4 - 5. Die finale Malatkortzation in beladenen Oozyten betrug 18 mM.
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3.8 Komponenten des schnellen ABA-Signalweges reguen die Aktivitat
von QUAC1

R-Typ Kanéle sind zusammen mit den S-Typ Kanalendfé Initiation des Stomaschluss
verantwortlich (siehe Abschnitt 1.5). Als genetisc¢terkunft fur die S-Typ Strome wurde der
Kanal AtSLACL1 identifiziert (Vahisalu, Kollist et.&2008; Geiger, Scherzer et al. 2009; Geiger,
Scherzer et al. 2010). Der Kanal AtSLAC1 wiedergheingebunden in ein Regulationssystem
von Kinasen, Phosphatasen und ABA-Rezeptoren, wedeime Aktivitat steuern. Die Kinase
OST1 beispielsweise wirkt aktivierend auf den Amiokanal, wahrend die Phosphatase ABI1
die Aktivitat von SLACL1 reprimiert (Geiger, Scherzas al. 2009; Geiger, Scherzer et al. 2010).

Meyer, Mumm et al. (2010) zeigten, dass das Feten QUACL inArabidopsis thaliana
Schliel3zellen zu einem verlangsamten Stomaschlilisd. fMeine Ausfihrungen zu den
elektrischen Eigenschaften dieses Anionen Kandiemaerdeutlicht, dass QUAC1 sehr stark
dem bereits von Hedrich und Marten (Keller, Hedetlal. 1989; Hedrich, Busch et al. 1990;
Hedrich and Marten 1993) beschrieben R-Typ Kanélgspricht. Patch-Clamp Experimente
untermauerten diese Annahme, da die Malat-abhampggponente der R-Typ Leitfahigkeit
in Schlie3zellen fehlte (Abbildung 3.1). Da R-TypduS-Typ Anionenkandle synergistisch
beim Stomaschluss zusammenarbeiten liegt eine gearae Kontrolle Uber die schnelle
ABA-Signaltransduktionskette der Schlief3zellen nabeshalb wurde die Interaktion von
QUAC1 mit OST1 sowie ABI1 Uberpruft und deren fuokelle Konsequenz auf die QUAC1

vermittelten Anionenstrome analysiert.

In ersten Experimenten wurde die Interaktion vonTO&it QUAC1 mittels Bimolekularer
Fluoreszenzkomplementation (BIFC) untersucht. Hienwurde an den N-Terminus von
QUACL1 die N-terminale Hélfte des FluoreszenzprafP gekoppelt (YPP::QUAC1), die
Kinase OSTL1 hingegen wurde am C-Terminus mit detar@inalen Teil von YFP fusioniert
(OST1:YFPT). Wurden beide Konstrukte einzeln in Oozyten axpeit so zeigte sich keine
Fluoreszenz (Abbildung 3.8.1 a). Wenn hingegen édd{dnstrukte koexprimiert wurden
(Abbildung 3.8.1 b), so konnten Fluoreszenzsigimatien exprimierenden Oozyten observiert
werden. Diese Fluoreszenz konnte nur erfolgen, vgirim die Kinase OST1 und der Kanal
QUACL in hinreichender Nahe zueinander befandenass eine Komplementation des YFP
Molekuls in der Oozytenperipherie erfolgen konmda. dies geschah, konnte man von einer
direkten physikalischen Interaktion zwischen OSH@l QUAC1 ausgehen.
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Abbildung 3.8.1: QUAC1 OST1 Protein-Protein-Interaktion wird durch Bimolekularen
Fluoreszenzkomplementation (BiFC) bestatigtln (a) ist eine Oozyte dargestellt die den KanalAQU
(YFPNT::QUAC1) exprimierteDie Aufnahmen von (b) und (c) zeigen Oozyten digézzlich zu dem Konstrukt
YFPNT::QUACL1 noch die Kinase AtOST1::YEFPexprimierten. Eine Interaktion von QUAC1 mit OSilvar
durch die Fluoreszenz in (b) und (c) zu erkennenzgigt einen vergrof3erten Ausschnitt der Oozyte (a).
Man erkennt, dass die Fluoreszenz in der Oozytgrtpaie lokalisiert warDie GréRen der Skalen in (a) und

(b) betragen 500 um; die Skala in (c) entspriclit ifh. Reprasentative Oozyten sind gezeigt.

Nachdem eine physikalische Interaktion von QUACH WST1 gezeigt werden konnte,
wurden QUAC1 und OST1 exprimierende Oozyten, sAQi$ACL/OST1 koexprimierende
Oozyten mit Hilfe der TEVC Technik untersucht. Alolbing 3.8.2 zeigt beispielhafte
Stromantworten auf verwendete standard Spannurggsptbkolle. In Chlorid- als auch in
Malat-basierenden Medien (Abbildung 3.8.2 a + d)gtee QUACL die bereits zuvor
beschriebenen typischen R-Typ Stréme mit schnelDeaktivierungkinetiken bei stark
hyperpolariserenden Spannungen. Oozyten, die nil@s$primierten, zeigten hingegen keine
makroskopischen Anionenstréme (Abbildung 3.8.2 d).+Interessanterweise fihrte die
Koexpression von QUAC1 und OST1 zu einer Verstédgkder QUACL vermittelten Strome.
Sowohl die instantanen Stréme nach einer Voraktivig durch einen +60 mV Spannungspuls,
als auch die Gleichgewichtsstrome, waren im Vechlaur Expression von QUACL1 alleine,
deutlich erh6ht (Abbildung 3.8.2 b + e; vergleidiabildung 3.8.3).
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(a) QUAC1 (b) QUAC1 +OST1 (c) 0ST1
Chlorid Chlorid ‘k Chlorid

~

(d) QUACH (e) QUAC1 +OST1 (f) OST1

Malat ‘t Malat
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Abbildung 3.8.2: Ganzzell-Stromableitungen zeigeniee deutlich erhéhte Stromantwort von QUAC1,

wenn der Kanal mit der Kinase OST1 koexprimiert wurde. Exemplarische&sanzzellstrome von Oozyten.
die entweder QUAC1, OST1 oder QUAC1 und OST1 zusemexprimierten, werden exemplarisch gezeigt.
Die Messungen (a-c) wurden in chloridhaltigen Madi25 mM) durchgefihrt, die Messungen (d-e) hingege
wurden in malathaltigen Medien (25 mM) aufgezeit¢hii@ozyten wurden mit dem Standardpulsprotokoll
(Abbildung 2.5.3.1) vermessen. Die fir dieses Expent verwendeten Konstrukte waren YEPQUAC1 und
AtOST1.YFFT.

Aus Experimenten wie sie in Abbildung 3.8.2 gezsigt, wurden die Gleichgewichtsstréme
ermittelt (Abbildung 3.8.3). Die Auswertung der @lggewichtsstrome zeigte, dass die
Koexpression von QUAC1 und OST1 bereits in Chloedmn zu einer Erhohung der
Auswarts- als auch der Einwartsstrome filhrte (Ahbily 3.8.3 a). Aus der Ermittlung der
relativen Offenwahrscheinlichkeiten (Abbildung 3.&) konnte man ablesen, dass durch die
Koexpression von OST1 mit QUAC1 eine Verschiebungr dhalbmaximalen
Offenwahrscheinlichkeit von QUAC1 um 20 mV zu négaten Spannungen erfolgte. In
Anwesenheit von Malat im AulZenmedium (Abbildung.3.8) bildete sich sowohl bei QUAC1
Expression, als auch bei QUAC1/OST1 Koexpressiame &pische Glockenkurve in den
Gleichgewichtsstromen von QUAC1 aus. Sowohl dieMais- als auch die Auswartsstrome
waren in Anwesenheit von OSTL1 erhoht. Der glockenige Stromspannungsverlauf war bei
den QUAC1/OST1-koexprimierenden Oozyten weitauskstaausgepragt. Wahrend die
alleinige Expression von QUAC1 einen maximalen B&akn von -0,7 HA zur Folge hatte,
zeigte sich durch Expression von QUAC1 zusammenQ8iT1l ein Peakstrom von -3,3 pA.
Das entspricht einer fiinffachen Steigerung der QUAD6me durch die Koexpression des
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Kanals mit OST1. Gleichzeitig zeigte sich durch di®@expression von OST1 eine

Verschiebung des Peakstroms (QUAC1 =-130 mV; QUAGT 1 = -150 mV) zu negativeren

Spannungen. Die Auswertung der relativen Offenwatemlichkeiten zu diesen Versuchen
(Abbildung 3.8.3 d) zeigte, dass die Koexpression QUAC1 mit OST1 auch hier eine

Verschiebung der halbmaximalen Offenwahrscheinkgthku negativeren Spannungen zur
Folge hatte, wie es bereits durch die VerschieldergPeakstrome vermutet werden konnte.
Zusammenfassend ist also festzustellen, dass sdWalalt als auch die Koexpression von
QUAC1 mit OST1 die Offenwahrscheinlichkeit des Amokanals deutlich zu negativeren
Membranpotentialen verschieben. Dadurch ergibt seohme erhoéhte Stromantwort bei

gegebenen negativen Spannungen wie z.B. bei pbgschen Membranpotentialen der

pflanzlichen Schlief3zelle.
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Abbildung 3.8.3: OST1 aktiviert QUAC1 wund induzierte Veradnderung der QUAC1
Spannungsabhéngigkeit.Stromspannungsdiagramme (a + c¢) und Offenwahrsiattgiriten (b + d) von
QUAC1 exprimierenden oder QUAC1 und OST1 koexprigmeden OozytenMessungen (a + b) wurden in
Anwesenheit von 25 mM Chlorid erstellt, Messungent+(d) wurden in Anwesenheit von 25 mM Malat

durchgefiihrt. Die Anzahl der Experimente betrug1P= 13, die Punkte entsprechen dem Mittelwerbt S
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Nachdem die Interaktion der Kinase OST1 mit QUAGtets BiFC nachgewiesen wurde und
die Konsequenz dieser Interaktion mit der TEVC Methgezeigt werden konnte, drangte sich
die Frage auf, ob ahnlich wie bei der Regulation 82@AC1 auch bei QUAC1 die Phosphatase
ABI1 einen negativen Einfluss auf die Stromantwat.

Deshalb wurde wiederum ein BiFC basierendes Exmairgewahlt, um zu zeigen, ob ABI1
in der Lage ist die Interaktion zwischen QUAC1 @f&T1 zu brechen. Hierzu wurden Oozyten
abermals mit den Konstrukten AtOST1::YHRInd YFP'::QUACT1 injiziert, welche wie in
Abbildung 3.8.1 gezeigt interagieren, und somibfeszieren. Zusatzlich zu diesen beiden
Konstrukten wurde einigen Oozyten noch die Kinas&BAl injiziert, welche die Interaktion
von OST1 mit seinen Zielproteinen verhindert bzickgangig macht (siehe Abschnitt 1.7).
Die Ergebnisse dieses Experimentes sind in AbbgdiB8.4 zu sehen. Oozyten, die die beiden
Konstrukte AtOST1::YFP" und YFP'"::QUAC1 exprimierten, zeigten ein Fluoreszenzsignal
bei Anregung mit Licht der Wellenlange 514 nm, welaur durch Komplementierung von
YFP hervorgerufen werden konnte (Abbildung 3.8.4 ®bzyten, die zusatzlich AtABI1
exprimierten (Abbildung 3.8.4 c), sowie Kontrollggen welche nur AtOST1:YFP
exprimierten (Abbildung 3.8.4 a), zeigten hinged@ine Fluoreszenz. Ein Ausbleiben der
Fluoreszenz in Anwesenheit von ABI1 deutete dahanif dass sich OST1 und QUACL1 nicht
mehr in hinreichender Nahe zueinander befandendasd die zuvor in Abbildung 3.8.1 und
Abbildung 3.8.3 gezeigten Interaktionen gestorh de&innten. Wie bereits zuvor wurde die

funktionelle Konsequenz mittels TEVC genauer béiieic

Abbildung 3.8.4: Bimolekularer Fluoreszenzkomplemetation (BiFC) offenbart Unterbindung von
Protein-Protein-Interaktion von QUAC1 und OST1 durch ABI1. Die Fotographien zeigen die Expression
folgender Konstrukte in Oozyten: (a) OST1 mit Oxevalen gekoppeltem YFP (AtOST1::YF®, (b) OST1
mit C-terminalen gekoppeltem YFP und QUAC1 mit gakeltem N-terminalen YFP (AtOST1:YFP/
YFPNT::QUAC1), (c) AtOST1::YFPT / YFP'T::QUACL in Anwesenheit von AtABI1. Die Skalen geli250

pm wieder.
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In Abbildung 3.8.5 sind die Gleichgewichtsstroma¥@UAC1/OST1 in An- und Abwesenheit
von ABI1 unter Malatbedingungen zu sehen. Die Koeggpion von QUAC1/OST1 (dunkle
Kreise) zeigte die typische glockenférmige R-Tym8tspannungskurve, mit einem Maximum
der Glockenekurve von -0,8 pA bei —140 mV. Die Teifxpression von QUAC1/OST1/ABI1
(helle Kreise) verlor hingegen den typischen R-Bympmverlauf komplett. Gleichzeitig ging
damit einher, dass die Einwarts- und Auswartsstriim¥@ergleich zu der Koexpression stark
abnahmen, und sich Strome zeigten, die sonst nuridd® exprimierenden Kontrolloozyten
auftraten. Bei beiden Kurven ist aber zu erkenrdags sich das Umkehrpotential nicht
verschoben hatte und zwischen -30 und —40 mV Isikatiwar. Diese Daten deuten darauf hin,
dass ABI1 den Effekt von OST1 auf QUAC1 aufhebt.

Malat 2,0-
—e— QUAC1 + OST1 . .
—o— QUAC1 + OST1 + ABI 1.5
1,0
200 -150  -100 ,@/Oﬁi
@z@—@-—Q‘Q’O'@ V [mV]
o <
~ 2
1 2

-1,0-

Abbildung 3.8.5: ABI1 unterbindet die von OST1 ausgloste Aktivierung der QUAC1 Strome.
Stromspannungsdiagramme von QUAC1 und OST1 in Ad-Abwesenheit von AtABI1. In Anwesenheit von
ABI1 findet eine Reduktion der Ein- und Auswartdste statt und eine Ausbildung von glockenférmigen
Strémen bleibt aus. Die Anzahl der Experimenteuggtr= 3, die Punkte geben die Mittelwerte + Stadfidnler

wieder. Die Messungen wurden in Gegenwart von 25 eat durchgefiihrt

Die hier dargestellten Daten werden zudem durchirdigooperation mit Patrick Mumm
angefertigten Patch-Clamp Experimente in Abbild8r&)6 bestéarkt. Patch-Clamp Messungen
an Schlie3zellprotoplasten von ABA-insensitiven dhien &bil-1) und Knock-Out Mutanten
von OST1 ¢st1-2) offenbarten einen Rickgang der R-Typ Strome iwégenheit von ABA.
Bei beiden Mutanten nahmen die observierten Ped@kn®tum die Halfte ab. In der Mutante

abil-1 kann ABI1 aufgrund einer Punktmutation nicht mehm den Co-Rezeptor
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PYR/PYL/RCAR in Anwesenheit von ABA binden. Dieshftizu einer konstitutiv aktiven
Phosphatase. Die Mutantstl-2 hingegen besitzt keine aktive Kinase OST1 mehmito
fuhren beide Mutationen zu einem &hnlichen Phanotigy auf der Stérung der ABA-

Signalkaskade beruht.

(a) V [mV] (b) V [mV]
-1|5() -1|00 -5I0 ‘.—.Zgﬂfﬁ -150 -1IOO

-50 50
1

I.,/C,, [pA/PF]

1 - WT
— ostl-2

Abbildung 3.8.6: Die Mutanten abil-1 und ostl-2 zeigen eine Reduktion der R-Typ Stréme in
SchlieRzellprotoplasten (a) Stromdichte der Gleichgewichtsstronhg) (von abil-1 (dunkle Quadrate) und
Wildtyp (helle Quadrate). (b) Stromdichte der Ghgjewichtsstromel{) von ost1l-2 (dunkle Quadrate) und
Wildtyp (helle Quadrate). Datenpunkte geben dentdWiiert + Standardfehler von n=5 — 6 Experimenten
wieder. Die Pipettenldsung enthielt 25 uM ABA unanauf 110 nM freies CGaeingestellt. Messungen wurden

durch Patrick Mumm erstellt. Abbildung wurde ausék, Mumm et al. 2013) entnommen und modifiziert

3.9 Kalziumabhangige Komponenten des ABA-Signalwegdeeinflussen die

Aktivitat von QUAC1

Neben OST1 sind auch kalziumabhangige KinasenenSIOPK-SnRK Superfamilie (Hrabak,
Chan et al. 2003) in der Lage SLAC1 zu aktiviei&nei Beispiele hierfir sind die CDPKs
CPK21 und CPK23 (Geiger, Scherzer et al. 2010lagdeswegen nahe auch Mitglieder dieser
Familie auf Interaktionen mit QUACL1 zu testen. Auwiigd einer Kooperation im Lehrstuhl mit
Dr. Kai Konrad gab es Hinweise darauf, dass die €PK20 und 34 mit QUACL1 interagierten
konnten. Zur Untersuchung der Interaktion wurdemelgsprechend die drei CPKs am N-
Terminus mit der N-terminalen Halfte von YFP veeehYFP'T::CPK2, YFP'T::CPK20,
YFP'T::CPK34) und mit QUAC1 koexprimiert, an dessen Nrfi@us die C-terminale Halfte
von YFP fusioniert war (YFP::QUAC1). Interaktionsstudien mittels BiFC (Abbilaig 3.9.1)
zeigten, dass QUAC1 mit allen drei CPKs interagiertierbei war das Fluoreszenzsignal bei

101



3 Ergebnisse

der Interaktion mit CPK34 am starksten ausgeprAgbiidung 3.9.1, unten rechts), gefolgt
von einer schwéacheren Fluoreszenz bei Koexpressiom CPK2 oder CPK20 mit
QUAC1(Abbildung 3.9.1, oben rechts bzw. unten Ijnks

Abbildung 3.9.1: BIFC-Experimente zeigen Protein-Potein-Interaktion von QUAC1 mit CDPKs (CPK2,
CPK20,CPK34). QUAC1 (YFPT::QUAC1) wurde zusammen mit den CPKs 2, 20 und Y3P{'"::CPK2,
YFPNT::CPK20, YFP'T::CPK34) sowie einer Wasserkontrolle fir drei Tad@exprimiert. Die

Fluoreszenzbestimmung erfolgte anschlieRend meiakss LSM. Die Skala gibt 250 um wieder.

Die zu den in Abbildung 3.9.1 durchgefihrten TEVGddungen der Koexpression von
QUAC1 mit CPK2, CPK20 oder CPK34 sind in AbbilduB®.2 zu sehen. QUAC1 wurde
dabei sowohl in Chloridmedien (25 mM) als auch ialddmedien (25 mM) vermessen. Die in
Chloridmedien aufgenommen Strome unterschieden sabei kaum untereinander,
unabhangig davon, ob eine Kinase prasent war odbdat. Nm Malatmedien wiesen die
Gleichgewichtsstrome den R-Typ typischen glockanigen Verlauf bei negativen
Spannungen auf. Jedoch waren die Maximalstromek§Béae) bei Koexpression von
QUAC1 mit CPK2 und CPK20 doppelt so hoch als bezy@en, die nur QUAC1 exprimierten.
Diese Aktivierung ging einher mit der Verschiebudgs Peakstroms zu negativeren
Membranpotentialen, wie es schon bei der Koexpsasder Kanals mit OST1 beobachtet
werden konnte (Abbildung 3.9.2). Die Koexpressiam \CPK34 zeigte im Verglich zu den
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beiden anderen CPKs ein voéllig anderes Bild (Ahbigl 3.9.2, unten rechts). Die in
Malatmedien beobachtete Glockenform der Stromekaam zu erkennen, da der Peakstrom
auf 1,5 pA sank, und sich im Vergleich zu QUACZEialé, somit halbierte. Da in Abbildung
3.9.1 eine deutliche Interaktion von CPK34 mit QUIAGezeigt wurde, scheint CPK34, im
Gegensatz zu CPK2, CPK20 und OST1, die Aktivitah WQUACL zu inhibieren. Da im
Rahmen dieser Arbeit aktivierende Kinasen idenéfiaverden sollten und nach Parallelen zur
ABA-abhangigen Aktivierung von SLAC1 gesucht wurdejrde der negative Effekt von
CPK34 auf die QUAC1 Aktivitat nicht naher unterstuich
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Abbildung 3.9.2: CDPKs erhdhen stark die Einwartsstome von QUACL. Stromspannungsdiagramme der
Koexpression von QUAC1 mit verschiedenen CDPKIUAC1 wurde mit Wasser (oben links) sowie den
CPKs 2 (oben rechts), 20 (unten links) und 34 (umézhts) koexprimiert und mittels TEVC in Chlorigiad
Malatmedien vermessen. Die Gleichgewichtsstrémgteribei der Wasserkontrolle, CPK2 und CPK20 das
typische Verhalten von QUAC1 in malathaltigen odgrloridhaltigen Medien. Die charakteristische
Glockenform des R-Typs ist aber je nach koexpritareKinase unterschiedlich stark ausgepragt. Bei
Koexpression mit CPK34 konnten keine typischen R-Btrome aufgezeichnet werden. Die Anzahl der

Experimente betrug Wasserkontrolle n = 6, CPK2&) EPK20 n = 4 und CPK 34 n = 4, die Punkte gelien d
Mittelwerte + Standardfehler wieder.
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3.10 Orientierung des N- und C- Terminus von QUAC1

Wie in der Einleitung ausgefihrt, ist die Topologien ALMT Transportproteinen noch
weitgehend unbekannt bzw. kontrovers diskutiert. éitie Beschreibung der Topologie von
QUACL1 ist es zunadchst von essentieller Bedeutuhgjie N- und C-terminalen Enden des
Proteins extra- bzw. intrazellular lokalisiert sindydrophatie-basierte Modelle (Dreyer,
Gomez-Porras et al. 2012; Mumm, Imes et al. 20dgkeen eine unterschiedliche Anzahl von
Transmembrandoméanen, was schlie3lich zu einer &eertsen Orientierung von einzelnen
Transmembranlinkern und der Lokalisation der Termés Proteins fuhrte. Um die Lage der
Termini experimentell zu bestimmen, wurde QUACltwader am C-Terminus
(QUACL::YFP) oder am N-Terminus (YFP::QUAC1) mit FFusioniert. Nach der Expression
dieser Fusionsproteine i laevis Oozyten, wurden fluoreszenzmikroskopische Aufnanme
an einem konfokalen Laserscanningmikroskop durcitgefHierbei wurde die pH-Sensitivitat
von YFP ausgenutzt: Die YFP Fluoreszenzintensdt im sauren Milieu ab, wahrend im
basischen Medium mit einer erhdhten Fluoreszeneraarten ist (Young, Wightman et al.
2010).

Die Oozyten wurden wéahrend der Aufnahme der Fluames mit Losungen unterschiedlichen
pH-Wertes (pH 7,2; pH 5,6; pH 5,6 +20 mM Natriunmtate umspult (Abbildung 3.10)1
Natriumacetat liegt bei einem pH von 5,6 in sejp@tonierten ungeladenen Form vor und ist
somit membrangangig. Nachdem das Acetat Uber dieyt®@membran in das Zytosol der
Oozyte diffundiert, wird es in dem dort basischeifiedl deprotoniert und sauert das Innere der
Oozyte an. Falls der N- oder C-Terminus von QUARLZytosol lokalisiert sein sollte, dann
ist eine Abnahme der YFP-Fluoreszenz bei eineruBenfi mit Acetat zu erwarten. Falls einer
oder beide Termini im extrazellularen lokalisiegirssollten, dann sollte eine Abnahme der
Fluoreszenz beim pH-Wechsel von 7,2 nach 5,6 zhdudden sein. In diesem Fall sollte jedoch

keine weitere Fluoreszenzabnahme bei der Zugab@weetat detektierbar sein.

Bei Perfusion mit ND96 Lésung von pH 7,2 war diedfeszenzintensitat bei YFP::QUAC1
exprimierenden Oozyten konstant. Die anschlie3&wsttision mit ND96 Lésung von pH 5,6
zeigte nur eine schwache Anderung der YFP-Fluonzsgabbildung 3.10.1). Bei Perfusion
mit ND96 Losung mit pH 5,6 +20 mM Acetat hingegeeigte sich mit einer kurzen
Verzogerung ein  Absinken der Fluoreszenzintensitain  40% relativ  zur
Anfangsfluoreszenzintensitat. Fir das entsprecheriele-Fusionskonstrukt QUACL::YFP
zeigte sich ein nahezu identischer Verlauf der ildsipenzintensitat. Durch die Ansauerung des
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Zytosols durch die Perfusion mit Acetat sank dieioFészenz um 45% relativ zur

Ausgangsfluoreszenz ab (Abbildung 3.10.1).

In beiden Experimenten war zu beobachten, dassAbsinken der Fluoreszenzintensitat
zeitverzogert nach der Zugabe von Acetat auftregs isst darauf schliel3en, dass sich sowohl
der C-Terminus als auch der N-Terminus auf dersojtschen Seite der Membran befinden.
Eine Lokalisation der C- und N-Termini auf der exellularen Seite hatte eine sofortige
Anderung in der Fluoreszenzintensitat nach dem \8&crur Losung ND96 mit pH 5,6 zur
Folge gehabit.

pH 7.2 pH 5.6 + NaAc

1.0

Jaetstrtiny

C QUAC1:YFP
® YFP::QUAC1

rel. fluoreszenz
o
i

10 15 20 25 30 35

Zeit [min]

Abbildung 3.10.1: QUAC1 N- und C- Terminus befindensich intrazellular. Relative YFP-

Fluoreszenz von QUACL::YFP bzw. YFP::QUAC1 expriraieenXenopus laevis Oozyten. Die

dargestellten Kurvenpunkte sind die Mittelwerte wdnei unabhéngig voneinander durchgefuhrten
Experimenten (£SD). Die weien Punkte geben diativel Fluoreszenz von dem Konstrukt
QUACL1L::YFP, die schwarzen Punkte hingegen gebenreligtive Fluoreszenz des Konstruktes
YFP::QUAC1 wieder. Die Fluoreszenzbilder zeigen &ieoreszenz in Oozyten zum Ende des
jeweiligen Perfusionsintervalls (exemplarisch datght fir YFP::QUAC1). Die Fluoreszenzintensitat

wurde alle 30 Sekunden durch Aufnahme eines Milop&bildes bestimmit.

In Analogie zu den beiden vorher beschriebenenudiien, wurde ein Kontrollexperiment mit
gleichem Aufbau durchgeftihrt. Hierbei wurde dasiénskonstrukt SLACL::YFP in Oozyten
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eingebracht. Die Topologie des Kanals SLACL1 istdoeit und es existieren 3D Kristall
Struktur Modelle (Chen, Hu et al. 2010), die befegtass der C-Terminus von SLAC1 auf der
zytosolischen Seite der Zellmembran lokalisiert Bus diesem Grund war SLAC1 ein
geeigneter Kandidat, um die aus den vorherigen QU¥€&suchen gemachten Beobachtungen
zu verifizieren. Hierzu wurde ein Konstrukt verwentlei dem an den C-Terminus von SLAC1
YFP gekoppelt wurde (SLAC1::YFP). Wie zuvor zeigieh bei Perfusion mit ND96 Losung
mit pH 7,2 als auch bei Perfusion mit ND96 Losung pH 5,6 keine Anderung in der
Fluoreszenzintensitat (Abbildung 3.10.2). Nachdengdégen mit ND96 Losung mit pH 5,6
+20 mM Acetat perfundiert wurde, zeigte sich natterekurzen zeitlichen Verzégerung ein

Absinken der Fluoreszenzintensitat um 40 % relatim Anfangswert (Abbildung 3.10.2).

pH 7.2 pH 5.6 + NaAc
1.0
IEEII (LR N ]
0.8 EEE{
= SLAC1::YFP

rel. fluoreszenz
o
(=]

0.4
0.2
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Abbildung 3.10.2:Relative YFP-Fluoreszenz von YFP::SLAC1 exprimiereden X. laevisOozyten
verdeutlicht Lokalisation des SLAC1 N-Terminus im Zystosol. Die dargestellten Kurvenpunkte sind
die Mittelwerte von drei unabhéngig voneinander ctigefiihrten Experimenten (x SD). Die
Fluoreszenzbilder zeigen jeweils die FluoreszemzSI0AC1::YFP exprimierenden Oozyten zum Ende
des jeweiligen Perfusionsintervalls. Die Fluoreghetensitat wurde alle 30 Sekunden durch Aufnahme

eines Fluoreszenzbildes bei einer Anregung mittideln Wellenldnge 514 nm bestimmt.

Der Verlauf des Experimentes ist nahezu identiactden Experimenten, die mit QUAC1

durchgefuhrt wurden. Da sich der SLAC1 C-Termimasdytosol befindet, und da erst nach
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Anséauerung des Zytosols durch Zugabe von Acetaf\kginken in der Fluoreszenzintensitét
stattfindet, wird die zuvor getroffene Aussage,rutie Lokalisation des C- und N-Terminus
von QUACL1 im Zytosol, bestatigt.

3.11 Einfluss des C- und N- Terminus auf das Verhtdn von QUAC1

Zur Uberprifung der Expression des Kanals QUAC1Oizyten wurde dieser an das
Fluorophor YFP gekoppelt (siehe Abschnitt 3.1). rBé& wurde YFP sowohl an den N-
Terminus von QUAC1 (YFP::QUAC1) als auch an den e&riinus von QUAC1
(QUACL::YFP) gekoppelt. Die Fusion von YFP an deit@&minus von QUAC1 zeigte keine
Anderung der elektrischen Eigenschaften im Vergleic dem QUAC1 Wildtyp (Abbildung
3.11.1 a; vergleiche Abbildung 3.2.1; 3.3.2; 3.8l8)eressanterweise sorgte die Fusion von
YFP an den C-Terminus von QUACL1 fir eine konstieitspannungsunabhéangige Aktivitat
von QUACL. Die instantanen Stréme, die nach einesraktivierung durch einen
Spannungssprung zu +60 mV aufgenommen wurden, migseliche Stromstarken auf, wie
der WT oder das N-terminal Fusionskonstrukt. QUAEEP exprimierende Oozyten wiesen
jedoch keine schnelle Deaktivierungskinetik aufw&woen auch bei stark hyperpolarisierenden
Membranpotentialen starke Gleichgewichtsstromelmervieren (Abbildung 3.11.1 b). Eine
vergleichende Auswertung der Gleichgewichtsstrooreden Konstrukten YFP::QUAC1 und
QUACL1L::YFP (Abbildung 3.11.1 c) zeigte deutlichsdaliese im Bereich von +60 mV bis zu
— 50 mV fur beide Konstrukte gleich verliefen. Elggannungen negativer als -60 mV nahmen
die Gleichgewichtsstrome beim Konstrukt QUACI::YRRkeiter linear zu, wahrend
YFP::QUAC exprimierende Oozyten kaum negative Sadrmaigten, wie es fur QUACL in
Chlorid-basierten Medien typisch ist.
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(a) YFP::QUAC1 (b) QUACH1::YFP
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Abbildung 3.11.1: C-terminale Fusion von YFP an QUA1 &ndert die Spannungsabhangigkeit
des Kanals.In (a + B sind beispielhafte Stromantworten von YFP::QUAGLUnd QUAC1::YFP (b)
abgebildet. (c) zeigt, die aus ahnlichen Messungenin a + b gewonnen Gleichgewichtsstrome und
(d) gibt die dazugehérigen instantanen Strome wied¥e Messungen wurden in 25 mM
Standardchloridmedium durchgefiihrt. Die dargesteltromantworten in (a + b) wurden nach dem
Aktivierungspuls (+60 mV) bei Testspannungen vor® ¥8V bis — 200 mV in 20 mV schritten
aufgezeichnet. Die Datenpunkte geben den Mittewe$tandardfehler wieder. Die Anzahl der

Experimente betrugn =4

Die in Abbildung 3.11.1 gemachten Beobachtungendemrin 25 mM Chloridmedium
durchgefuhrt. Da fur die typische Ausbildung defy# Strome von QUAC1 Malat im Zytosol
prasent sein muss (vergleiche Abschnitte 3.3- 3Wi)rden identische Experimente in
Gengenwart von 18 mM intrazellularem Malat wiedéth&ie zuvor bei QUAC1 WT konnte
bei dem YFP::QUAC1 Konstrukt die typische Auspraguter R-Typ Stréme verzeichnet
werden, welche sich in einer starken Deaktivierdaginstantanen Strome (Abbildung 3.11.2
a) und auch in der Auspragung einer R-Typ charetigchen Glockenkurve zeigte
(Abbildung 3.11.2 c). Die C-terminale YFP FusionU&C1::YFP) zeigte aber, wie bei den

Experimenten mit unbeladenen Oozyten, einen VedasR-Typ spezifischen Eigenschaften
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und einen linearen Verlauf der Einwartsstrome (Ahbig 3.11.2 b + c). Aufgrund des
Verhaltens von QUAC1::YFP - und um sicher zu stelidass YFP::QUACL1 nicht doch in
seiner Fahigkeit auf Malat zu reagieren gestort wawurden YFP::QUAC1 exprimierende
Oozyten chlorid- und malathaltigen Medien ausgesetn die typische Verschiebung des
Peakstroms in Anwesenheit von Malat zu dokumentiédbildung 3.11.2 d). Hierzu wurden

mit Malat beladene Oozyten entweder einer 25 mMofdldsung oder einer 10 mM

Malatlésung ausgesetzt. Im Chloridmedium zeigte YGBACL einen Peakstrom von 4,5 YA,
welcher bei -120 mV lag.

(a) YFP::QUAC1 (b) QUACH::YFP
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Abbildung 3.11.2: Auswirkungen der N- und C-terminaler Fusion von YFP auf die
Gleichgewichtsstrome und instantanen Strome von QU®B1 in Gegenwart von intrazellularem
Malat. Die Oozyten wurden vor den Messungen mit 200 mMaMbeladen, was eine intrazellulare
Konzentration von 18 mM Malat zur Folge hatte. (b) £eigen beispielhafte Stromantworten von (a)
YFP::QUAC1 wund (b) QUACL:YFP exprimierenden Oozmyte (c) zeigt normierte
Gleichgewichtsstréme bei einer Membranspannung-¥8mV. In (d) sind die Gleichgewichtsstréme
von YFP::QUAC1 in Gegenwart von Chlorid oder MamatAuRenmedium abgebildet. Die Messungen
in (a - c) wurden in 25 mM Standardchloridmediumctigefihrt In (d) wurde zuséatzlich mit einer 10
mM Malatldsung gearbeitet. Die Datenpunkte geben Bfitewert + Standardfehler wieder. Die

Anzahl der Experimente betrugn =3 - 5.
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Eine Perfusion mit Malatmedium erhdhte sich der Mestrom auf 6,2 uA und lag bei einer
Spannung von — 160 mV (Abbildung 3.11.2 d). Diegedhalten entsprach dem Verhalten von
QUAC1 WT aus den Abschnitten 3.3 — 5. Aus den Exrpemten kann also geschlossen
werden, dass eine N-terminale Fusion von YFP an QUAden Kanal nicht in seinen

elektrischen Eigenschaften beeinflusst.

In Abbildung 3.11.3 sind die normierten Instantannd Gleichgewichtsstrome von
YFP::QUAC1 (Abbildung 3.11.3 a) als auch von QUAGEP (Abbildung 3.11.3 b) im
direkten Vergleich zu sehen. Wahrend fur YFP::QUAlE charakteristischen Kurvenverlaufe
fur die linst als auch fir didss zu verzeichnen sind, ist fur die normierten Stronos
QUACL::YFP besonders gut zu erkennen, wie die imiateen Strome durch die C-terminale
Fusion ihre Glockenform verlieren, und sich denediren Verlauf den Gleichgewichtsstrome
angleichen. Dieser Vergleich verdeutlicht besondews den vdlligen Verlust der
Spannungsabhangigkeit von QUAC1, wenn eine C-tai@iRusion mit YFP vorliegt.
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Abbildung 3.11.3: Direkter Vergleich von normierten Stromen zeigt den Verlust der
Spannungsabhangigkeit in den Gleichgewichtsstromervon QUACL::YFP. In (a) sind die
normiertenl ss und | inst des Konstruktes YFP::QUAC1 und in (b) die norngarkss und | inst des
Konstruktes QUAC1::YFP abgebildet. Die Strome wurdeuf den instantanen Strom bei einer
Spannung von —100 mV normiert. Die Messungen wundnMalat beladenen Oozyten (18 mM
Endkonzentration) in 25 mM Standardchloridmediunrctigefiihrt. Die Datenpunkte geben den

Mittewert + Standardfehler wieder. Die Anzahl despErimente betrugn=3 -4
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3.12 Veranderungen des QUAC1 C-Terminus fuhren zunwerlust der

Kanalfunktion

Die Struktur, Topologie und die Lage von funktideel Domanen in ALMT
Transportproteinen ist weitgehend unbekannt. Digidfuvon YFP an den C-Terminus von
QUAC1 (Abschnitt 3.11) lasst vermuten, dass diekiionalitat von QUACL bereits durch eine
strukturelle Anderung oder durch die Einschrankuley Beweglichkeit des C-Terminus
beeinflusst wurde. Aus diesem Grund wurde vermutieiss grundlegende funktionelle
Domanen des Kanals im C-terminalen Bereich von QUA®Kalisiert sein kdnnten. Um der
Funktion des C-Terminus von QUAC1 naher zu kommengden zielgerichtete Mutagenesen
und Deletionsmutanten angestrebt. Zum Design deiernten Kanale wurde auf die QUAC1
Topologievorhersage von TmConsens (ARAMEMNON) zugagriffen. Dieses Modell sagt
sechs Transmembranen vorher (TMI AS 48-68, TMII7AS- 95, TMIII AS 100 — 120, TMIV
AS 127 — 147, TMV 156 — 176, TMVI 188-208) und dagh sowohl der N- und C-Terminus
im Zytosol der Zelle befinden (siehe Abschnitt 3.IDer lange C-terminale Bereich erstreckte
sich laut Modell von AS 209 - 561.
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ALMT9 CT (345) LKHCAFTVMINLHGCILSEIMAPEERROVFROELQIRVGVIGAKLLRELGEKVKKMEKLGP-VDLLFEVHLINAEEMOHKIDKKS YLLVNSECWETIGNRATK
ALMT14 CT (303) LRQFGYTVVINLHGCLKTE I®TPRPLRGLEFKDPCVIRILAGICKVLSELAASIRNRRHCSP-EILSDSLOVE\LODMNTATIKSQPKLFLGSSQNGNVSQGNS
ALMT12 CT (298) LRQFGYTVVINLHGCLOTEI[MTPRSVRALFKDPCVJLAGVCKALTELADSISNHRHCSP-EILSDHLHVILODNSATKSQPKLFLGSNLHRHNNKHQN

396 ‘ 427 457 ‘
ALMT1 CT (375) VSMLIDIVN---------~ LTEKISESVHELASARRFKNKMRPTVL-----~ YERSDSGSIGRAMPIDSHED- -~~~ HEVVIVLHDVDNDRSNNVDDS
ALMT2 CT (372) VSLLIDIVN----~---~-~ LTEKISESVHELASARKFKNKKKP-—~—----~--— SKSNSGSIGOAMPNKSHDDD- -~~~ DHVVEILEDVDTSNNFDQSOS
ALMT6 CT (395) AEEY - --——----———-—- EEEAHETKVIKSLSQIWDTNSSSNNON----- PASGNDESQIWESTESMMLRNRE - - TWPSVSFIGGSVVNETHYKVYES
ALMT9 CT (443) ESEPQELLSLEDSD---PPENHAPPIYAFKSLSEAVLEIPPSWGEK----— NHREALNHRPTFSKQVSWPARLV--LPPHLETTNGASPLVETTKTYES
ALMT14 CT (401) G- - -RENPNVAVSQHINKDTNEAASYONTGEPR- - -GERMSRFGPN--VSFSRLRADTLE - - - -RREABATN------- ERKIHRQOHSRIVIUTSLEF
ALMT12 CT (396) GSTISNNKHHQRNSSNSGKDLNGDVSLONTETGTRKITETGSRQGONGAVSLSSFRTDTSALMEYRRSFKNSNSEMSAAGERRMLRPQLSKIAVMTSLEF
495 . 527
ALMT1 CT (452) RGESSQDSCHHVATKIVD--DNSNHEKHEDGETHVHT -~ -~ LSNGHLQ--—-————=———————————
ALMT2 CT (446) HGEISVDSCHHVTIKIND--DDSTHDKNDGDIHVHTNR----VSCDHTNASDLLDSGVKKN---—----—

ALMT6 CT (472) ASSLSLATFASLLIEFVARLENLVNAFERMLSTKADFRDP-VPLNVVDQEGLWTTLMRLRRLRRYFGRS -~
ALMT9 CT (532) ASALSLATFASLLIEFVARLONVVDAFKJMLSQKANFKEPEIVTTGTDVEFSGERVGLGQKIRRCFGM - -~
ALMT14 CT (481) SEALPFAAFASLLVEMVARLDNVIEEVELGTIACFKDY ---DNNVDQKDVEVRVEKPADLVVGVE---—
ALMT12 CT (495) SEALPFAAFASLLVEMVARLDNVIEEVERLGRIASFKEY ---DNKRDQTADDVRCENPANVTISVGAAE -

Abbildung 3.12.1: Sequenzvergleich der C-Termimi vo AtALMT1, AtALMT2 (Klade 1), AtALMT®,
AtALMT9 (Klade 1), AtALMT14 (Klade 1lI) im Verglei ch zu dem C-Terminus von QUAC1
(AtALMT12, Klade Ill) . Schwarzer Hintergrund / wei3e Buchstaben = ideh& AS, grauer Hintergrund /
schwarze Buchstaben = hoch konservierte oder Alitsclon gleichen AS, weiler Hintergrund / schwarze
Buchstaben = ungleiche AS, Strich = Liicke. Die alih den Klammeren geben die jeweiligen Start-&S d
C-Terminus des betreffenden Gens wieder. Die Zalibmr dem Alignment geben die Positionen der AS im
QUACL1 Protein an. Multiple Alignments wurden mitndeblosum62mt2 Algorithmus mit einer gap open

penalty von 10 im Programm Vector NTI (Invitrog&grmany) erstellt.
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3 Ergebnisse

Ein Sequenzvergleich des C-Terminus von QUAC1 mit @-Termini von anderen Vertretern
der QUAC1/ALMT-Familie enthiillte besonders starkigervierte und sehr variabele Bereiche
zwischen den Vertretern dieser Familie (Abbildun@23l). Auf Grundlage dem silico
Untersuchungen wurden Deletions- und Punktmutaatsiellt (Abbildung 3.12.2), mit deren
Hilfe die Funktion des C-Terminus besser aufgekidrtl etwaige funktionelle Abschnitte

identifiziert werden sollten.

Die Entfernung des gesamten C-Terminus (QUA®X18-561, Abbildung 3.12.2) fuhrte zu
einem infunktionellen QUACL1 Protein. Auch eine Kpeassion des C-Terminus (QUAGZ2-
218) zusammen mit dem N-terminalen Abschnitt vorAQU (QUAC1A218-561) zeigte keine
wahrnehmbaren Strome. Dies zeigte, dass makroskapiStrome von QUACL nur emittiert
werden konnten, wenn der C-Terminus vorhanden inettdnit dem N-Terminus verbunden
war. Nachdem eine totale Trunkierung des C-Terminwsinaktivitat von QUACL1 fuhrte,
wurde ein kleiner nicht konservierter Abschnitt enmalb des C-Terminus von QUACL1
deletiert. Diese Mutante QUACA377-448 zeigte Strome und Kinetiken, wie sie imdtyip
vorhanden waren (Abbildung 3.12.2, Tabelle 3.12M9n dieser funktionellen Mutation
ausgehend wurden weitere Mutanten erstellt, indemitsveise immer grél3ere Bereiche aus
dem C-Terminus herausgenommen wurden, indem marDélietion in Richtung des N-
Terminus verlangerte (QUACA356-448, QUAC1A323-448, QUAC1A284-448, QUAC1
A234-448, Abbildung 3.12.2). Jedoch reichte berdite Verlangerung des Deletionsbereichs
um 20AS (QUACI1A356-448) aus, um die QUACI typischen Strome vaildigizu verlieren.
Bei Expression der weiteren drei Mutanten in Oozy@UAC1A323-448, QUACIA284-448,
QUAC1 A234-448) konnten ebenfalls keine Strome aufgezeichverden. Nach diesen
Ergebnissen wurde der bisher nicht bertcksichiRgst des C-Terminus (448 - 561) in zwei
Teile unterteilt und die Mutanten QUAQ@U48-533 und QUACNA533-561 erstellt (Abbildung
3.12.2). Da beide Bereiche ebenfalls nicht bes@stark konserviert waren, bestand Hoffnung
hier eine funktionelle Mutation zu finden. Jedodigten auch diese beiden Mutanten keine
QUACI1 typischen Stromantworten. Hier sollte besosdeervorgehoben werden, dass selbst
die Trunkierung des kurzen variablen Bereichs 5381- ausreichte, die QUAC1 Aktivitat zu
zerstoren. Die N-terminale Deletionsmutante QUAQR-21 hatte dagegen keine
Auswirkungen auf die Funktionalitat von QUAC1 (THbe 3.12.1). Da viele der
Deletionsmutanten die Funktion von QUAC1 vollst@nderstorten, wurden im Folgenden
kirzere Bereiche im C-Terminus deletiert (QUAG234-284, QUAC1A284-323, QUAC1
A323-356 und QUACIA356-377 (Abbildung 3.12.2)). Jedoch waren auchedidsitanten
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3 Ergebnisse

elektrisch still und lieRen somit keine Aussagewrriéventuelle funktionelle Doméanen im
QUAC1 C-Terminus zu.

TMVI 58 561
ps———— NN
377 448 WT
356 448
— n.d.
323 448
S — n.d.
284 448
e n.d.
234 448
T n.d.
44
H:&— n.d.
533 561 n.d.
323 356
e —— n.d.
356 377
— n.d.
284 323
S —— n.d.
234 284
T n.d.
E276Q
i n.d.
S372A
i WT
S376A
i WT
S384A
i WT
S355A
t WT
S342A
t WT

Abbildung 3.12.2: Schematische Darstellung der Ddiensmutanten und Punktmutationen von QUACL1.
Abgebildet sind die letzte Transmembrane VI (graar) QUAC1 (AS 188 — 208, nach dem Vorhersagemodell
TmConsens (ARAMEMNON)), sowie der C-terminale Tadls Proteins. Die schwarzen Bereiche stellen die
aus dem C-Terminus deletierten Abschnitte dar.Zaiblen geben die jeweilige erste und letzte Aminosa
aus den deletierten Bereichen wieder. Im unterdrd@eAbbildung sind die vorgenommenen Punktmotzgin
wiedergegeben. Die Position und die Art des Aminosdustausches sind angegeben. In der Spalte netigs
den lllustrationen wird die Stromantwort der Muamiwiedergegeben, wobei n.d. fur nicht detektierumeal

WT flr Wildtyp ahnliche Stréme steht.

Im Alingnment aus Abbildung 3.12.1 fallt besondexsf, dass bei allen verwendeten
Mitgliedern der ALMT-Familie, ein identisches/kongertes WEP-Motiv (QUAC1 AS 275 -
277) im C-Terminus auftaucht. Dreyeral. konnten dies sogar noch starker verdeutlichen, da
in einem Sequenzvergleich von Uber 400 ALMT Praridieser stark konservierte Bereich
beschrieben wurde (Dreyer, Gomez-Porras et al.)2@#s WEP-Motiv stellt eine wichtige
Domane fur die Funktion der ALMTs dar. Punktmutaéo an der Aminosaur®lu aus dem
WEP-Motiv zeigten in TaALMT1 ein Ausbleiben der Abinium aktivierten Einwartsstréme
(Furuichi, Sasaki et al. 2010; Ligaba, Dreyer efall3). In QUAC1 sorgte ein Austausch der
negativ geladenen Glutamat Seitenkette gegen @igeladene Seitenkette (QUAC1 E276Q,
Tabelle 3.12.1, Abbildung 3.12.2) fir eine kommeiinterbindung der Stréme. Da die Struktur
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Funktionsanalysen nur Totmutanten bzw. keine Beghtigung von QUAC1 zeigten, konnte
daraus nur geschlossen werden, dass der C-Termn@anzen fur die Funktion von QUAC1
essentiell ist.

Tabelle 3.12.1: Stromamplituden bei +60 mV und Zekonstanten von QUAC1 WT, Deletions-, Punkt-
und Phosphorylierungsmutanten. Die Relaxationszeitkonstantet wurde mit Hilfe einer
Exponentialfunktion bestimmt. Nach einem aktivieten Puls zu +60 mV wurde die Deaktivierungskinetik
nach einem Spannungssprung zu — 100 mV mit eingofentialfunktion beschrieben und so die
Zeitkonstantet bestimmt. Kontrollen entsprachen mit Wasser injieieOozyten. Zahlen in eckigen

Klammern geben die Anzahl der unabhangigen Versanhe

QUAC1 E eilzs(';ronc/ Zeitkonstante 1
und DeIFOImMVe bei -100 mV
Mutanten »Aktivierungshtigel (Mittelwert + SE in ms)
(Mittelwert £ SE in pA)

WT 3.72+0.31[76] 43 +3[8]
A2-21 1.55 +0.25 [10] 42 + 4 [8]
A377-448 3.65+0.49 [19] 34 +4[13]
S372A 4.32 +£0.42 [8] 21 +5[6]
S376A 5.61 +0.75 [10] 31+4[9]
S384A 5.61 +0.75 [5] 54 + 6 [3]
E276Q 0.16 + 0.03 [15] -
Kontrolle 0.29 £ 0.05 [29] -

Um auszuschlieRen, dass die Abwesenheit QUAC1Llétarli Strome nicht von einer
verminderten Expression herrihrt, wurden die Stlosen (Deletions-)Mutanten mit YFP oder
GFP am C-Terminus fusioniert und mit der Expressles WTs oder den Strom-tragenden
Mutanten verglichen. Nach drei Tagen ExpressiorDorzyten wurde die Fluoreszenz der
Konstrukte unter einem konfokalen Laserscanningosikop betrachtet. Eine reprasentative
Auswahl der Fluoreszenzintensitaten von Mutanted wom WT ist in Abbildung 3.12.3
dargestellt. Sowohl der QUAC1 WT (GFP::QUACL1),alkh die funktionellen Mutanten (z.B.
GFP::QUAC1A2-21, GFP::QUACIA377-448) sowie die nicht funktionellen MutanterB(z.
GFP::QUAC1 A533-561, GFP::QUAC1 E276Q, YFP::QUACA234-448) zeigten eine
Fluoreszenz ahnlicher Intensitat, entlang des @oéguators. Somit konnte eine fehlende

Expression in Oozyten durch Mutation und Deletioagageschlossen werden.
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el |

Abbildung 3.12.3: Expressionskontrolle vom QUAC1 WTund ausgewahlten Mutanten durch C-
terminale Fusionen mit einem FluoreszenzmarkerGezeigt sind beispielhaft die Fluoreszenzbilder
injizierter Konstrukte: §) GFP::QUACL, ) GFP::QUAC1A2-21, €) GFP::QUACI1A533-561, ()
GFP::QUAC1A377-448, €) GFP::QUAC1 E276Q und) YFP::QUAC1A234-448. eGFP wurde bei
der Wellenklangen 488 nm angeregt und bei 500 -rbBSletektiert, YFP wurde bei der Wellenlange
514 nm angeregt und bei 525 - 600 nm detektier8$ttbe £)100 um, B-F) 250 um.

3.12.1 Phosphorylierungsmutanten adndern nicht die Ktivitat von QUAC1

In Abschnitt 3.8 und 3.9 konnte bereits gezeigtdear dass Kinasen der CPK- und SnrK2-
Familie die Aktivitat von QUACL1 beeinflussen. AuBaten von Pineros (Ligaba, Kochian et
al. 2009) zeigen, dass der Phosphorylierungsstatus ALMTs fir deren Funktion von
Bedeutung ist. So unterband der Kinaseinhibitoru®isporin die Einwartsstréme von
TaALMtl1 in einer Konzentrations- und Zeitabhangigheise. Die Punktmutation S384A in
TaALMTL1, welche eine Phosphorylierung an diesennSarhindert, besald zudem in An- und
Abwesenheit von Al stark verringerte Stréme im Vergleich zum TaALMWIT. Auf Grund
von Pineros Daten und der CDPK-SnRK Interaktiondear Anhand des Alingnments aus
Abbildung 3.12.1 konservierte Serinseitenkettemiidigiert, an denen eine Phosphorylierung
durch Kinasen stattfinden konnte. Um den Verlusesdi Phosphorylierungsstellen
herbeizufihren wurden, wie bei Pineros, die jegeili Serine gegen ein Alanin ausgetauscht.
Somit wurde eine putative Phosphorylierung durclzy@®n endogene Kinasen unterbunden.
Die so erstellten Punktmutanten QUAC1 S372A, QUARRI6A, QUACL S384A, QUAC1
S342A und QUAC1 S355A (Abbildung 3.12.2) zeigtererakeine Veranderung in ihrem
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Peakstrom bei +60 mV und in ihrer Zeitkonstante Deaktivierungskinetik nach einem
Spannungssprung zu -100 mV im Vergleich zum QUAQIDWp (Tabelle 3.12.1).
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4 Diskussion

Bei Landpflanzen ermoglicht die Regulation der Sdareite den Gasaustausch mit der Umwelt
und verhindert zugleich einen exzessiven VerlustWasser. Das Schliel3en der Stomata wird
Uber die schnelle ABA-Signalkaskade gesteuert (ided012). Eine exogene Gabe von ABA
auf Schlie3zellen l6st R- und S-Typ Strome aus ¢Res Shabahang et al. 2003; Hedrich
2012), welche das Membranpotential der SchlieR3zagtibran depolarisieren lassen
(Abbildung 1.8.1). Dies wiederum fiihrt zur Aktivierg von spannungsabhéangigen- K
Auswartsgleichrichtern und zum Turgor-gesteuertéomaschluss (Abbildung 1.8.1). Als
Ursprung der S-Typ Strome wurden die SLAC/SLAH Kandentifiziert (Vahisalu, Kollist et
al. 2008; Geiger, Scherzer et al. 2009; Geigeref&eh et al. 2010; Geiger, Maierhofer et al.
2011; Scherzer, Maierhofer et al. 2012; Maierhof@gkmann et al. 2014). Der genetische
Ursprung der R-Typ Strome hingegen war zu Begieseti Arbeit noch nicht bekannt. Mehrere
Kandidaten fir R-Typ Kanéle wurden als UrsprungseieStrome vorgeschlagen (CFTR,
CLCs, AtTMEM16a / Abschnitt 1.5.2). Jedoch qual#ize sich keiner als Ursprung der R-Typ
Strome. Erst die Betrachtung von AtALMT12 brachiteea neuen vielversprechenden R-Typ
Kandidaten zu Tage. In Kooperation mit der Arbeiippe von Enrico Martinoia konnte
gezeigt werden, dass AtALMT12 in der Plasmamemiatan Schliel3zellen lokalisiert ist
(Meyer, Mumm et al. 2010). GaswechselmessungentAbhMT12 Verlustmutantenglmt12-

1, almt12-2) ausArabidopsis zeigten hohere Verdunstungsraten bei Hell/Dunkah3ition als
der entsprechende WT. Zudem besa@bnt12-1 und almtl2-2 einen langsameren und
unvollstandigen Stomaschluss bei ABA-Gabe. Dieswigaufhin, dass ALMT12 eine Rolle
beim ABA- und Licht/Dunkel-abhangigen Stomaschlbssitzt. Diese Ergebnisse deuteten
zum ersten Mal darauf hin, dass ALMT12 eine Kommoaeler bekannten R-Typ Strome
darstellen kdnnte. Spater konnte Patrick Mumm niliteHler Patch-Clamp-Technik zeigen,
dass tatsachlich imlmtl2-1 SchlieRzellprotoplasten eine Abnahme der R-Ty@rSér zu
verzeichnen ist (Meyer, Mumm et al. 2010)(AbbilduBgl). Mein Beitrag zu dieser
Veroffentlichung war die funktionelle Charakterisiag des ALMT12 Proteins iXenopus
Oozyten mithilfe der DEVC-Technik. Die Analysen imeterologen Expressionssystem
bestétigten schlief3lich, dass ALMT12 R-Typ-ahnli@teme mit schnellen Aktivierungs- und
Deaktivierungskinetiken vermittelt.

ALMT12 exprimierende Oozyten zeigten in Chloridmesdicharakteristische Strome, die in
Kontrolloozyten nicht zu finden waren. Diese Strorhesalien bei hyperpolarisierten

Membranspannungen eine schnelle Deaktivierungskiri@bbildung 3.2.1). Das in dieser

118



4 Diskussion

Arbeit verwendete Spannungspuls-Protokoll (Abbilglin5.3.1) war an das von Koéb al.
beschriebene Protokoll fur die Vermessung von R-Kgpalen (GCAC1) angelehnt (Kolb,
Marten et al. 1995). Die in Abbildung 3.2.1 aufgeheeten Stréme sind stark
spannungsabhéangig und &hneln sehr stark denen elbnbkschriebenen Stromkinetiken von
GCAC1 aus dem Jahr 1995 ((Kolb, Marten et al. 19%%gure 2). Auch die von Kolb
beobachtete Aktivierungskinetik von GCAC1 ahnehrsgtark der von ALMT12 (vergleiche
Kolb 1995 (Figure 1a) mit Abbildung 3.2.2 a). Gleés gilt fir die Kinetiken aus der Arbeit
von Zimmermanret al. ((Zimmermann, Thomine et al. 1994) Figure 2), elcher ein R-Typ
Kanal aus Tabak Protoplasten (TSAC) beschriebed.vidies sind starke Hinweise, dass
ALMT12/QUAC1 tatséchlich einen Teil der R-Typ Strémermittelt. Durch die Versuche
planta als auch in Oozyten ergab sich somit ein umfassemild des potentiellen R-Typ
Kanals. Deshalb wurde der R-Typ Kanal ALMT12 in QUA (Quick Anion Channel)

umbenannt — in Analogie zu den SLAC (Slow Anion @iel) Anionenkanélen des S-Typs.

4.1 Intra- und extrazellulares Malat offenbart R-Typ Charakteristiken von
QUAC1

Malat spielt bei vielen Prozessen in der Pflanpe &iichtige Rolle. So ist Malat ein wichtiges
Zwischenprodukt fur die Photosynthese bei dern-ERierung in C4- und CAM-Pflanzen.
Malat ist ebenfalls ein Zwischenprodukt im Zitros&arezyklus der Mitochondrien. Aus
diesem Zyklus gehen viele Grundbausteine fir weit&ynthesewege hervor. Malat
reprasentiert also eine Verbindung in pflanzlich2aellen, die stdndig bedarfsgerecht

synthetisiert bzw. abgebaut wird.

In Viciafaba Schlie3zellen konnte Allaway (1973) zeigen, dasdvthlatkonzentration bei sich
offnenden Schliel3zellen von 38 mM auf 75 mM anstdifplat wird dabei als osmotisch
aktives Gegenion zu dem Kaliumeinstrom verwendatetJChloridmangelbedingungen spielt
Malat sogar eine noch entscheidendere Rolle. salehen Bedingungen verdoppelte sich die
Malatkonzentration in Schlie3zellen auf 145 mM (&&®e and Schnabl 1978). Apoplastisches
Malat beeinflusst zudem das Offnungsverhalten vami&Rzellen und den damit assoziierten
R-Typ Anionenkanélen (Hedrich and Marten 1993; litdgrMarten et al. 1994; Lee, Choi et
al. 2008).
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Extrazellulares Malat verschiebt das spannungsaigér©ffnen von QUAC1 zu negativeren
Membranspannungen, so dass der Anionenkairal planta bei physiologischen
Membranpotentialen reversibel aktiviert wird. Diesealatinduzierte Erhdéhung der
Offenwahrscheinlichkeit von QUAC1 l6st Einwartssi® (Anionenefflux) aus (Abbildung
3.3.1). Diese Einwartsstrome besallen eine starknnspgsabhéangige schnelle
Deaktivierungskinetik (Abbildung 3.3.2, sowie (Mumrnmes et al. 2013)). Durch diese
Spannungsabhéngigkeit von QUACL1 entstehen die Rtypipchen glockenférmigen Stréme
(Abbildung 3.3.3 a). Mit zunehmender Malatkonzetmraim Auf3enmedium erhéhten sich die
Offenwahrscheinlichkeit und damit die QUAC1-vermiiten Einwartsstrome (Abbildung 3.3.3
a). Diese Eigenschaften von R-Typ Kanalen wurdegitsevon Hedrich und Marten im Jahre
1993 ausfuhrlich beschrieben (Hedrich and Marte@8319So konnte fur GCAC1 gezeigt
werden, dass extrazellulares Malat eine transi@kteierung der R-Typ Strome hervorruft.
Wie fur QUACL1 inXenopus Oozyten, konnte auch fir GCAC1 in Protoplasteneaug externe
Malat Applikation hin, sowohl eine Erh6hung als lawine Verschiebung der Peakstrome zu
negativeren Spannungen beobachtet werden. HednthMarten fuhrten dies unter anderem
auf eine Verschiebung der Offenwahrscheinlichkemmd usomit auf eine erhohte
Einzelkanalaktivitat zuriick (Hedrich and Marten 329Auch fur QUAC1 konnten gleiche
Ruckschliisse gezogen werden, wie in Abbildung 33v&rdeutlicht wird. Hier ist gut zu
erkennen, dass mit steigender externer Malatkoregéon die relative Offenwahrscheinlichkeit

Zu negativeren Spannungen verschoben wird.

Malat wirkt also als ein Ligand, der zur Aktiviegimon QUAC1 beitragt. Um zu ermitteln, ob
Malat auch ein durch QUACL1 permeirendes Anion @dltstvurde die Malatkonzentration im
AuBBenmedium verandert und gleichzeitig die Aniotgmse als Funktion der
Membranspannung aufgezeichnet. Mit steigender Matatentration konnte eine Zunahme
der Auswartsstrome sowie eine Verschiebung des Umbkéentials zu negativeren
Spannungen beobachtet werden (Abbildung 3.3.3iaselDaten deuten auch daraufhin, dass
Malat ein QUAC1 permeierendes Anion darstellt. Umn dBeitrag von Malat an den
Einwartsstromen weiter zu belegen, wurden QUACIriexprende Oozyten durch Injektion
oder durch spannungsgesteuerte Beladung mit Malatden (Abschnitt 3.4). Durch beide
Beladungsverfahren erhdhten sich die Einwartsstriiore QUAC1 dramatisch (Abbildung
3.4.2 + 3). Somit zeigt sich, dass Malat nicht digr Spannungsabhangigkeit von QUAC1
moduliert, sondern ebenfalls als ein permeierenalegungiert. Diese Daten werden zudem
durch Experimente zur Verschiebung des Umkehrpaisnimit definierten intra- und

extrazellularen Malatkonzentrationen unterstutdigéhnitt 3.5). Des Weiteren konnte dadurch
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gezeigt werden, dass vornehmlich zweifach geladdatationen (Z=2) durch den Kanal
transportiert werden (Abbildung 3.5.2.1). Die spamysabhangige Beladung mit Malat
(Abbildung 3.4.3) erklart zudem die in Abbildun@3 a zunehmenden negativen Peakstrome
bei steigender Malatkonzentration. Durch die in ihing 3.3.3 a gewahlten experimentellen
Bedingungen wurden die Oozyten spannungsabhandidaiat beladen. So konnte Malat
neben der Verschiebung der OffenwahrscheinlichiantQUAC1 zuséatzlich aus den Oozyten
permeieren und so zur Erh6hung der Einwartsstrderiealgen.

Fur die Modulation von QUAC1 ist eine InteraktioonvMalat mit dem Kanal notwendig. Die
Interaktion kdnnte durch eine Malatbindestelle kgea. Durch diese allosterische Aktivierung
kommt es zu einer Konformationséanderung, welcher@aive Offenwahrscheinlichkeit des
Kanals verschiebt. Auch Hedrich und Marten posteheeine extrazellulare Malatbindestelle
fur GCACL1 (Hedrich and Marten 1993), welche die Maktivierung in GCACL1 erklart. Die
Verschiebung der relativen OffenwahrscheinlichlkeiQUACL durch extrazellulares Malat
spricht ebenfalls fir eine extrazellulare Malatlasielle. Malat bindet dabei nur reversibel an
den Kanal und sorgt nicht flur eine dauerhafte A&tivng. Diese Daten werden durch
Abbildung 3.3.1 bestarkt. Nach Wechsel von Maldtiien zu Malat-freien Medien konnte ein
Ruckgang der Einwartsstrome beobachtet werdenADawaschen von Malat, bis die Strome
auf das Ausgangsniveau in malatfreien Medien zlkegicken, konnte bis zu 15 Minuten

andauern (vergleiche Abbildung 3.3.2).

Auch wenn QUAC1 durch externes Malat stark aktivieird, zeigten Experimente mit
intrazellularem Malat ebenfalls eine Verschiebumg @ffenwahrscheinlichkeit des Kanals.
Mit steigender intrazellularer Malatkonzentration erschob sich die relative
Offenwahrscheinlichkeit zu negativeren Spannungdrbildung 3.5.1.1). Die Anwesenheit
von extrazellularem Malat, zusatzlich zu intrazéitem Malat, sorgte zudem dafir, dass sich
V12 (halbmaximale Offenwahrscheinlichkeit) um weite8® — 70 mV zu negativeren
Spannungen verschob (Abbildung 3.5.1.1). Aus di&sgen ergibt sich die Frage, auf welche
Weise internes Malat die Offenwahrscheinlichkeit nv@QUAC1 beeinflusst? Drei
unterschiedliche Hypothesen lassen sich hierzuellgis. 1. QUAC1 besitzt intrazellular eine
zusatzliche Bindestelle fur Malat. 2. Intrazell@&rMalat gelangt nach Auf3en und bindet an
die aullere Malatbindestelle und aktiviert den Kawoal dort oder 3. Die Malatbindestelle liegt

direkt in der Pore und ist von beiden Seiten demidien zuganglich.

Bisher sind keine veroffentlichten Daten zu findaie, die Identifikation einer Malatbindestelle

in QUAC1 zulassen wirden. Auch die in dieser Arleedtellten Mutanten erbrachten hierzu
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keine Ergebnisse, da sie entweder ein Wildtyp-gheb Verhalten zeigten oder nicht
funktionell waren (Abschnitt 3.12). Somit kann Hyjpese 1 weder untermauert noch
wiederlegt werden. Ein Austreten von Malat aus Madpgzierten Oozyten, wie in Hypothese
2 vorgeschlagen wird, scheint genauso wahrschiinkide eine von beiden Seiten der
Membran zugangliche Malatbindestelle in der KanadpoDie Verschiebung der
Offenwahrscheinlichkeit von QUACL verlief additig,h. die Verschiebung der relo Burch
intrazellulares Malat konnte durch eine zusatzlexierne Malatgabe weiter gesteigert werden.
Diese Beobachtung kann zum einen auf eine ErhékengVialatkonzentration in der Pore
zurtckgefuhrt werden oder auf den Ausstrom von Maepaart mit der extrazellular
vorhandenen Malatkonzentration. Hypothese 2 un¥@kommen einer Malatbindestelle)
besitzt zudem eine Annahme weniger als Hypothese(Varkommen von zwei
Malatbindestellen), was sie frei nach Ockhams Ramsser zu den favorisierten Hypothesen

macht.

Hypothese 3 kann zudem durch bereits bekannte frakterstitzt werden. Der Anionenkanal
SLAH2, ein homolog zu SLAC1, zeichnet sich durateestarke Nitratselektivitat aus. Zudem
wird die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals duroh elxterne Nitratkonzentration verandert
(Maierhofer, Lind et al. 2014). Dieses Verhaltemnélh dem von QUAC1 und Malat.
Maierhofer und Kollegen (Maierhofer, Lind et al.12) konnten das Verhalten des Kanals
durch zielgerichtete Punktmutationen beeinflus¢tiarzu modellierten sie die Struktur von
SLAH2 mit Hilfe von HiTehA. HiTehA ist ein entfernterwandtes Bakterienprotein aus der
SLAH-Familie, dessen Kristallstruktur bekannt Shén, Hu et al. 2010). So zeigte sich, dass
die Mutation von Serin 228 zu Valin (S228V) dieéktivitat des Kanals veranderte. Der Kanal
verlor seine Nitratspezifitdt und leitete zuséatzli€hlorid, und glich somit dem Verhalten von
SLAC1. Wie aus dem erstellten Modell von SLAH2 lweging, lag die mutierte Position
innerhalb der Kanalpore. Neben seiner Nitratsp@zifierlor der Kanal gleichzeitig auch seine
Nitrataktivierung, was darauf hindeutet, dass di¢ratbindestelle ebenfalls in der Pore
vorhanden ist. Ebenso ging die Nitrataktivierunghn V@LAH2 durch die Mutation F231A
verloren. Das dabei mutierte Phenylalanin befistet ebenfalls in der Pore des Kanals. Diese
Daten lassen annehmen, dass eine Malatbindestelten Pore (Hypothese 3) wohl die

wahrscheinlichste Malatwahrnehmung von QUACL1 ist.

Malat zeigt auch bei anderen Vertretern der ALMTrlee einen regulierenden Effekt. Dies
wurde erst kiirzlich an dem Kanal AtALMT9 beschrieb&ALMT9 ist ein vakuolarer Malat-
und Chlorid-leitender Kanal (Kovermann, Meyer et207; De Angeli, Zhang et al. 2013).
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Zytosolisches Malat ist in der Lage die Offenwahgsolichkeit dieses ALMT Kanals zu
beeinflussen. Die hierfur notwendige Konzentratmum Kanalaktivierung befinden sich in
naturlich vorkommenden physiologischen Bereickeh (nM) (De Angeli, Zhang et al. 2013).
Zudem zeigen isolierte Vakuolen aus den ALMT9 kinien almt9-1 undalmt9-2 geringere
Malat-aktivierte Chloridstrome als Kontrollesdmt9-1 undalmt9-2 Pflanzen sind zudem nicht
in der Lage ihre Stomata so schnell und weit zadiffwie der entsprechende Wildtyp. Dies
verdeutlicht die bedeutende Rolle von ALMT9 bei 8&smadffnung.

Im Zusammenhang mit der QUAC1-Lokalisation in SeR#ellen, ergibt sich durch die
Permeation von Malat durch QUAC1 ein feed-forwarddilanismus. Schliel3zellen besitzen
stark hyperpolarisierte Membranpotentiale -180 mV. Mit steigender externer
Malatkonzentration verschiebt sich die Offenwahesclchkeit des Kanals hin zu
hyperpolarisierten Potentialen, wodurch wiederummahrt Malat ausstromt und der Kanal
weiter aktiviert wird. Dadurch erfolgt zusammen hén S-Typ Kandalen eine Depolarisation

der Membran, welche schlief3lich zum Stomaschluss {uergleiche Abbildung 1.8.1).

Damit konnte gezeigt werden, dass QUAC1/ALMT12 meBeALMT9 ein Vertreter der
ALMT-Familie ist, der fUr die Regulation der Stomeite eine wichtige Rolle spielt. ALMT9
wird fur die Stomaé6ffnung (De Angeli, Zhang et 2013) und QUAC1/ALMT12 fir den
Stomaschluss bendtigt (Meyer, Mumm et al. 2010;slmdumm et al. 2013). An beiden
Kanalen wird zusatzlich die zentrale Bedeutung Matat bei der Regulation in der ALMT-

Familie sowie bei der Regulation der Stomata sehtb

4.2 QUACL ist ein Chlorid leitender Kanal

In malatfreien Chlorid-basierten Medien waren kabimwartsstrome zu detektieren. Jedoch
konnte bei depolarisierenden Spannungspulsen Atsstirme aufgezeichnet werden.
Versuche mit verschiedenen Chloridkonzentrationen AuRenmedium offenbarten eine
konzentrationsabhangige Zunahme der Auswartsst(dmeneneinstrom) (Abbildung 3.2.2 +
3). Durch die Verschiebung des Umkehrpotentials uid konzentrationsabhangige
Stromzunahme, konnte gezeigt werden, dass QUACIChIiorid-leitender Kanal ist. Die
Permeation von Chlorid wurde auch fir andere Matdgirn der ALMT-Familie demonstriert
(Ligaba, Maron et al. 2012; De Angeli, Zhang e®él13). Hierbei zeigen ZMALMT1 (Pineros,
Cancado et al. 2008) und ZmALMT?2 (Ligaba, Maroraket2012) elektrische Eigenschaften,
welche QUAC1 stark &hnelten. In Stromspannungsdmgren von ZmALMT1 und

ZMALMT2 konnte beobachtet werden, dass mit Erhohudgr extrazellularen
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Chloridkonzentration eine Erhohung der Auswartssadeinhergeht (vergleiche (Pineros,
Cancado et al. 2008) oder Figure 4 aus (LigabapMat al. 2012) mit Abbildung 3.2.3).

Die Permeation von Chlorid ist ein Charakteristikuvelches bereits fur R-Typ Kanéle gezeigt
wurde (Hedrich and Marten 1993; Zimmermann, Thoreired. 1994; Kolb, Marten et al. 1995;
Raschke, Shabahang et al. 2003). Jedoch zeigteypRdnale eine typische Glockenform in
Stromspannungsdiagrammen, welche bei QUAC1 in @hlmsierten Medien nicht
beobachtet wurde. So wurde fir den in Tabakprossghavorkommenden R-Typ Kanal TSAC
(Tobacco _Suspension_ Anion_ Channel) in Patch-ClanypeEmenten eine Chlorid-
Leitfahigkeit demonstriert. Durch Austausch von@td gegen Glutamat in der Pipettenlésung
verschwanden die glockenférmigen R-Typ Strome vBAC (Zimmermann, Thomine et al.
1994). Fur GCAC1 konnten Marten und Hedrich einenatume der glockenférmigen
Einwartsstrome mit steigender externer Chloridkotrztion nachweisen (Hedrich, Marten et
al. 1994). Ein Ausbleiben der R-Typ typischen Gldorm von QUAC1L-exprimierenden
Oozyten in Chorid-basierten Medien kann durch dekldh von Malat als aktivierende
Komponente erklart werden (Abschnitt 3.3; Absch4itt).

4.3 Weitere Anionen konnen QUACL1 ebenfalls permeien und modulieren
Wie aus Abbildung 3.6.1 zu erkennen ist, erhéhtes énjektion von Sulfat die negativen
Peakstrome (Einwartsstrome) von QUAC1 dramatisdes® QUACL Eigenschaft ist ein
weiteres Charakteristikum fir R-Typ Kanale (Rob&a66), welches mit der Hilfe von Patch-
Clamp Untersuchungen arArabidopsis Hypocothyl-Protoplasten beschrieben wurde
(Frachisse, Thomine et al. 1999). Frachigsal. tauschten die chloridhaltige Pipettenldsung
gegen die aquivalente Menge an Sulfat aus, undfilete zu einer starken Erh6hung der R-
Typ Peakstrome (Einwartsstrome). Ebenfalls konftachisse und Kollegen eine Modulation
der R-Typ Strome durch Sulfat zeigen. Die ErhohdergPeakstréme durch Sulfat, wurde durch
die Verschiebung der Offenwahrscheinlichkeit zudrpplarisierten Spannungen bedingt. Ein
ahnliches Verhalten ist auch fir QUAC1 in Abbilduh§.1 zu erkennen. Injektion von Sulfat
verschiebt die Peakstrome zu hyperpolarisierten Manspannungen. Die zuvor beschriebene
Verschiebung der Peakstrome durch Malat war in reidmderung der relativen
Offenwahrscheinlichkeit begrindet (Abschnitt 335). Ein &dhnlicher Mechanismus kann fur
Sulfat postuliert werden. Somit ist Sulfat ebersfain permeirendes lon als auch ein Ligand.
Eine Interaktion von Sulfat an einer potentiellealdbindestelle konnte diesen Effekt erklaren.
Fur Malat wird angenommen, dass es als zweifachdgeles Anion den Kanal passiert
(Abschnitt 3.5.2). Zudem liegen bei dem pH-Wert Blesslésung (pH = 5,6) 76% des Malats
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als zweifach negatives Anion vor. Da Sulfat beisdie Bedingungen ebenfalls als zweifach
negatives lon vorliegt, ist eine Interaktion aufgpuder Ladung maoglich. Zumal bei den
Messungen aus Abbildung 3.6.1 unter Malat-aktiererBedingungen gearbeitet wurde, in
welchen die Malatkonzentration nicht in einem gegi#&n Bereich lag. Das heift, in einem
Bereich indem keine weitere Verschiebung des Peakst durch Malat mehr stattfinden
konnte. Somit hatte Sulfat unter diesen Bedingungeren additiven Effekt auf die

Verschiebung der Peakstrome. Neben dem Binden utfat@n die Malatbindestelle kdnnten
diese Beobachtung aber auch durch eine separadedatile fir Sulfat erklart werden, welche
die Offenwahrscheinlichkeit von QUACL1 beeinflusdin diese Fragestellung endguiltig zu
klaren, miussen jedoch weitere Experimente folganwelchen mit Malatkonzentrationen

gearbeitet wird die im sattigenden Bereich furAktivierung des Kanals liegen.

In der Literatur findet man bereits Uberlegungenmfiéhrere Bindestellen von lonen an R-Typ
Kanalen. So zum Beispiel fir den Kanal GCAC1 in Aebeit von Marten und Hedrich
(Hedrich and Marten 1993). In dieser Arbeit versrivalat die Peakstrome von GCAC1 zu
negativen Spannungen. Zudem bestand ein rezipflsammenhang zwischen der externen
Chloridkonzentration und den Peakstromen von GCAQi&. Autoren postulierten deshalb
zwei Bindestellen an GCACL1.: Eine, die die Offenvegheinlichkeit steuert (durch Malat) und
eine andere, die die Leitfahigkeit beeinflusst ¢uChlorid).

Zudem wurde fir GCAC1l gezeigt, dass auch weitereioen die relative
Offenwahrscheinlichkeit des Kanals beeinflussere{fiih and Hedrich 1998). Fir einige
dieser Anionen zeigte sich, dass sie einen starkeffiekt auf die relative
Offenwahrscheinlichkeit nehmen, aber selbst nitdrkspermeabel sind. Besonders Propionat
(Salz der Propionsaure) zeigte einen besonderkestaEffekt beim Verschieben der
Offenwahrscheinlichkeit. Dies ist ein interessarBa&fund, da Propionséaure ebenfalls wie
Malat eine organische Saure ist. Es hat den Anschiass die Carboxyl-Gruppe der
organischen Sauren in Verbindung mit ein bis zwateven C-Atomen fir die Regulation von
GCAC1, als auch QUAC1, verantwortlich sein kbniiee Regulation Gber organische Séuren
und somit Uber dieses Motiv konnte bereits inndrloer ALMT-Familie beobachtet werden.
Wie bereits erwahnt, reguliert zytosolisches MdlatOffenwahrscheinlichkeit von AtALMT9
(De Angeli, Zhang et al. 2013). Daneben sind auehiare organische Dicarbonsauren in der
Lage die Offenwahrscheinlichkeit von ALMTs zu bdkissen. Experimente mit ALMT9
zeigten, dass z.B. Fumarat den Kanal starker aktials Malat (De Angeli, Zhang et al. 2013).
Diese Eigenschaft scheint stark mit der Struktur 8&uren zusammenzuhangen (siehe
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Abbildung 1.6.3.1). QUAC1 wurde auch durch Fumatatk aktiviert (Daten nicht gezeigt).
Dies konnte an einer starkeren Permeabilitdt derdfat-lonen liegen, oder daran, dass durch
Fumarat die Offenwahrscheinlichkeit des Kanals mfeesst wurde. Die organische Saure
Citrat hingegen blockiert AtALMT9 (Zhang, Baetz &t 2013), und aktiviert den Kanal
ZMALMT2. In ZMmALMT2 exprimierenden Oozyten flhrtetia- und extrazellulares Citrat zu
erhohten Einwartsstromen (Ligaba, Maron et al. 20Eihe Injektion von mehr als 1,5 mM
Citrat in Oozyten erbrachte dabei vermehrt Lecksgpsowie eine gesteigerten Mortalitat
(Ligaba, Maron et al. 2012). Das unterschiedlicleghdlten von AtALMT9 und ZmALMT1
lasst eine komplexe Interaktion zwischen ALMTs wmdanischen Séuren vermuten. Dieser
Sachverhalt sollte auch fir QUAC1 untersucht werddm eine strukturelle Ahnlichkeit
zwischen den aktivierenden S&duren Malat und Funsaraite Citrat besteht.

Abschlie3end sollte hervorgehoben werde, dass yt®o die Kontrolle der zytosolischen
Zusammensetzung nicht gegeben ist. Deshalb sir@rférgenaue Bestimmung der Selektivitat
und Permeabilitdt von QUAC1 Patch-Clamp Versuclabdmgbar, da hier sowohl das externe

als auch das interne Milieu genau bestimmt werdemk

4.4 QUAC1I reprasentiert nur die Malat-sensitive Konponente der R-Typ

Strome in Schliel3zellen

Auch wenn viele Parallelen im elektrischen Verhalten QUAC1 in Oozyten und den R-Typ
Stromen in  Schlie3zellprotoplasten zu ziehen sindaren R-Typ Strome in
Schliel3zellprotoplasten vaimt12-1 Verlustmutanten weiterhin detektierbar (Meyer, Mam
et al. 2010). Dies weist darauf hin, dass QUAChinier alleinige Ursprung der R-Typ Strome
sein kann. Der Verlust von AtALMT12 in den k.o.-#&fken reduzierte die in
Schliel3zellprotoplasten gemessenen R-Typ StromeinrDrittel (Abbildung 3.1). Da die R-
Typ Strome nicht vollstandig verschwanden, mussveisere R-Typ Kanéle geben, die die
beobachtete Stromantwort vermitteln. Der phylogenké Stammbaum der ALMTs offenbart,
dass sich neben QUAC1/AtALMT12 auch die beidendtnaet AtALMT13 und AtALMT14 in
der Klade 3 befinden (Dreyer, Gomez-Porras et@2®2 AtALMT13 und AtALMT14 zeigen
zudem wie QUACL1 eine Lokalisation in der Plasmamambvon Schliel3zellen (Meyer,
Mumm et al. 2010; Dreyer, Gomez-Porras et al. 20A8jgrund der Homologie zu QUACL1
und derselben Lokalisation kommen die beiden Viatrals weitere Bestandteile der R-Typ
Strome in Frage. Um diese Vermutung eindeutig zwelmen, mussen zukinftig DEVC-
Experimente mit ALMT13 und 14 durchgefuhrt umtnt12/13/14 tripple k.o.-Mutanten
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generiert werden, um durch einen vollstandigen ugtrber R-Typ Strome die genetische

Herkunft der R-Typ Kanale zu beweisen.

Wie die Arbeit von Zhang und Kollegen (Zhang, Bagetal. 2013) an ALMT9 zeigte, setzt
sich der funktionierende Kanal aus Dimereren bzwirdmeren des ALMT9 Proteins
zusammen. Von Kaliumkanalen der Shaker-Familighstiches bekannt (Dreyer and Uozumi
2011; Sharma, Dreyer et al. 2013). Hier konnte sggaeigt werden, dass Untereinheiten von
verschiedenen Kaliumkanalen eine funktionale Kasr@pbilden konnen. Wenn neben
ALMT12/QUACL1 auch ALMT13 und ALMT14 an der R-Typ Amort beteiligt sind, ware es
interessant zu wissen, ob auch hier unterschiegllidhtereinheiten der ALMT-Proteine zu

funktionierenden Kanalen assemblieren.

4.5 QUACLI zeigt keine Aktivierung durch Aluminium
Anders als z.B. TaALMT1 aus Weizefr({ticum aestivum) (Sasaki, Yamamoto et al. 2004;
Pineros, Cancado et al. 2008; Zhang, Ryan et @i8)20der das Homolog AtALMT1 aus
thaliana (Kobayashi, Hoekenga et al. 2007), zeigte QUACIhé&kdReaktion auf die externe
Gabe von Aluminiumionen. Wie in Abbildung 3.7.1 dm zu sehen ist, bestehen keine
Unterschiede in den Stromverlaufen in An- oder Aksvineit von Aluminiumionen im
AuRRenmedium. Auch ist kein Unterschied in den Maxiger Strome zu erkennen. Um
auszuschliel3en, dass ein Effekt von Aluminium atdtritt, wenn der Kanal bereits durch
Malat aktiviert wurde bzw. das eine synergistisBleeiehung zwischen Malat und Aluminium
zu dem Kanal besteht, wurde Aluminium dem Badmedaugegeben - bei gleichzeitiger
intrazellularer Gabe von Malat (Abbildung 3.7.1 a b} Jedoch zeigte auch dieser
Versuchsaufbau keinen aktivierenden oder inhibearEffekt von Aluminium auf QUACL.
Malat ist in der Lage Aluminiumionen zu chelatier@ehe Abschnitt 1.6). Da bei Malat
injizierten Oozyten (Abbildung 3.7.1 b) das Austretvon Malat nicht auszuschliel3en war,
wurde die Konzentration von Aluminium in den AuZsungen mit 1 mM Al sehr hoch
gewahlt. Hierdurch sollte dem chelatierten Alummientgegengewirkt werden. In &hnlichen
Studien wurden Konzentrationen von 100 uM*Adrfolgreich verwendet, um die Aktivierung
von ALMTs durch Aluminium zu zeigen (Hoekenga, Maet al. 2006). Eine standardmaRige
Verwendung von Lanthanchlorid (ebenfalls ein dretiges Metallion) in den Lésungen zeigte
auch keine Aktivierung des Kanals. Dies wurde inrsosuchen mit und ohne Lanthan-
haltigen LOsungen erprobt. Verschiedene Daten asLderatur zeigen ebenfalls, dass
Lanthan-haltigen L6sungen Mitglieder der ALMT-Famihicht aktivieren (Ligaba, Katsuhara
et al. 2006; Kobayashi, Hoekenga et al. 2007; ZhRygn et al. 2008).
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Diese Ergebnisse machten eine Zuordnung von QUAGIER Mitgliedern der ALMT-Familie
madglich, die nicht Aluminium aktiviert sind, wieB. ZmALMT1 (Pineros, Cancado et al.
2008). Eine Aktivierung des Kanals durch Aluminiomeén wére auch fragwurdig, da durch
die Lokalisation von QUACL1 in der PlasmamembranSigrlieRzellen (Meyer, Mumm et al.
2010), selten ein Kontakt mit Xl entsteht. Im Gegensatz dazu ist fir Wurzel-loiatlis
ALMTs wie z.B. AtALMT1 (Hoekenga, Maron et al. 2006obayashi, Hoekenga et al. 2007)

ein AP gesteuerter Mechanismus sinnvoll.

Diese Beobachtung wurde zusatzlich durch eine giayletische Gruppierung von QUAC1 zu
Klade 3 der ALMTs unterstitzt. Sie zeigen also gjraf3e genetische/strukturelle Distanz zu
den AP* sensitiven ALMTSs, darunter AtALMT1, TaALMT1 und BhMT1, die in Klade 1

eingruppiert wurden. Wie Ligabet al. (Ligaba, Dreyer et al. 2013) erst kirzlich zeigten
besitzen die Mitglieder der Klade 1 ein vereinendeerminales Aminosauremotiv, welches

mit der AP*-Perzeption assoziiert sein konnte.

Das hoch konservierte WEP-Motiv, welches mit det'Aerzeption in Verbindung gebracht
wurde (Furuichi, Sasaki et al. 2010), scheint jédaicht fir diese Funktion zustandig zu sein.
Vielmehr resultiert die A Insensivitat der Mutanten im WEP-Motiv, die Furdich al.
beschrieben, durch eine Stérung der allgemeinanktatellen Integritat des TaALMT1
Molekdls. Ligabeet al. (Ligaba, Dreyer et al. 2013) zeigten, dass Muitegioin anderen hoch
konservierten Bereichen von TaALMT1 zu einer vedjibaren Reduktion in der At
Sensitivitat fihrten. Wie bereits erwahnt zeigekeBntnisse von Ligaba und Dreyer, dass die
Perzeption von Aluminium wohl mit einem AS-Motiv iM-Terminus assoziiert ist, welches
nur bei Aluminium sensitiven ALMTs der Klade 1 vorkmt (Ligaba, Dreyer et al. 2013).

Somit scheint die Af-Wahrnehmung im N-Terminus stattzufinden.

Wie die phylogenetischen Arbeiten von Dreyeral. (Dreyer, Gomez-Porras et al. 2012)
belegen, spalteten sich die ALMTs der Kladen 2&eastes von den anderen Mitgliedern der
ALMTs ab. Anschliel3end folgten die ALMTs der Kla8leDa QUACL1 ein Vertreter der Klade
3 ist, ist es interessant zu spekulieren ob QUA&MesAluminiumaktivierbarkeit verloren hat
oder ob die Wurzel-exprimierten ALMTs der Kladeig dluminiumperzeption erst nach der
Aufspaltung erworben haben. Zur Klarung dieser €ragollten zukilnftig ALMTs
verschiedener Kladen aus evolutionér distinktear2#n kloniert und funktionell untersucht
werden, um herauszufinden, wann sich in der Entwick der Landpflanzen die At
Sensitivitat entwickelte.
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4.6 Topologie wirft weiterhin Ratsel auf

Motoda et al., verdffentlichten 2009 das erste Topologie-Modéit TaALMT1. Durch
Versuche mit Antikorpern, welche an spezifischereBden vor und nach den vorhergesagten
Transmembranen von TaALMT1 banden, zeigten sies dash C- und N-Terminus von
TaALMT1 extrazellular befinden (vergleiche Abschriit6.5 / Abbildung 4.7.1 a). Es wird
vermutet, dass die Aluminiumperzeption der ALMTsraiu eine extrazellulare Domane
vermittelt wird (Yamaguchi and Kasamo 2001). Diearde durch die Aktivierung von
TaALMT1mit extrazellularen Af-lonen veranschaulicht (Sasaki, Yamamoto et al.4200
Pineros, Cancado et al. 2008). Furuiehial. (Furuichi, Sasaki et al. 2010) zeigten, dass
bestimmte Punktmutationen in TAALMT1 zu einer verdarten Af*-Antwort von TaALMT1
fuhrten. Hierbei trat besonders die Mutation E28&@vor, welche Teil des hoch konservierten
WEP-Motivs der ALMTs ist (Dreyer, Gomez-PorrasleR@12). Furuichgt al. legten Motodas
Modell zugrunde, um ihre Daten zu interpretiereards ergab sich, dass sich die Mutation
E284Q und somit das WEP-Motiv in einer extrazeteaSchleife befindet (Abbildung 4.7.1
a). Aufgrund der gestérten Aluminiumwahrnehmung E@84Q, schlossen die Autoren darauf,
dass diese Aminosaure ein Teil der Aluminiumbineléstder ALMTs ist. Somit findet

Motodas Modell zunachst unterstiitzende Daten, usmVeahalten der ALMTs zu erklaren.

Auch Ligabeet al. legten Motodas Modell fiir inre Arbeit aus dem J&009) zugrunde. Ligaba
et al. suchten unter Berucksichtigung des Phosphoryliesonogives der Protein Kinase C nach
maoglichen Phosphorylierungspositionen in TaALMT®i Brstellen von Punktmutationen an
sechs putativen Phosphorylierungspositionen zdigt€unktmutation S384A einen besonders
starken Effekt auf die Kanalaktivitat. Mutation 328fiihrte in TaALMT1 zu einer starken
Abnahme der Af-induzierten Strome. Die Autoren argumentierten eeigten mit Hilfe von
Kinaseinhibitoren, wie beispielsweise Staurosporaass durch die Mutation eine
Phosphorylierung am Kanal nicht mehr zustande komkoante und somit keine Aktivierung
des Kanals mehr stattfand. Durch Verwenden des Motoda et al. vorgeschlagenen
Topologiemodells befand sich die Position S384Admufapoplastischen Seite der Zelle. Durch
die Lokalisation von Ser384 aul3erhalb der Zelledés Zugang durch zytosolische Kinasen
nur schwer mdglich. Auch wenn in der Arbeit diskutiwird, dass es Kinasen gibt, die
aul3erhalb der Zelle phosphorylieren kdnnen, bldies jedoch fragwirdig und zeigt erste
Probleme von Motodas Modell.

Auch eine extrazellulare Lokalisation des WEP-Mstiwie es durch Motodas Modell
(Abbildung 4.7.1 a) vorgeschlagen wird, ist nichwirgend notwendig fur die
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Aluminiumperzeption. Wie durch Ligaba gezeigt werdeonnte, ist das WEP-Motiv der

ALMTs zwar essentiell fir deren Funktion, scheim¢anicht an der Aluminiumwahrnehmung
beteiligt zu sein (Ligaba, Dreyer et al. 2013). Iiehr fihrt das Mutieren von stark

konservierten Bereichen der ALMTs zu deren Infumkailitat (Ligaba, Dreyer et al. 2013).

Gleiche Erfahrungen konnten auch in dieser Arbeihgcht werden. Die Punktmutation E276Q
in QUAC1, welche der Mutation E284Q in TaALMTL1 gmisht, fihrte in dieser Arbeit ebenso

zur Infunktionalitat von QUACL1 (Abbildung 3.12.ZAbelle 3.12.1).

Da die bisherigen Arbeiten zur Struktur und Topaogon ALMT-Anionenkanalen mehr
Fragen als Antworten aufwarfen und noch kein sdidjgs Bild von der Lokalisation der
einzelnen funktionellen Doméanen zu erkennen wamdeum Rahmen dieser Arbeit die

Topologie von QUAC1 mit einer alternativen Methadéozyten untersucht.

4.7 pH-sensitive YFP Fluoreszenz gibt Hinweise adie Orientierung des C-
und N-Terminus
Aufgrund der pH-sensitiven Fluoreszenz von YFP (gpuwightman et al. 2010) konnten

Ruckschlisse auf die Lage des C- und N-TerminusMdAC1 gezogen werden (Mumm, Imes
et al. 2013). Eine Anderung des extrazellularen pbis 7,2 zu 5,6 zeigte bei den beiden
Fusionsproteinen QUACL::YFP und YFP::QUAC1 keinenAbme in der Fluoreszenz.
Gleichzeitig trat aber eine Abnahme in der Fluoeegzauf, wenn der intrazellulare pH durch
Natriumacetat zu sauren Bedingungen verschobenenidbildung 3.10.1; ab Minute 20).
Gleiche Ergebnisse wurden mit dem FusionsproteidCEL:YFP erzielt (Abbildung 3.10.2).
Fir SLAC1 konnte ein sehr genaues Modell zur Tagieldes Kanals erstellt werden, welches
auf der Kiristallstruktur des bakteriellen HomologBTehA beruht. Die intrazellulare
Lokalisation des C- und N-Terminus gilt somit aésighert (Chen, Hu et al. 2010).
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Abbildung 4.7.1: Unterschiedliche Modelle zu der Tpologie der ALMTs. Sechs Transmembranen (TM)
(blau) werden in allen Modellen durch Hydrophokitsstudien fir ALMTs vorhergesagt. (a) Das durch
Motodaet al. (2007) vorgeschlagene Modell zeichnet sich deink extrazellulare Lokalisation des N- und C-
Terminus aus. Zudem wird eimehelikale Struktur (griin) im N-Terminus angenommeg|che eine weitere
putative TM darstellt. Das konservierte WEP-Motefibdet sich ebenfalls extrazellular. (b) Durch Bigten
dieser Arbeit erstelltes Modell zur Topologie vo&QC1. WEP-Motiv, N- Terminus als auch der 351 AS
umfassende C-Terminus sind intrazellular Lokaltsi@) Modell der Topologie der ALMTs von Dreyetral.
(2012). Zusatzlich zu den sechs bekannten Transmaemab (blau) wird eine potentielle Transmembramim
Terminus vorhergesagt (grin); Zudem werden zweitesei Transmembranen (orange) im C-Terminus
vorhergesagt. Das WEP-Motiv befindet sich in dieddatell extrazellular zwischen TM7 und TM8. Die fir
die Funktion von TaALMT1 wichtige Phosphorylierusgele S384 (Ligaba, Kochian et al. 2009) ist imnde
grof3en intrazellularen Loop zwischen TM8 und TMKaliisiert.
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Vergleicht man nun die Daten aus Abbildung 3.1 Abbildung 3.10.2 miteinander, so
konnte in dieser Arbeit eindeutig eine Lokalisataes N- und C-Terminus von QUACL im

Zytosol der Oozyten nachgewiesen werden (Abbildugl b). Dies steht im Wiederspruch
zu den verdoffentlichten Daten von Motodaal. (2007) zur Topologie von TaALMT1 (siehe

Abschnitt 4.6). Durch Versuche mit Antikorpern, ol an spezifischen Bereichen vor und
nach den vorhergesagten Transmembranen von TaALbH#rden, zeigten Motoda und

Kollegen, dass sich C- und N-Terminus von TaALMTXtrazellular befinden (vergleiche

Abschnitt 1.6.5 / Abbildung 4.7.1 a).

Eine Erklarung zu den Unterschieden des ModellsMoitoda (Abbildung 4.7.1 a) und dem
hier vorgestellten Modell (Abbildung 4.7.1 b) kéenim Ursprung der ALMTs liegen.
QUAC1/AtALMT12 und TaALMT1 gehoren unterschiedlichKladen der ALMT-Familie an.
TaALMTL1 gruppiert sich in Klade 1, in welcher didgutninium-aktivierten ALMTs zu finden
sind (Dreyer, Gomez-Porras et al. 2012; Ligabay®&ret al. 2013). QUAC1 hingegen befindet
sich in Klade 3 zusammen mit AtALMT13 und AtALMT1@Dreyer, Gomez-Porras et al.
2012). Diese drei ALMTs ausrabidopsis sind unter anderem stark in der Plasmamembran der
Schliel3zellen exprimiert. Der einzige bisher chtgagierte Vertreter der Klade 3 ist QUACL1.
Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, ist QCIAnicht AP*-sensitiv. Strukturelle
Unterschiede zwischen den beiden Kladen kénntentstiemwidersprichlichen Topologie-
Modelle erklaren. Allerdings sprechen Hydropholditganalysen gegen eine unterschiedliche
Topologie der Mitglieder der Klade 1 und 3. Zudesigie sich in der Arbeit von Dreyeral.
(Dreyer, Gomez-Porras et al. 2012), dass der C-ifelsnder ALMTSs, uber mehrere
Pflanzenfamilien hinweg, eine starke Strukturierwmgl Konservierung aufweist. Diese ist
auch in TaALMT1 und QUAC1 zu erkennen. Die Datem @reyeret al. (Dreyer, Gomez-
Porras et al. 2012) lassen aufgrund von Hydropltébéstudien zwei weitere potentielle
Transmembranen im C-Terminus der ALMTs vermutenbslung 4.7.1 c). Im Gegensatz zu
Motodas Modell entsteht dadurch aus dem langen r@iihes, ein C-Terminus der zum Teil
intra- als auch extrazellulare Bereiche aufweisadildch ergibt sich, dass Ser384 aus
TaALMTL1 (Ligaba, Kochian et al. 2009) auf der iteuléren Seite der Membran lokalisiert
ist (vergleiche Abbildung 4.7.1 b/c). Damit ist 3&4 leicht fur intrazellulare Kinasen wie
OST1 zuganglich, welche einen starken Effekt auAQU zeigte (Abschnitt 3.8).

Interessanterweise wirden beide von Motoda bemutatgikorper zum Nachweis des C-
Terminus auch in dem Modell von Dreyer ein extrag@#es Signal zeigen. Der erste
Peptidantikorper wirde in Dreyers Modell an einetRsequenz (NNFGGKDFPQMH)
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zwischen TM7 und TM8 jedoch vor dem WEP-Motiv bind@bbildung 4.7.1 c). Der andere
von Motoda verwendete Antikdrper wies ein eigebtestis-Tag Motiv am Ende des C-
Terminus von TaALMT1 nach und wirde somit auch iey2rs Modell extrazellular lokalisiert
sein. Beide Antikorper sind dadurch nicht in degéalen intrazellularen Bereich aus Dreyers
Modell nachzuweisen. Jedoch soll in diesem Zusarhar@pnicht verschwiegen werden, dass
TM8 und TM9 aus Dreyers Modell bisher noch nichpexxmentell nachgewiesen wurden,

sondern nur bioinformatisch vorhergesagt wurden.

Durch die Bestimmung der Lage des N- und C-Termawsh die pH-Sensitivitat von YFP,
wie sie in dieser Arbeit durchgefiuihrt wurde, konkeme Rickschlisse auf weitere eventuell
vorhandene TMs im C-Terminus von QUAC1 gezogen esrds soll auch nicht unerwahnt
bleiben, dass die C-terminale Fusion von YFP an QUAu einer Beeinflussung der Funktion
des Anionenkanals gefuihrt hat. Dieses Fusionsprotekalisiert zwar genauso wie
YFP::QUAC1 in der Plasmamembran der Oozyten (Ahkinitd3.1.1 / Abbildung 3.10.1), zeigt
aber eine veranderte Kinetik im Vergleich zum QUAST (Abbildung 3.11.1).

Um die Topologie von ALMTs im Allgemeinen und vorJ®C1 im Speziellen endgiltig zu

klaren sind weitere Untersuchungen notwendig. Dhleget sich der Ansatz mit Antikérpern
von Motodaet al. (Motoda, Sasaki et al. 2007) an. Bei einer Wiedlenng dieses Ansatzes
sollten aber die Topologie-Vorhersagen von Dreyed. (Dreyer, Gomez-Porras et al. 2012)
berticksichtigt werden. Hierbei sollte besonderesgefumerk auf den Nachweis des
intrazellularen Bereichs zwischen den potentielleansmembranen TM8 und TM9 gelegt
werden. Moglicherweise unterscheiden sich aucheinzelnen phylogenetischen Kladen
strukturell stark voneinander. Mithilfe von Krifitsationsstudien und Struktur-Funktions-
Untersuchungen von Vertretern jeder Klade konntermdpologie und funktionelle Doméanen,

wie z.B. der At*-, bzw. Malat-Sensor identifiziert werden.

4.8 C-terminale Veranderungen beintrachtigen die Foktionalitat des

Kanals.

Eine Fusion von YFP an den C-Terminus von QUACIrtRilzu einer Veranderung des
spannungsabhangigen Offnungsverhaltens. Der Kanaflevvollig spannungsunabhangig,
verlor seine Eigenschaft zu deaktivieren und wwgden einen konstitutiv offenen Zustand
Uberfuhrt (Abbildungen 3.11.1 - 3). Die Fusion aind=Ps an den N-Terminus des Kanals
hingegen beeinflusste ihn nicht, und der Kanalteeigeiterhin ein Verhalten welches dem der

R-Typ Kanale entsprach. Durch die Modulation desTe@minus wurde zwar die
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Spannungsabhangigkeit des Kanals beeinflusstpatigrdie Fahigkeit Anionen zu leiten. Dies
wurde beim Vergleich der N- und C-terminalen Fuspmoteine (YFP::QUAC1 und
QUACL1L::YFP) deutlich, die identische instantaneBie zeigten (Abbildungen 3.11.1 d und
Abbildungen 3.11.3).

Fur Anionenkandle der CLC- und SLAC/SLAH-Familiggte sich, dass die Porenregion im
Bereich der transmembrandurchspannenden TMs zerfimgt (Chen, Hu et al. 2010). Far
QUACI1 und andere Vertreter der ALMTs befinden sdib Transmembranen in der N-
terminalen Halfte der Proteine (Ligaba, Dreyer kt2813). Verwendung von Citrat als
Kanalblocker von AtALMT9 im Zusammenspiel mit Pumkitationen im N-terminalen
Bereich von AtALMT9, bestatigen die Lokalisatiorr #&nalpore im Transmembranenbereich
des Proteins (Zhang, Baetz et al. 2013). Die Puuatdtion K193A tritt dabei besonders hervor.
Eine Interaktion und Hemmung durch Citrat mit AtAI®list in dieser Mutante nicht mehr zu
beobachten, wie durch Kick-Out Experimente geasigide (Zhang, Baetz et al. 2013). Citrat
funktioniert als ,open Channel Blocker“. Eine ditekinteraktion mit der Porenregion des
Kanals ist deswegen von Noten. Ist der Kanalblegk,im Fall der Mutante K193A gestort,
ist dies ein Hinweil3 auf die Lokalisation der Poegjion des Proteins.

Aus diesen veroffentlichten Daten lasst sich zusammit den Ergebnissen der YFP-Fusions-
Versuche von QUACL1 ableiten, dass die Funktiortatigr Porenregion von QUAC1 nicht
direkt durch die Fusion betroffen war, der C-Temsifedoch an der Regulation des Kanals

beteiligt ist.

Von Kaliumkanélen ist eine Inhibition des Kanalsratluden N-Terminus bekannt. Diese
Inhibition ist in der Literatur als ,Ball and Ch&iModel oder N-terminale Inaktivierung
bekannt. Hierbei blockiert der N-Terminus die Kgqmae und verhindert so einen lonenstrom
trotz gedffneter Kanalpore (Aldrich 2001; Zhou, MisrCabral et al. 2001).

Auch von CFTR ist die Inhibition der Kanalpore dusine Komponente des Kanals bekannt.
Diese als R-Doméne bezeichnete Struktur befindét sivischen den beiden NBD-Domaéanen
(Nucleotid Binding Domain) des Kanals (Ostedga&@aldursson et al. 2001). Wenn die R-
Domane nicht phosphoryliert ist, ist eine Inhibiticles CFTR Kanals zu beobachten
(Ostedgaard, Baldursson et al. 2001). DeletiorrdBomé&ne fuhrte auch zu konstitutiv aktiven
Kanalen (Ostedgaard, Baldursson et al. 2001). EmkGsansatze fur die Regulation der R-
Domane sind unter anderem, dass diese im nichpplbogierten Zustand eine Interaktion der
NDB-Domanen mit ATP unterbindet bzw. deren Funktieim Offnen des Kanals behindert.
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Man geht davon aus, dass durch Phosphorylierung-@amane eine Konformationsanderung
sattfindet, wodurch der inhibierende Effekt vertorgeht. Zudem wurde gezeigt, dass die
phosphorylierte R-Doméane eine Interaktion von ATHt when NDB-Doméanen férdert
(Ostedgaard, Baldursson et al. 2001).

Wie durch diese beiden Beispiele zu erkennen psglen Strukturen im N- und C-Terminus
aktive Rollen bei der Inhibition von Kanalen. Eiaanliche Funktion konnte auch der C-
Terminus von QUAC1 wahrnehmen. Der inhibierendelE&ffles C-Terminus, welcher bei dem
nativen QUACL1 Protein zu beobachten war, konntedeen Fusionsprodukt QUAC1::YFP
verloren gegangen sein. Dies lasst vermuten, daslmltibierung der Kanalpore mit dem C-

Terminus durch die YFP Fusion gestort wurde.

Komplette Deletion des C-Terminus (QUAG218-561, Abbildung 3.12.2) zeigte jedoch nicht
einen konstitutiv offenen Kanal, sondern einenmktionellen. Dieses Ergebnis deckt sich zum
Teil mit denen in der Literatur beschrieben Beobawgen. So zeigten Furuicdtial. (Furuichi,
Sasaki et al. 2010), dass die Deletion der C-taalemHalfte von TaALMT14220-459), wie
bei QUACL, zu einem infunktionellen Kanal fihrteedére Daten von Ligaba (Ligaba, Dreyer
et al. 2013) wiesen jedoch darauf hin, dass diedetibnsmutante basale Stréme vermittelt,
die denen des WTs entsprechen. Allerdings zeigtsedkeine durch At (im AuBenmedium)
hervorgerufene Erhéhung der Strome.

Da die Entfernung des gesamten C-Terminus in diéskeit zur Infunktionalitat flhrte,
wurden Sequenzvergleiche von C-Termini anderer AsEMAbbildung 3.12.1) angefertigt.
Bereiche, die in ALMTs stark konserviert oder flu®C1 einzigartig waren, wurden deletiert,
um deren Auswirkung auf den Kanal zu untersuchest &lle hergestellten Mutanten waren
jedoch infunktionell. Die Deletion des fur QUACIneigartigen Abschnitts 377 - 448 zeigte
ein dem WT &hnliches Verhalten (Tabelle 3.12.1)éfeder Deletion 377 — 448 zeigten nur
die Deletion eines kleinen N-terminalen Abschngtsyie einige Phosphorylierungsmutanten
ein dem WT &hnliches Verhalten (Tabelle 3.12.1/ikhing 3.12.2). Selbst die Mutation einer
einzigen Aminosaure (E276Q) erzeugte einen funktiotiichtigen Kanal (Tabelle 3.12.1/
Abbildung 3.12.2). Diese Daten zeigen eindeutigsdar die Funktion des Kanals ein intakter
C-Terminus vorhanden sein muss. Selbst kleinsteeAmdjen (E276Q) kdnnen zur Inaktivitat
des Kanals fuihren. Die Daten legen somit nahe,QIaAC1 einen stark strukturierten C-

Terminus besitzt.
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Fur die Mutante E276Q war bekannt, dass sie Teihdeh konservierten WEP-Motives in den
ALMTs ist. Vorherige Arbeiten in TaALMT1 zeigtenass die aquivalente Mutation (E284Q)
zu einem aluminiuminsensitiven Kanal fihrte (Fuhnilic Sasaki et al. 2010).
AtALMT1/QUACLI reagiert jedoch nicht auf Aluminiunmen (Abschnitt 3.7). Aus diesem
Grund war es sehr interessant zu verfolgen, welelssvirkung diese Mutation auf den Kanal
hat. Der komplette Verlust der QUAC1-Aktivitat dardie Mutation war sehr tberraschend
(Abbildung 3.12.2, Tabelle 3.12.1). E276Q muss $auwi strukturellen Integritat des Kanals
beitragen. Die Arbeit von Ligaba unterstitzt digg#éba, Dreyer et al. 2013). Auch hier zeigte
die Mutation des WEP-Motivs eine erhebliche Beéichitigung der Kanalaktivitat von
TaALMT1. Zudem haben die Autoren auch weitere stamkservierte Bereiche der ALMTs
mutiert, und zeigten vergleichbar starke Effektesdr Mutanten (E274Q, D423N). Ligabas
Arbeit (Ligaba, Dreyer et al. 2013) verdeutlichtdem auch wie wichtig die strukturelle
Integritat des C-Terminus fir die Funktion der ALMiEt. Punktmutationen in konservierten
Bereichen reichten aus, um die Kanalaktivitat starkeeintrachtigen. Diese deckt sich mit
denen in dieser Arbeit gesammelten Beobachtungelezeletionsmutanten.

Ein Ausbleiben der typischen QUAC1 Strome in derebens- und Punktmutanten durch
gestorte Expression bzw. einer gestorten Lokatinadies Proteins in der Zellmembran konnte
durch fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (AbbilgiBri2.3) ausgeschlossen werden. Wie
kénnen jedoch die hier gezeigten Beobachtungenean kletionsmutanten von QUACL1

erklart werden?

Nach den in dieser Arbeit vorgestellten Untersugamveroffentlichten Dreyer und Kollegen
(Dreyer, Gomez-Porras et al. 2012) eine Arbeitl@nunter anderem eine starke Strukturierung
der ALMT C-Termini vorgeschlagen wird. Diese Studk&rung wurde durch umfassende
Homologievergleiche erkannt. Dreyer al. teilten den C-Terminus in 10 Zonen ein, von
welchen funf Zonen sehr stark tber viele Pflanzenakonserviert sind. Es zeigte sich, dass
der fur QUACL1 einzigartige Abschnitt 377 — 448 inean nicht stark konservierten Bereich
eines Transmembranloops lokalisiert ist. Eine Datein diesem Loop scheint somit nicht zur
Beeintrachtigung des Kanals zu fuhren. Alle weiteaits infunktionell beschriebene Mutanten
beinhalteten mindestens einen stark konservierteareiéh. Die infunktionellen
Deletionsmutanten lassen sich somit alle durch &tigung der Struktur des C-Terminus

erklaren, welche auf der Mutation bzw. Deletion komservierten Bereichen beruht.

Diese Erkenntnisse sollten in Zukunft durch weitéegsuche vertieft werden. Eine Spezies-

Ubergreifende Suche in Trockenstress toleranten iotieranten Pflanzen, mit Fokus auf
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QUACL1 und weiteren ALMTs der Schliel3zelle, kénnééspielweise natirlich vorkommende
Polymorphismen (SNPs) im C-Terminus von QUAC1 agize. Diese konnten dann mit
gerichteter Mutagenese im Hintergrund ddsabidopsis QUAC1 im heterologen
Expressionssystem d&enopus Oozyten Uberprift werden. Zudem zeigten Ingo Dreyal.
eine starke Strukturierung des C-Terminus in dlelkannten ALMT-Proteinen. Anhand dieses
Modells sollten gezielt neue Mutanten und Chimé&renschen unterschiedlichen ALMTs
erstellt werden. Eine elektrophysiologische Analgseser Mutanten/Chiméren konnte zu
weitreichenden Erkenntnissen von Struktur-Funktieagehungen in den ALMT-Typ
Anionenkandlen fuihren. Eine umfassende KlarungStrktur von QUAC1 kann nur durch
eine Kombination aus der Rontgenstrukturanalyseeimem QUAC1 Proteinkristall und
Mutantenanalysen gewonnen werden. Jedoch ist dstalisation von Membranproteinen

nach wie vor sehr schwierig.

4.9 QUAC1 wird Uber Kinasen und Phosphatasen der boellen ABA-

Signalkaskade reguliert

Der schnelle Stomaschluss nach Gabe von ABA katweeler in An- oder Abwesenheit von
erhohten zytosolischen Kalziumkonzentrationen gdnl (Mcainsh, Brownlee et al. 1990;
McAinsh, Brownlee et al. 1992; Levchenko, Konradet2005; Marten, Konrad et al. 2007;
Stange, Hedrich et al. 2010). Sowohl in Anwesenla$ auch in Abwesenheit von
Calciumspikes wurden S-Typ Anionenstrome beobachies lasst auf einen €aabhangigen
und einen C#-unabhangigen Signalweg schlieBen welcher die S-Kgpale aktiviert
(Roelfsema and Hedrich 2010; Hedrich 2012). DiezKmhunabhangige Aktivierung erfolgt
Uber die Kinasen der SnRK2-Klasse. So zeigten 3ehend Geiger eindeutig, dass der Kanal
SLAC1 durch die Kinase OST1 ABA-abhangig aktiviemd (Geiger, Scherzer et al. 2009). In
OST1 Verlustmutanten bleibt nach ABA-StimulierungA®1 still und der Stomaschluss
bleibt aus. Die kalziumabh&ngige Aktivierung wirdrch die Kinasen der CDPK-Familie
erreicht. Hierbei konnten ebenfalls Scherzer un@y&ezeigen, dass die CDPKs CPK21 und
CPK23 den Kanal SLAC1 durch Phosphorylierung a&tem (Geiger, Scherzer et al. 2010).
Zudem belegen Ergebnisse zu Homologen von SLACds da&se ebenfalls durch CDPKS
aktiviert werden kdnnen. So vermittelt SLAH3 nurd®te in Anwesenheit von CPK3, CPK6
und CPK21 (Geiger, Maierhofer et al. 2011; Schergierhofer et al. 2012) bzw. CPK2 und
CPK20 (Gutermuth, Lassig et al. 2013). Fur beidend@ ist zudem bekannt, dass eine
Inaktivierung der Kanéle durch die Phosphatase Adfalgt (Geiger, Scherzer et al. 2009;
Geiger, Scherzer et al. 2010; Geiger, Maierhofeal e2011; Demir, Horntrich et al. 2013).
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Dieses als ABA-Signalkaskade beschriebene Systetnein anerkanntes Modell in der
Pflanzenphysiologie (Hirayama and Shinozaki 200mMegdawa, Sugiyama et al. 2009; Geiger,
Maierhofer et al. 2011; Brandt, Brodsky et al. 20Bisher war jedoch nicht bekannt, welchen
genetischen Ursprung die R-Typ Strome in Schlid@zaehaben. Somit konnte noch nicht
eindeutig gezeigt werden ob bzw. wie R-Typ Anioraamide in diesen Signalweg integriert
sind. Hinweise auf eine parallele Steuerung dem8-R-Typ Anionenkanale durch die gleiche
ABA-Signalkaskade ergab eine Kooperation mit PRtMdumm und Irene Marten. Durch
Zugabe von ABA aufArabidopsis Schliel3zellprotoplasten lieRen sich die R-Typ S&dm
Patch-Clamp Experimenten erhohen (Imes, Mumm eR@l3). Ahnliche Daten konnten
Raschkeet al. bereits im Jahr (2003) fivicia faba Schliel3zellen zeigen. Zudem konnten
Raschkeet al. eine Erh6hung der R-Typ Strome nicht nur durch AB&be, sondern auch
durch die Erhéhung der zytosolischer?G&onzentration erreichen. Somit scheint auch eine
Aktivierung der R-Typ Stréme auf kalziumabhangigel tunabhangige Weise maglich. Patch-
Clamp Experimente mit den beiden ABA-insensitiveabidopsis Mutantenabil-1 undost1-

2 (Imes, Mumm et al. 2013) (Abbildung 3.8.6) zeigtdass trotz ABA-Gabe eine Abnahme
der R-Typ Strome in den Mutanten zu beobachte®@nit konnte eine Regulation der R-Typ
Strome durch die ABA-Signalkaskade demonstriertderr Wie die Daten dieser Arbeit
weiterhin belegen (Abschnitten 3.2 - 3.6), handslsich bei QUAC1 um eine Komponente des
R-Typ Anionenkanals, so dass im heterologen Exmessystems der Oozyten durch die
teilweise Rekonstitution des ABA-Signalwegs gepwirden konnte, ob und wie QUACL1 in
den ABA-Signalweg eingebunden ist.

4.9.1 Koexpression von OST1 und QUACLI steigert Einind Auswartsstrome von QUAC1

In Abbildung 3.8.1 ist die Interaktion von QUACL tnDST1 durch BIFC Fluoreszenz
(OST1:YFPT mit YFP'T::QUAC) dargestellt, was eine Regulation durch den
kalziumunabhangigen ABA-Signalweg vermuten lassprEssion von QUACL alleine zeigte
eine Grundaktivitdt des Kanals in Chlorid- als auctMalat- basierten Medien (Abbildung
3.8.2 a + d; vergleiche auch Abschnitte 3.2 - Egktrophysiologische Untersuchungen der
Koexpression von QUAC1 und OSTL1 in Oozyten ergadiea Erhdhung der Grundaktivitat
des Kanals (Abbildung 3.8.2 b + e; Abbildung 3.8-8c). Hierbei zeigte sich, dass sowohl die
Einwarts- als auch die Auswartsstrome in Anwesdnbhen OST1 stark zunahmen. Die
Steigerung der Stréme war in den Steady-State-®mdmbbildung 3.8.3 a + ¢) zu beobachten.
Der aktivierende Effekt von Malat auf den Kanal deidurch die Koexpression mit OST1 noch
verstarkt (Abbildung 3.8.3 c), was sich besonderder flinffach starkeren Auspragung des

glockenférmigen Stroms zeigte. Analysen der retti®©ffenwahrscheinlichkeit offenbarten,
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dass die Koexpression von QUAC1 und OST1 eine Wi@bang des Spannungs-abhangigen
Offnens des Kanals zu negativeren Membranpotentiale Folge hatte. Hierdurch ist eine

leichtere Aktivierung des Kanals in der Schlie3melnbran unter physiologischen

Membranpotentialen moglich. Dieser Sachverhalt Hhraen vorher beschriebenen

Malateffekten (Abschnitte 3.3 - 3.5), als auch @een von Marten und Hedrich fur den R-

Typ bei Gabe von Malat (Hedrich and Marten 1993 dfese Daten zeigen den aktivierenden
Einfluss von OST1 auf QUAC1 und somit kann von eiRegulation durch den ABA-

Signalweg ausgegangen werden.

4.9.2 ABI1 unterbindet den aktivierenden Effekt vonOST1 auf QUACL1

Gleichzeitige Expression von QUAC1 mit OST1 und ABdrgaben eine Hemmung der
Kanalaktivitdt. BIFC Experimente zeigten, dass dierher etablierte Interaktion von
OST1:YFPT mit YFPYT::QUACL1 (Abbildung 3.8.1 und Abbildung 3.8.4 b) Amwesenheit
von ABI1 unterbunden wurde (Abbildung 3.8.4 c). KEtephysiologische Messungen von
QUAC1 und OST1 in Anwesenheit von ABI1 demonsteertien inhibierenden Effekt von
ABI auf das Kanal-Kinase-System (Abbildung 3.8Bie gut zu beobachtende Glockenform
der R-Typ Strome war in Anwesenheit von ABIL nizhtverzeichnen. Dies verdeutlicht die
Unterbindung des aktivierenden Effekts von OST1 QUAC1. Ahnliche Effekte konnten
bereits fur SLAC1, als auch fir SLAH3, in Anweseihen ABI1 gemacht werden (Geiger,
Scherzer et al. 2009; Geiger, Scherzer et al. 2GHiger, Maierhofer et al. 2011; Demir,
Horntrich et al. 2013). Da bei den fir QUAC1 durefidirten Experimenten zugleich keine
Grundaktivitat des Kanals mehr zu verzeichnen wargleiche Abschnitt 3.2 - 3.5), liegt die
Vermutung nahe, dass eine durch endogene Oozyteas&n vorhandene Phosphorylierung
ebenfalls nicht stattfinden konnte. Untersuchungeschliel3zellprotoplasten vabil-1 und
ost1-2 Mutanten unterstiitzen die in dieser Arbeit gemaigeobachtungen (Imes, Mumm et
al. 2013).

4.9.3 Phosphorylierungsposition in QUAC1 weiterhirungewiss

Da QUACL1 unter anderem durch die Kinasen OST1 @ktiwurde, wurde versucht genaueren
Aufschluss Uber die Phosphorylierungsposition fiaken. Hierzu wurden Punktmutationen
an konservierten Serinen erstellt (S372A, S37684%3 S342A, S355A) (Abbildung 3.12.2),
welche eine Phosphorylierung von QUAC1 durch Kinaaesschlie3en sollten. Ligabial.
(2009) wahlten einen ahnlichen Ansatz um die Phagfierungsposition in TaALMtl zu
bestimmen. Unter Berilicksichtigung des Phosphooyliggmotives der Protein Kinase C

erstellten sie sechs Punktmutanten an mogliches@Plooylierungspositionen von TaALMTL1.

139



4 Diskussion

Die Punktmutation S384A in TaALMT1 fihrte dabei miner starken Abnahme der
beobachteten Strome. Die Autoren zeigten, dashdliecMutation eine Phosphorylierung am
Kanal nicht mehr zustande kam, und somit keineAddiing des Kanals mehr stattfand. Im
Gegensatz dazu zeigten die Punktmutationen in QUiKeien Effekt auf die Kanalaktivitat.
Die untersuchten Punkmutanten waren in ihrem esskten Verhalten nicht vom QUACL1
Wildtyp zu unterscheiden (Tabelle 3.12.1). Somihite die Phosphorylierungsposition in
QUACL1 nicht bestimmt werden. Eine ausbleibende pthaglierung hemmt den Kanal
jedoch, dies ist durch die zuvor erwahnten ABI1 ékpent zu erkennen (Abbildung 3.8.5).
Expression von ABI1 zusammen mit QUAC1 und OSTlewdriickte die typische R-Typ
Glockenkurve in den Stromspannungsdiagrammen. Die9g/p Glockenform konnte in
Anwesenheit von QUACL1 alleine oder zusammen mit DBdobachtet werden. Dies deutet
an, dass QUACL1 in Oozyten durch endogene Kinasekiraiert wird und dass ABI1 sowohl
OST1 als auch endogene Kinasen hemmt und gleiapziét Phosphorylierung am QUAC1

Kanalprotein aufhebt.

4.9.4 Kinasen des Kalziumunabhangigen ABA-Signalweg (CDPKSs) interagieren und
aktivieren QUACL1

Neben der Aktivierung durch den kalziumunabhangi§gBi-Signalweg, ist QUAC1 auch in
den kalziumabhangigen ABA-Signalweg integriert. lAnalogie zu den OST1-
Interaktionsstudien dieser Arbeit, als auch deneftém von Scherzer und Geiger (Geiger,
Scherzer et al. 2009; Geiger, Scherzer et al. 20fden BIFC Versuche mit CDPKs
durchgefuhrt. Hierbei zeigte sich, dass samtligitensuchten CDPKs (CPK2, CPK20, CPK34)
mit QUACL1 interagieren (Abbildung 3.9.1). Aufgrumigr Fluoreszenzintensitat scheint die
Interaktion mit CPK34 am starksten zu sein. Elghtgsiologische Experimente mit den
CDPKs zeigten des Weiteren starke Ahnlichkeiterden OST1 Experimenten. In Chlorid-
basierten Medien ist eine Erhdhung der Auswéartssrau beobachten, aber jedoch keine
Erh6éhung der Einwartsstrome, wie es in Anwesentait OST1 gezeigt werden konnte. In
Malatmedien zeigt QUACL in Gegenwart von CPK2 uKe0 erhdhte Strome, auch wenn
sich die Reaktion auf die beiden CDPKs leicht voarder unterschied (Abbildung 3.9.2). Dies
zeichnete sich durch die starke Auspragung der RG@pckenform, als auch einer Erh6hung
der Peakmaxima im Vergleich zu den Kontrollen @&mside CDPKs fiihrten dabei zu einer
Verdopplung der Peakmaxima. Auch eine VerschieliergPeakmaxima hin zu negativeren
Spannungen war zu beobachten. Diese Daten ahrethdn dem Verhalten des Kanals in
Anwesenheit von OSTL1. In den OST1 Versuchen wuglglidh, dass sich die Verschiebung

der Peakmaxima in einer Verschiebung der relat®#anwahrscheinlichkeit wiederspiegelt.
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Deshalb ist anzunehmen, dass die getesteten CD&Kgldichen Effekt wie OST1 auf den
Kanal haben. Da die Maxima jedoch nicht gleichkst@n beiden CDPKs verschoben werden,
ist weiterhin  zu vermuten das unterschiedliche @ CBPKunterschiedliche
Phosphorylierungsstellen oder unterschiedlich std?kosphorylierungsaktivitaten besitzen.
Obwohl CPK34 das starkste Fluoreszenzsignal zeigeekennt man in den
Stromspannungsdiagrammen keine Erhéhung der Kanafak (Abbildung 3.9.2), sondern
eine Abnahme der Strome im Vergleich zu den KolgnolDer sich in Malat-haltigen Medien
ausbildende Peakstrom war nur noch schwach zu eekerebenso wie der glockenférmige
Verlauf der Strome. Die Daten aus Abbildung 3.%ibgen jedoch eine Interaktion zwischen
QUAC1 und CPK34. Somit scheint zwar eine Interaktibwischen beiden Proteinen
stattzufinden, welche jedoch nicht in der Phosplrenyng, und somit in der Aktivierung, von
QUACI1 endet. Diese Ergebnisse lassen vermuten utdssschiedlichen CDPKs mit QUAC1
interagieren kdénnen, aber nicht alle CDPKs akteneQUAC1. Um dies zu bestétigen missen

in Zukunft weitere Bindungs- und Phosphorylierutggdgn erfolgen.

Die Familie defArabidopsis CDPKs umfasst 34 Mitglieder und es ist davon agshan, dass
diese unterschiedliche Funktionen erflllen (siehdsdhnitt 1.7.4). Somit kodnnen
unterschiedliche CDPKs verschiedene Effekte (adtend / hemmend) auf das gleiche Protein
haben. Geigeet al. zeigen in ihrer Arbeit (Geiger, Scherzer et all@Q dass die CDPKs
CPK21 und CPK23 den SLAC1 Kanal aktivieren. In geichen Arbeit wurde gezeigt, dass
CPK31 keinen Effekt auf den Kanal ausibte und diése Koexpression keine Strome
vermitteln konnte. Zudem zeigten neueste Daters @&#K3 und CPK6 sowohl SLAC1 als
auch SLAHS3 aktivieren konnen (Brandt, Brodsky eR8ll2; Scherzer, Maierhofer et al. 2012).
SLAH3 konnte ebenfalls durch CPK21 und CPK23 a&tiwwverden, jedoch nicht durch OST1
(Geiger, Maierhofer et al. 2011). In einer erstzkich erschienenen Arbeit von Gutermuth
al. (Gutermuth, Lassig et al. 2013) wurde gezeigts aeben SLAH3 und ALMT12/QUAC1
auch CDPKs CPK2, CPK20 und CPK34 in Pollenschlauekgrimiert vorlagen. TEVC
Experimente in Oozyten zeigten eine Aktivierung V®bAH3 durch CPK2 und CPK20,
wohingegen CPK34 keinen Effekt auf SLAH3 hatte. dereSachverhalt bestatigt die in der
vorliegenden Arbeit gemachten Beobachtungen zur QUExpression in Oozyten. Es ist
durchaus denkbar, dass QUAC1 zusammen mit SLAH3\&aohstum von Pollenschlauche
beteiligt ist. Ubergeordnet wird das Wachstum wiade durch CDPKs gesteuert, da in
Pollenschlauchen ein starker Kalziumgradient hatrdaadurch werden die unterschiedlichen
Kinasen in unterschiedlichen Abschnitten der Paldiuche unterschiedlich stark aktiviert

und aktivieren verschieden stark ihre Ziele.
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Fur das vakuolar lokalisierte Mitglied der ALMT-Fdim - ALMT6 - bewirkte eine Erhéhung
der Kalziumkonzentration im Badmedium eine starkmahme der Strome (Meyer, Scholz-
Starke et al. 2011). Es blieb jedoch unklar, otseliaktivierung direkt durch die €alonen
erfolgte, zumal ALMT6 keine bekannte Kalziumbind#ist aufweist, oder ob Kalzium als
Second-Messenger fungierte und noch verbliebenesalsche oder in der Membran
verankerte Proteine aktivierte. Eine Erhdhung dedzikimspiegels konnte z.B. zu einer
Aktivierung von membrangebundenen kalziumabh&ngi@#?Ks und/oder CDPKs flhren,
welche den Kanal wiederum phosphorylierten undsbraktivierten. Weitere Hinweise zur
Regulation der ALMT-Familie durch CDPKs liefern CRKnd CPK6. Beide Kinasen kdnnten
ebenfalls eine Rolle bei der Regulation von QUAG¥ lvon Komponenten der R-Typ Strome
spielen. Die Arbeit von Mori und Murata (Mori, Miaaet al. 2006) zeigt, dass die doppel-
knock-out Pflanzenpk3-1cpk6-1 in Arabidopsis eine Abnahme der R-Typ Strémen aufweisen.
Diese Abnahme in den Stromen war signifikant aleertlcch geringer als fir die gleichzeitig
observierten S-Typ Stréme. Spater konnte eine Ragulation von SLAC1 durch CPK3 und
CPKE6 gezeigt werden. Die Regulation der R-Typ Kak@litat durch CPK3 und CPK6 wurde

aber bisher nicht abschlieRend untersucht.

4.9.5 QUAC1 Homologe in anderen Pflanzen werden vautlich auch durch die ABA-
Signalkaskade angesteuert.

Wie durch die Arbeit von Dreyer (Dreyer, Gomez-Reret al. 2012) gezeigt wurde, gibt es in
allen dort untersuchten Pflanzenarten HomologeeruAdl MTs aus der QUAC1 Unterfamilie.
In Dionea muscipula konnte das Homolog DmQUACL1 von Jennifer Bohm léanwerden.
Basierend auf der Aminosauresequenz besitzt DMQUBT Ahnlichkeit zu AtQUAC1
(Imes, Mumm et al. 2013). DmQUAC1 zeigte wie AtQUAIne OST1 abhangige
Aktivierung, sowie eine schnelle Deaktivierung bgperpolarisierten Membranspannungen
(Imes, Mumm et al. 2013). Zudem verschiebt externbmlat die relative
Offenwahrscheinlichkeit von DmQUAC1, wie es auch A&iQUACL1 gezeigt wurde (Imes,
Mumm et al. 2013). Somit ist neben QUAC1 noch eeitever Vertreter der ALMT/QUAC-
Familie bekannt, der durch die Kinase OST1 angesteuird.

4.9.6 QUACIL/SLAC1/SLAH3 werden gleichzeitig durch @ ABA-Signalkaskade
reguliert und bewirken so den Stomaschluss

In Analogie zu SLAC1 und SLAH3, ist QUACL1 in die heelle ABA-Signalkaskade
eingebunden. Durch die parallele Regulation werierR-Typ Kanédle (QUACL1) und die S-
Typ Kanéle (SLAC/SLAH) bei Trockenstress gleichzeéingesprochen und kdnnen so zu
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einem schnellen Stomaschluss beitragen. Gleichzeiklart dieser Sachverhalt, dass OST1
k.o.-Pflanzen @st1-2) einen starkeren Phanotyp (offene Stomata) auénesds SLAC1 oder
QUAC1 k.o.-Pflanzen (Negi, Matsuda et al. 2008; dmdumm et al. 2013). Die aus dieser
Doktorarbeit resultierenden Einblicke in die Regjolavon R-Typ Anionenkanalen wurden in

das ABA-Signalling-Modell zur ABA-abhangigen Akterung von Anionenkandlen in
Abbildung 4.9.6.1 eingebunden.

Legende:
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Abbildung 4.9.6.1:Modell zur Aktivierung der S-TYP (SLAC/SLAH) und Ryp (QUAC1) Kanéle durch die
schnelle ABA-Signalkaskade. Die Aktivierung der Rinkann kalziumunabhangig (linke Seite in grawgrod
kalziumabhangig (rechte Seite in weiR) erfolgen.AARird durch den ABA-Rezeptor PYR/PYL/RCAR
wahrgenommen (im Modell alsaR. dargestellt). Dies fihrt zur Inaktivierung der EPRhosphatase ABI1,

welche in Abwesenheit von ABA die Funktion der Kiea der SnRK-Familie unterbindet. In Anwesenheit vo
ABA ist OST1 in der Lage SLAC1 und QUACL1 zu phosptieren/aktivieren. Analog dazu sind die Kinasen
der CDPKs (CPK2/3/6/20/21/23) ebenfalls in der La§eAC1l, SLAH3 und QUAC1 bei erhthten

zytosolischen Kalziumkonzentrationen zu aktivier®urch die Aktivierung der Kanale kommt es zum
Stomaschluss.

143



5 Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Zum Gasaustausch mit lhrer Umgebung besitzen hdPidmazen stomatédre Komplexe. Die
Turgor-getrieben Atmungsoffnungen in der Epidernder Blatter werden von zwei
Schlie3zellen umsaumt. Um bei Trockenheit einenessizen Verlust von Wasser zu
verhindern, synthetisieren/importieren Schlie3retlas Stresshormon ABA (Abszisinsaure),
das Uber eine schnelle ABA-Signalkaskade plasmamargbbundene lonenkandle steuert.
Dabei wird der Stomaschluss durch die Aktivitdt vét(rapid) und S-(slow)Typ
Anionenkandlen initiiert. Obwohl die R- und S-Tymi@nenstrome in Schliel3zellen seit
Jahrzehnten bekannt waren, konnte erst kurzlichGaasidentifiziert werden, das fur den S-
Typ Anionenkanal (SLAC1, Slow activating Anion Cinah 1) kodiert. Daraufhin wurde
schnell der Zusammenhang zwischen dem StresshoABAn der ABA-Signalkette und der
Aktivitat des SLAC1 Anionenkanals im heterologerpEessionssystem d&r laevis Oozyten
als auch in Schliel3zellprotoplasten aufgeklarkdmte gezeigt werden, dass ABA durch einen
zytosolischen Rezeptor/Phosphatasekomplex (RCARMWA&kannt wird und die Aktivitat
von kalziumabhangigen Kinasen (CPK-Familie) sowazikimunabhéngigen Kinasen der
SnRK2-Familie (OST1) steuert. In Anwesenheit vonAABhosphorylieren diese Kinasen
SLAC1 und sorgen so fir die Aktivierung von Aniosgdmen und damit fur die Initiierung

des Stomaschlusses.

Die genetische Herkunft der ABA-induzierten R-Typd&e in Schliel3zellen war zu Beginn
der vorliegenden Arbeit noch nicht bekannt. R-Typ®e zeichnen sich durch eine strikte
Spannungsabhangigkeit und sehr schnellen Aktivgggueowie Deaktivierungskinetiken aus.
Die Charakterisierung von Verlustmutanten des $8akll-exprimierten Gens ALMT12
(Aluminium-aktivierter Malattransporter 12) konnteZusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
Martinoia (Zurich) erste Hinweise auf die Beteiligudieses Gens an der Stomabewegung
demonstrieren. Anschliel3ende Patch-Clamp Untersiggiuan Schlie3zellprotoplasten aus
Wildtyppflanzen und ALMT12-Verlustmutanten zeigtedass ALMT12 fur die Malat-
aktivierte R-Typ Anionenstromkomponente verantwatl ist. Deshalb wurde der
Anionenkanal QUAC1 _(Quickly activating Anion Chahid¢ benannt - in Anlehnung an die
Benennung des Anionenkanals SLAC1. Mit der Idenigfung von QUACIn planta war es
nun meine Aufgabe, die elektrischen Eigenschaften MLMT12/QUAC1 und dessen
Aktivitatskontrolle durch die ABA-Signalkaskade immeterologen Expressionssystem der

Xenopus Oozyten zu untersuchen.
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Protein-Protein Interaktionsstudien mit der Hilfer dBimolekularen Fluoreszenz-Technik,
sowie die Beobachtung von markant erhéhten QUACbranstromen in Anwesenheit der
SnRK2 Kinase OST1 und den Calcium-abhangigen Km&eK2 und CPK20, lieRen den
Schluss zu, dass QUACI1, ebenso wie SLAC1, unterkaertrolle des schnellen ABA-

Signalwegs steht. Eine zusatzliche Expression egativen Regulators ABI1 unterdrickte die
aktivierenden Eigenschaften der QUACI1-aktivierend@nasen, was die Hypothese der
Koregulation von S- und R-Typ Anionenkanalen duthgleiche ABA-Signalkaskade weiter

unterstitzt.

Zur weiteren Aufklarung der elektrischen Eigenstdrafvon QUAC1 wurden tiefgreifende
elektrophysiologische Untersuchungen mit der Zwek&oden-Spannungsklemmen Technik
durchgefuhrt. Durch die Wahl von geschickten Spagsprotokollen konnte sowohl die
schnelle Aktivierungskinetik als auch die schneDeaktivierungskinetik von QUAC1
bestimmt und quantifiziert werden. Diese Stromamtarowaren sehr &hnlich zu den R-Typ
Stromen, die man von Patch-Clamp UntersuchungeBchtiel3zellprotoplasten kannte, was
ein weiteres Indiz dafir war, dass es sich bei QUAdsachlich um eine Komponente des R-
Typ Kanals aus Schlie3zellen handelt. Weiterfliheerdntersuchungen beziglich der
Spannungsabhangigkeit und der Selektivitat von QUAlarakterisierten das Protein als einen
Depolarisations-aktivierten Anionenkanal mit eis@rken Praferenz fur Dicarbonsauren wie
Malat und Fumarat. Zudem konnte auch eine Leitiditgur Sulfat und Chlorid nachgewiesen
werden. Interessanterweise erwies sich Malat mgohals ein permeierendes lon, sondern auch
als ein regulierendes lon, welches das spannungsglge Schalten von QUAC1 mal3geblich
beeinflusst. Extrazellulares Malat verschob diee@ffahrscheinlichkeit von QUAC1 sehr stark
Zu negativeren Membranspannungen, so dass der éuakanal bereits bei typischen
Ruhespannungen von Schlie3zellen (ca. -150 m\Wiaktiwerden konnte. Eine Beladung von
QUAC1-exprimierender Oozyten mit Malat bewirkte zemen héhere Anioneneffluxstrome,
aber auch eine Verschiebung der spannungsabhang@enwahrscheinlichkeit zu

negativeren Membranpotentialen.

Struktur-Funktionsanalysen sollten die umstritt€opologie von ALMT-ahnlichen Proteinen
beleuchten und die molekulare Herkunft der Phospieoungsaktivierung aufzeigen, sowie
die Malatabh&ngigkeit und die starke Spannungsaigeit von QUACL aufklaren. Es zeigte
sich jedoch schnell, dass Punktmutationen und Deken im C-Terminus von QUAC1 sehr
haufig zu nicht-funktionellen Mutanten fuhrten. BéeTatsache weist darauf hin, dass es sich

um einen hoch-strukturierten und funktionell sehchttgen Bereich des Anionenkanals
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handelt. Auch die Topologie des Anionenkanalprateird in der Literatur kontrovers

diskutiert. Sowohl die Lage des N- und C-Termirnedr@zellular oder intrazellular), als auch
die Anzahl der membrandurchspannenden Domanen ialar abschlie3end geklart. Deshalb
wurde in einem Fluoreszenz-basiertem Ansatz dieeldgr Termini bestimmt. Im Rahmen
meiner Arbeit konnte somit eindeutig gezeigt werddass sich beide Termini im Zytosol der
Zelle befinden. Auf Grundlage von Modellen aus dérteratur und meiner

Topologiebestimmungen konnte schliel3lich ein emveas Modell zur Struktur von QUAC1
entwickelt werden. Dieses Modell kann in Zukunfs @lusgangspunkt fir weiterfihrende

Struktur-Funktionsanalysen dienen.

Diese Arbeit hat somit gezeigt, dass das Gen QU#&&Hhchlich eine Komponente der R-Typ
Strome in Schliel3zellen kodiert. Ebenso wie SLA@&htsder Malat-induzierte Anionenkanal
QUACL1 unter der Kontrolle der schnellen ABA-Sigredkade. In Zukunft bleibt zu klaren,
welche weiteren Gene fiur die R-Typ KanalproteineSthlie3zellen kodieren und welche
strukturelle Grundlage fir die besonderen Eigerfsehavon QUACL hinsichtlich seiner

schnellen Kinetiken, seiner Selektivitat und Akeirbarkeit durch Malat.
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Higher plants are able to exchange gases with #@ironment. This gas exchange is
accomplished by the stomatal complex, which coméisto tugor-driven guard cells (GC) that
surround a pore in the epidermis. Under droughtlitimms, guard cells produce and import the
plant stress hormone abscisic acid (ABA). ABA itedb activate plasma membrane localized
ion channels via the fast ABA-signal cascade, wheelds to a closure of the stoma and thus
minimizes the loss of water. The stomatal closarmitialized by the R-(rapid) and S-(slow)
type anion channels. Although R- and S-type antmamoels in guard cells have been known
for over a decade, the gene which decodes the&aymn channel SLAC1 (Slow activating
Anion Channel 1) has only recently been identif@édnsequently, the relationship between the
plant hormone ABA, the ABA-signal-transduction-ahaand the activity of SLAC1 could be
clarified in rapid succession in the heterologaxmression system of. laevis oocytes as well
as in GC-protoplasts. It could be shown that ABA riscognized by a cytosolic
receptor/phosphatase complex (RCAR/ABI1). This clempn turn regulates the activity of
calcium dependent kinases of the CPK-family as waelthe calcium independent kinases of
the SnRK2-family (OST1). In the presence of ABAgdh kinases activate SLAC1 by
phosphorylation, and by this activate anion cusedross the plasma membrane, ultimately

leading to closure of the stomates.

The genetic origin of the ABA induced R-type cuteem guard cells was unknown at the
beginning of this thesis. R-type currents are attarezed by strong voltage-dependent behavior
and fast activation- and deactivation-kineticsctoperation with the workgroup of Martinoia
(Zurich), knock-out plants missing the guard c&lhgALMT12 (Aluminum activated Malate
Transporter 12) were characterized. This work @eéd the first hints that ALMT12 is involved
in the stomatal movement. Subsequent patch-clantpest on GC-protoplasts from WT and
ALMT12 knock-out mutants revealed that ALMT12 ispensible for the malate-activated
component of the R-type anion currents. Thereftire,anion-channel was named QUAC1
(Quick activating_Anion_Channel) in dependence be nhaming of SLAC1l. With the
identification of QUACL1in planta it was my duty to research the electrical propsrté
ALMT12/QUAC1 as well as the activation by the ABAysal-transduction-chain in the

heterologous expression systenXofaevis oocytes.
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Protein-protein interaction studies via bimoleculanrescence complementation (BIFC) as
well as significantly higher QUAC1 anion curremsthe presence of the SnRK2 kinase OST1
and the calcium-dependent-kinases CPK2 and CPK2@ol¢he conclusion that QUACL is
under the control of the fast ABA signaling pathwag it was shown before for SLAC1.
Furthermore expression of the negative regulatorlABhibited the activating properties of
the QUACLl-activating kinases. These findings supdarther the hypotheses of the
simultaneous regulation of S- and R-type anion nkEnby the ABA-signaling pathway.

To further elucidate the electrical properties dJAL1, electrophysiological investigations
were performed with the two-electrode-voltage-claeghnique (TEVC). In this way, the fast
activation and deactivation of QUAC1 could be ideed and quantified by carefully chosen
voltage-clamp protocols. These current responseQUWAC1 closely resembled the R-type
currents known from former patch-clamp studies fil@@-protoplasts. This further supported
the conclusion that QUACL1 is indeed a componenthef R-type channels of guard cells.
Additional investigations of the voltage-dependeand selectivity of QUAC1 characterized
the protein as a depolarization-activated aniomohhwith strong preference for bicarbonate
acids like malate and fumarate. Furthermore, a ectasce for sulfate and chloride could also
be shown. Interestingly, malate was not only ablpdrmeate the channel, it was also able to
alter the voltage-dependence of QUACL. Externabieatrongly shifted the open probability
of QUACL1 to negative membrane voltages. By thiét $he anion channel could be activated
at typical guard cell membrane potentials (appddQ mV). Loading of QUAC1 expressing
oocytes with malate produced enhanced anion effluxents and shift the voltage-dependent

open probability to negative membrane potentials.

Structure function analysis were performed to tfatie controversial topology of ALMT like
proteins and the molecular origin of the phosplairgh activation. Furthermore, this should
elucidate the origin of the malate dependence lamdtrong voltage dependence of QUACL. It
soon became evident that point mutations and deketn the C-terminus of QUAC1 very often
lead to nonfunctional mutants. This points towarcighly structured and functionally
important region of the anion channel. In additithre, topology of the anion-channel-protein is
controversially debated in literature. Neither gusition of the C- and N-terminus (intra- or
extracellular) nor the number of transmembrane dasnbas been conclusively established.
Due to this, the position of the C- and N-termineres localized by a fluorescence based
experiment. As part of this work, it could be shoewplicitly that both termini reside in the

cytosol of the cell. Based on models from the dtere and my own topology studies, an
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6 Summary

enhanced structure model for QUAC1 could be geeadrathis model will serve as a starting

point for future structure function analysis.

This work has thus shown that the gene QUACL1 indeexbdes a component of the R-type
currents in guard cells. Like SLAC1, the malatedoed anion channel QUACL is under the
control of the fast ABA-signal-cascade. Future vgorkust establish which further genes
encode R-type channel proteins and which strucaittebutes are responsible for the special

traits of QUACL.: its fast kinetics, its selectiviyd its activation by malate.
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Tabelle 7.3.1: Verwendete Primer zur Herstellung vo QUAC1 WT DNA und beschriebenen Mutanten.

Name Sequenz

IVT fwd CAA GGC GAT TAAGTT GGG TAAC

IVT rev GAT TAC GCC AAG CTATTT AGG TG

ALMT12 fwd GGC TTAAUATGT CCA ATA AGG TTC ACG TAGGG
ALMT12 rev GGT TTA AUT CAT TCC GCG GCA CCC ACACTG

ALMT12 rev OS

GGT TTAAUC CTT CCG CAC CCA CAC TGAO

ALMT12 E276Q user fwd

ATT GGC AAC CUA GAC ACA CTCAC GTT GTC ATA
GATT

ALMT12 E276Q user rev

AGG TTG CCA AUT TGC ATA TAAGC AAG TGT TTC

ALMT12 S372A user fwd

AAT GCC GCU ATC AAG TCT CAGET

ALMT12 S372A user rev

AGC GGC ATU AAG ATC TTG AAGAC CAC GT

ALMT12 S376A user fwd

AAG GCT CAG CCUAAACTCTTCIO G

ALMT12 S376A user rev

AGG CTG AGC CTU GAT AGC GGATA AAG ATCTTG
AAG

ALMT12 S384A user fwd

AGC TAA CCT CCA UCG TCA CAAAATAA A

ALMT12 S384A user rev

ATG GAG GTT AGC UCC AAG GAAAG TTT AGG CTG
AGA

ALMT12 d218-561 user rev

GGT TTAAUT TACTTG TGT AGTCT TCA CCA GAC
C

ALMT12 446 fwd neu

AGC TTT AGG ACU GAC ACG TCAGC

ALMT12 d347-446 (377-448) use
fwd

ATC AAG TCU TCA AGC TTT AGG ACT GAC ACG TC

ALMT12 d347-446 (377-448) use
rev

IAGA CTT GAU AGC GGA ATT AAG ATC

ALMT12 356 user rev

AGT CCT AAA GCU CGG TGA ACAATBCG GTG G

ALMT12 323 user rev

AGT CCT AAA GCU GCG AAC GGA TCIIGG AGT TTG

ALMT12 284 user rev

AGT CCT AAA GCU ATG ACA ACG TABGT GTG TCT
TGG

ALMT12 234 user rev

AGT CCT AAA GCU CAC ACA TGC TTTAT AGA GCG
AG

ALMT12 d2-21 user fwd

GGC TTAAUATGG TTC TCG AACTT CTG AAA AGA

ALMT12 448-533 fwd

AAC AAG CGA GAU CAG ACG GC

ALMT12 d533-561 user rev

GGT TTA AUT TAATAC TCC WAAA CTT GCG ATC
CTTC

ALMT12 d323-356 user fwd

AGA TTC TAU CCG ATC ATC TCAC

ALMT12 d323-356 user rev

ATA GAATCU CGC GAACGG ATTTGGAG TTT G

ALMT12 284-323 user rev

ATG ACA ACG UAG AGT GTG TCIIGG

ALMT12 284-323 user fwd

ACG TTG TCA UGA TGA GTA CTTGA GGA GAA AGA
G

ALMT12 234-284 user rev

ACA CAT GCU TCT ATA GAG CGBAG

ALMT12 234-284 user fwd

AGC ATG TGU GAG ATT TCC ATGCA ACAATATGT
TAA
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7.4 Lebenslauf
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