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Transportprozesse an Biomembranen Einleitung

1  Einleitung

1.1 Transportprozesse an Biomembranen

Die pflanzliche Zelle ist in verschiedene Kompartimente unterteilt, welche von Bio-
membranen umschlossen werden. Diese semipermeablen Membranen sind aus einer
Lipid-Doppelschicht, Proteinen und Kohlenhydraten aufgebaut und weisen eine Stérke
von 4-10 nm auf. Die Lipide sind polar angeordnet, wobei die hydrophoben Acylketten
zueinander und die hydrophilen Phosphoglycerolreste zur wéssrigen Seite hin orientiert
vorliegen (Abbildung 1). Schon 1972 erkannten Singer und Nicolson, dass Biomembra-
nen keine starren Gebilde darstellen und entwickelten das Flissig-Mosaik-Model, mit
dem die laterale Bewegungsfreiheit der Membranbestandteile beschrieben wurde. Eine
Biomembran ist undurchlassig fir die meisten Molekiile mit Ausnahme von Wasser und
niedermolekularen ungeladenen Stoffen und wirkt daher als Diffusionsbarriere zwi-
schen den verschiedenen Kompartimenten. In die Doppellipidschicht sind Proteine ein-
gebettet, welche die Funktion von Transportproteinen, Rezeptoren, Enzymen oder
Strukturkomponenten wahrnehmen und periphere, verankerte oder integrierte Memb-
ranproteine darstellen (Abbildung 1).

hydrophile
Cytoplasma integriertm Phosphoglycemlreste

[T
= |

emgelagertes
Protein

Zellauf3enseite Kohlenhydrat-
kette

Abbildung 1: Aufbau einer Biomembran. Die Plasmamembran und andere Endo-
membrane der pflanzlichen Zelle bestehen aus einer Phospholipiddoppelschicht, in
die Proteine integriert und eingelagert sind.



Einleitung Transportprozesse an Biomembranen

Die Transportproteine kdnnen aufgrund ihres Transportmechanismus in Kanale, Pum-
pen und Carrier unterteilt werden, wobei man weiter zwischen aktiven, sekundar akti-
ven und passiven Transportprozessen unterscheidet.

Pumpen bezeichnet man als priméar aktive Membranproteine. Sie transportieren lonen
aktiv unter Energieverbrauch entgegen dem Konzentrationsgradienten. Ihr Transport-
mechanismus wird als primar aktiv bezeichnet, da er direkt an eine Energiequelle ge-
koppelt ist. Pumpen kdnnen aber auch als elektrogen oder elektroneutral klassifiziert
werden. Beim elektrogenen Transport, findet eine Nettoladungsverlagerung tber die
Membran statt, wahrend beim elektroneutralen Transport keine netto Ladungsverlage-
rung erfolgt (H*/K*-ATPase, Sachs und Shin, 1995). Die vakuoldre V-ATPase und H'-
PPase (Pyrophosphatase) arbeiten elektrogen und transportieren unter ATP- bzw. PP;-
Verbrauch H” Gber die vakuolare Membran (Hedrich et al., 1989). Dadurch wird neben
einem H'-Gradienten ein elektrisches Potential generiert, was als treibende Kraft (engl.:
proton motive force) fur sekundéar aktive Transporter dient oder den Zustand von span-
nungsabhéngigen Kanalen reguliert.

Beim Carrier-vermittelten sekundar aktiven Transport wird ein Substrat entlang dem
Konzentrationsgradienten transportiert, wodurch Energie fiir einen zweiten Transport-
vorgang entgegen dem Konzentrationsgradienten frei wird. Die Transportrate eines Car-
rierproteins ist mit 10° bis 10* Teilchen pro Sekunde (vgl. Hille, 1984) wesentlich ge-
ringer als die eines Kanalproteins. An der vakuoldren oder cytoplasmatischen Membran
kann der sekundéar aktive Transportprozess z. B. durch einen H*-Gradienten energeti-
siert werden. Dabei transportieren Symporter ihr Substrat entlang und Antiporter entge-
gen dem H'-Gradienten. Caspari et al. beschrieb 1994 einen Hexose/H"-Symporter der
Alge Chlorella kessleri, welcher Zucker und Protonen im Verhéltnis von 1:1 transpor-
tiert. Der vakuolare CLCa-Antiporter von A. thaliana hingegen verlagert Nitrat im Aus-
tausch mit H* tiber den Tonoplast und bewirkt damit eine Akkumulation von Nitrat in
der Vakuole (De Angeli et al., 2006).

Beim passiven Transport dagegen werden Molekile entlang eines elektro-chemischen
Gradienten ohne Aufwendung von zusétzlicher Energie verlagert. Dies wird Uber spezi-
elle Transportproteine, die lonenkanéle, vermittelt, welche im offenen oder geschlosse-
nen Zustand vorliegen konnen. Die Selektivitat von lonenkanélen hangt von der Poren-
groRe, der Oberflachenladung und der inneren Auskleidung des Kanalproteins ab. Be-
findet sich ein Kanalprotein im offenen Zustand, sind Transportraten von mehr als 10°
lonen pro Sekunde mdglich (Hille, 1984). Durch diesen schnellen lonentransport kann
die Membranspannung verandert werden, was wiederum zum Offnen oder SchlieRen
von spannungsabhéngigen Kandélen fihren kann.

Im Gegensatz zu den Kanalproteinen binden die sogenannten Carrier ihr(e) Substrat(e)
an eine spezifische Seite des Carrierproteins, was zu einer Konformationsanderung des
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Stomata Einleitung

Transportproteins fihrt. Infolgedessen wird das Substrat Gber die Membran verlagert
und auf der anderen Seite entlassen. Die Ablosung des Substrats bewirkt eine erneute
Konformationsénderung, so dass sich das Carrierprotein im Ausgangszustand wieder-
findet. Transportieren Carrier ihr Substrat im Uniport passiv entlang eines Konzentrati-
onsgradienten, wird dies auch als erleichterte Diffusion bezeichnet.

1.2 Stomata

Pflanzen sind photoautotrophe Organismen. Wéhrend der Photosynthese wird die Ener-
gie des Sonnenlichts in ATP und Reduktionsédquivalente umgewandelt, deren Energie
flr die Fixierung und Reduktion von CO, zu Kohlenstoffverbindungen wie Zucker ge-
nutzt wird. CO, gelangt Gber regelbare Offnungen (Stomata) in der Blattepidermis aus
der Atmosphére ins Blattinnere und ist haufig der limitierende Faktor der Photosynthe-
se. Fur die Reduktion des CO, zu Zucker wird Wasser als Elektronendonor genutzt.
Dieses wird uber die Wurzel aufgenommen, mit Hilfe des Transpirationssogs in die
Blatter transportiert und zum Teil Gber die Blattorgane verdunstet. Um den Wasserver-
lust durch Verdunstung moglichst gering zu halten, sind die Blatter mit einer Schutz-
schicht aus Wachs, der so genannten Kutikula, tberzogen. Die Aufnahme von CO; und
Abgabe von Wasser Uber die Stomata kann tber deren Offnungsweite in Abhangigkeit
von den jeweiligen Wasser- und CO,-Bedirfnissen der Pflanze reguliert werden. Sto-
mata haben somit einen groRen Einfluss auf die Photosyntheserate und den Wassersta-
tus der Pflanze.

Die ersten Stomata tauchten vor etwa 400 Millionen Jahren bei terrestrischen Pflanzen
auf und variierten seitdem stark in ihrer GroRe und der Dichte auf der Blattoberflache
(Hetherington und Woodward, 2003). Die Fahigkeit der Pflanzen sich an wechselnde
klimatische Bedingungen anzupassen, verschaffte Ihnen einen evolutiondren Vorteil.
Die Stomata kdnnen unterschiedlich auf der Blattoberflache verteilt sein. Hypostomati-
sche Blatter haben Spaltoffnungen nur auf der Blattunterseite. Bei amphistomatischen
Blattern verteilen sie sich sowohl auf der Blattunter- als auch auf der Blattoberseite.
Dieser Typ kommt bei einigen krautigen Pflanzen vor. Hingegen befinden sich bei
epistomatischen Blattern die Spaltoffnungen nur auf der Blattoberseite, z. B. bei
Schwimmblattern von Wasserpflanzen. Am haufigsten sind jedoch Spaltoéffnungen in
der unteren Epidermis von Pflanzenblattern zu finden (hypostomatischer Typ). Die
Spalt6ffnung, auch Pore oder Stoma genannt, kann aus zwei Schlie3zellen bestehen,
oder mit den angrenzenden Nebenzellen einen Stomakomplex oder Spaltéffnungsappa-
rat bilden. Der Porus stellt die Verbindung der Atemhdhle zur Atmosphére dar. Die
Zellwénde der SchlieRzellen sind mit radial verlaufenden Zellulosefibrillen durchsetzt,
wodurch beim Anschwellen der SchlieBzellen nur eine longitudinale Ausdehnung mog-
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Einleitung Stomata

lich ist (Shope et al., 2003). Die hantelformigen SchlieBzellen von Grasern (Gramineen-
typ) und die bohnenférmigen SchlieRzellen von ein- und zweikeimblattrigen Pflanzen
(Helleborustyp) sind die beiden am weitesten verbreiteten Stomatypen (Abbildung 2;
Hetherington und Woodward, 2003).

“;x.

Abbildung 2: Stomatypen. Die hantelférmigen SchlieRzellen von Reis sind typisch
flr alle Graserarten (links), wahrend die SchlieRzellen von Arabidopsis und Com-
melina (rechts) nierenférmig sind (Hetherington und Woodward, 2003).

Die Offnung der Pore hangt von inneren und &ufReren Faktoren ab, wie der Wasserver-
sorgung der Pflanze, der CO,-Konzentration sowie der Lichtqualitat und Lichtstarke,
wird aber auch Uber die Phytohormone Auxin und Abscisinsaure (ABA) in ihrer Weite
reguliert (Roelfsema und Hedrich, 2005). Osmotisch aktive Substanzen werden in die
Schliel3zelle transportiert oder ausgeschleust, wodurch sich der Turgordruck und infol-
gedessen die Offnungsweite der Stomata andert. Als Hauptosmotika spielen neben K-
und CI-lonen auch Malat und - abhéngig von der Pflanzenart - verschiedene Zucker
eine wichtige Rolle. Da SchlielRzellen keine Plasmodesmen aufweisen (Wille und
Lucas, 1984), kann der lonengehalt in den Schliel3zellen entweder tber lonenabgabe an
den Apoplast oder tber lonenaufnahme aus dem Apoplast in die SchlieRzellen variiert
werden.

1.2.1 Stomaéffnung

Sind Pflanzen ausreichend mit Wasser versorgt, ist Licht das dominierende Umweltsig-
nal, welches die Stomadffnungsweite reguliert. Eine Offnung der Stomata kann durch
Licht unterschiedlicher Wellenlangen induziert werden. Die Perzeption von Rotlicht
wird Uber das Chlorophyll vermittelt, wéhrend blaues Licht iber Phototropine wahrge-
nommen wird (Fan et al., 2004). Rotes Licht fordert im Mesophyllgewebe die Photo-
synthese und l&sst dadurch den CO,-Gehalt absinken. Dies wirkt sich wiederum auf die
Schliel3zellen aus und fiihrt zu einer Stomadffnung. Blaues Licht wird direkt von den
SchlieRzellen tber den Photorezeptor Phototropin registriert, welcher die P-Typ H*-
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Stomata Einleitung

ATPasen in der Plasmamembran von Schliel3zellen tber eine Signalkaskade aktiviert.
Dies bewirkt ein starkes Ansduern des Apoplasten und eine Hyperpolarisation der
Plasmamembran von -100 mV auf -150 bis -210 mV (Thiel et al., 1992; Roelfsema et
al. 2001). Die Reaktion steht offenbar mit der Beobachtung von Lohse und Hedrich
(1992) in direktem Zusammenhang, da Vicia faba Schlie3zellen eine doppelt so hohe
H'-ATPase-Aktivitat als Mesophyllzellen aufweisen. Infolge der H'-ATPase-
induzierten Hyperpolarisation werden spannungsabhéngige einwértsgleichrichtende K*-
Kanalproteine aktiviert, die aufgrund des vorherrschenden elektrochemischen K-
Gradienten einen Einstrom von K*-lonen aus dem Apoplast in die SchlieRzelle vermit-
teln (Schroeder et al., 1987; Schroeder und Fang, 1991). Die K*-Konzentration in der
SchlielRzelle steigt dabei abhéngig von der Pflanzenart von 100 mM auf 400-800 mM an
(Niklas und Spatz, 2012). Als K*-Einwartsgleichrichter wurde der plasmamembranstén-
dige KAT1-Kanal (Schachtman et al., 1992) identifiziert, der auch in Schlie3zellen ex-
primiert wird. KAT1-Mutanten waren jedoch weiterhin zur Stomadffnung in der Lage
(Szyroki et al., 2001). Offenbar kann die K'-Aufnahme durch weitere K-
Einwaértsgleichrichter in der Schlief3zell-Plasmamembran von A. thaliana - wie KAT2
und AKT1 — vermittelt werden. Diese wiesen jedoch im Vergleich zu KAT1 eine
schwéchere Genexpression in den Schliel3zellen auf (Szyroki et al., 2001).

Um K" in SchlieRzellen akkumulieren zu kénnen, wird ein Gegenion zur Erhaltung des
negativen Membranpotentials benétigt. So berechneten Humble und Raschke (1971) ein
theoretisches Membranpotential von 10* V, wenn keine Ladungskompensation der Ka-
liumionen durch entsprechende Anionen erfolgt. Daher wird von den Zellen in Abhén-
gigkeit von den Umweltbedingungen (Talbott und Zeiger, 1996) CI~ aufgenommen
(Penny et al., 1976; Van Kirk und Raschke, 1978; MacRobbie, 1980) oder aber Malat
synthetisiert (Allaway, 1973; Raschke et al., 1988). Roelfsema und Hedrich (2005)
zeigten anhand von Berechnungen, dass entweder die notwendige K*-Konzentration fiir
das Offnen der Stomata in friineren Berichten zu gering abgeschatzt wurde oder andere
organische Stoffe zusétzlich zu lonen in den SchlieRzellen akkumuliert werden. So de-
monstrierten Aufnahmestudien an Pisum sativum, dass signifikante Mengen von Gluko-
se, Fruktose und Saccharose in den SchlieRzellprotoplast transportiert werden (Ritte et
al., 1999).

Schliel3zellen von Vicia faba durchlaufen wéhrend des Tages zwei definierte osmoregu-
latorische Phasen (Talbott und Zeiger, 1996). Wéhrend der ersten Phase (morgens) kor-
relierte das Offnen der Stomata mit der Aufnahme von K*-lonen, wéhrend Saccharose
eine eher untergeordnete Rolle spielte. In der zweiten Phase (nachmittags), in der die
Stomata eine maximale Offnung erreichten, nahm die K*-Konzentration in den SchlieR-
zellen ab und Saccharose wurde zum dominierenden Osmotikum (Talbott und Zeiger,
1996). Saccharose kann Uber eine erhdhte Photosyntheserate generiert oder ber den
Abbau von Starke gewonnen werden (Talbott und Zeiger 1993). Dies ist jedoch nicht
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bei allen Pflanzenarten der Fall. In Schlie3zellen von A. thaliana wird Starke wahrend
des Tages synthetisiert und wahrend der Nacht abgebaut (Stadler et al., 2003). Demzu-
folge kdnnen Zucker nur tber Hexosetransporter wie STP1 (Stadler et al., 2003) oder
Saccharosetransporter wie SUC1 (Carpaneto et al., 2005) im Symport mit H* in die
SchlieRzelle aufgenommen werden.

Die osmotisch aktiven Stoffe verbleiben nur teilweise im Cytoplasma der Schlief3zelle.
Der grofite Anteil wird weiter in die Vakuole transportiert. Die Zunahme der Osmotika
in den Schliel3zellen bewirkt eine Erniedrigung des Wasserpotentials. Infolgedessen
stromt Wasser in das Cytoplasma und das vakuoldre Lumen ein, wodurch sich der Tur-
gordruck der SchlieRzelle erhoht. Die SchlieRzellen, die den stomataren Spalt umschlie-
Ren, schwellen an und biegen sich dabei auseinander, was zu einer VergrolRerung des
stomataren Spaltes bzw. zum Offnen der Stomata fiihrt.

1.2.2 Stomaschluss

Das SchlieRen der Stomata wird durch Wasserstress oder einen hohen CO,-Partialdruck
induziert. Dabei werden osmotisch aktiven Stoffe vorwiegend durch passive lonenkana-
le aus der Zelle transportiert, wodurch der Stomaschluss schneller generiert werden
kann als die Stomadffnung (Roelfsema und Hedrich, 2005). Dem Stomaschluss geht
haufig eine Erhdhung der cytoplasmatischen Ca”*-Konzentration in den SchlieRzellen
voraus (Felle 1988; Irving et al., 1992). Dieser wird beispielsweise (ber das Stresshor-
mon Abscisinsdure (ABA) induziert, welches in der Wurzel und zu einem geringeren
Teil in Blattern synthetisiert wird. Das Ca*-Signal bewirkt eine Inaktivierung der ein-
warts-gleichrichtenden K*-Kanile (Schroeder und Hagiwara, 1989). Durch ABA und
der erhdhten Ca®*-Konzentration werden plasmamembrangebundene H*-ATPasen ge-
hemmt und auswaértsgleichrichtende R- und S-Typ-Anionenkanale aktiviert (Roelfsema
et al., 2004; Roelfsema et al., 2012). Der Anionenausstrom aus dem Cytosol in den
Apoplasten fihrt zur Depolarisierung der Plasmamembran und infolge dessen zu einer
spannungsabhéngigen Aktivierung des K*-Kanals GORK. GORK (engl.: gated out-
wardly-rectifying K*) kodiert fiir auswartsgerichtete K*-Kanéle in SchlieRzellen (Ache
et al., 2000). Ein Funktionsverlust von GORK fuhrt zur vollstdndigen Abwesenheit von
auswdrtsgerichteten K*-Stromen in der Plasmamembran von SchlieRzellen (Hosy et al.,
2003). Aufgrund des veranderten osmotischen Potentials flieBt Wasser aus der Zelle.
Der Turgordruck der SchlieBzellen wird geringer und der stomatéare Spalt wird ge-
schlossen.

Vermutlich &ndert sich beim Stomaschluss die Membranspannung an der vakuoldren
Membran, so dass auch darliber spannungsabhéngige Kanale reguliert werden konnten.
Jedoch war eine Messung der Vorgdnge an der vakuoldaren Membran von intakten
Schlie3zellen bisher nicht moglich.
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1.3  Die pflanzliche Vakuole

In pflanzlichen Zellen nimmt die Vakuole bis zu 70-80% des Zellvolumens ein (Mar-
tinoia et al., 2007). Sie wird von einer Membran, dem Tonoplasten umschlossen, welche
Teil des Endomembransystems ist (Becker, 2007; Surpin und Raikhel, 2004). In Zu-
sammenarbeit mit der Zellwand generiert die pflanzliche Vakuole den Turgordruck,
welcher essentiell fur die hydraulische Festigkeit der Zelle und das Wachstum der
Pflanze ist (Marty, 1999). Neben der Kompartimentierung von Xenobiotika sowie zell-
toxischen freien Schwermetallen (Zink, Eisen) erfiillen Vakuolen eine wichtige Funkti-
on in der Speicherung von Zuckern, Peptiden, anderen organischen Verbindungen und
anorganische lonen. Zu den wichtigsten lonen gehéren K*, Ca**, H*, Na*, CI, NO5™ und
organische Séuren wie z. B. Malat. Die pflanzliche Vakuole ist an der Aufrechterhal-
tung des zellularen pH-Werts beteiligt (Martinoia et al., 2007). Typischerweise liegt der
physiologische pH-Wert des vakuoléren Lumens bei Pflanzen im Bereich von pH 5,0
und damit um etwa zwei pH-Wert-Einheiten saurer im Vergleich zum Cytosol. In Va-
kuolen von Zitrusfriichten kann der pH-Wert bis auf 2,5 absinken (Taiz, 1992). Der
niedrigste pH-Wert (pH 0,8) wurde bei der Braunalge Desmerestia gemessen (McClin-
tock et al., 1982).

Vakuolen sind in den hochspezialisierten SchlieRzellen an der Regulation der osmoti-
schen Wasseraufnahme und der Ausbildung des Turgordrucks maligeblich beteiligt
(vgl. Kap. 1.2.1). In der Funktion als intrazellularer Ca?*- und H*-Speicher sind sie au-
Rerdem an der Ausbildung von Signalkaskaden wéhrend der Stomabewegungen invol-
viert (Schroeder et al., 2001). In Abhéangigkeit der Stomadffnung liegen Vakuolen in
unterschiedlicher Anzahl und GréRRe in SchlielRzellen vor. Wahrend gedffneter Stomata
weisen Schliel3zellen wenige grolle Vakuolen auf, die sich beim Stomaschluss in viele
kleine Vakuolen teilen (Diekmann et al., 1993; Roelfsema und Hedrich, 2005; Gao et
al., 2009). Obwohl bis dato in der vakuoldren Membran eine Vielzahl von Carriern,
Pumpen und Kanélen beschrieben wurden, ist iber die Funktion und Regulation der
Transportsysteme bei Schlie3zellbewegungen verhaltnisméRig wenig bekannt.

1.3.1 Kaliumtransport an der vakuolidren Membran

In Schliel3zellvakuolen kdnnen grofle Mengen an Kaliumionen (bis zu 500 mM) akku-
muliert werden (Taiz, 1992). Bislang wurden an der vakuoldren Membran drei Kanéle
und ein Antiporter identifiziert, welche eine wichtige Rolle im K*-Transport iiberneh-
men konnten. Gaxiola et al. (1999) beschrieben den NHX-Transporter, welcher Na'-
lonen im Antiport mit H” transportiert. Dieser wird (iber die vakuolare V-ATPase und
H*-Pyrophosphatase energetisiert. Der NHX-Transporter ist jedoch auch in der Lage,
einen H'-gekoppelten K*-Transport zu vermitteln (Venema et al., 2003; Cellier et al.,
2004). Neben diesem Carrier wurden drei unterschiedliche Typen von K*-permeablen
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Kandlen in SchlieRzellvakuolen beschrieben (Allen et al., 1998; Allen und Sanders,
1996; Schulz-Lessdorf et al., 1994; Schulz-Lessdorf und Hedrich, 1995), welche sich in
ihrer Spannungsabhangigkeit, Aktivierungskinetik, Ca®*-Abhangigkeit und lonenper-
meabilitat unterscheiden.

Der FV-Kanal (engl.: fast vacuolar channels) wurde als erstes von Hedrich und Neher
(1987) in Zuckerriiben beschrieben. Dieser Kanal zeigt eine instantane Aktivierungski-
netik bei cytosolischen Ca®*-Konzentration von <10 uM (Hedrich und Neher, 1987)
bzw. <200 nM in Vicia faba (Allen und Sanders 1996) auf. In Gegenwart héherer cyto-
solischer Ca’*-Konzentrationen konnte keine FV-Kanalaktivitdit mehr nachgewiesen
werden (Hedrich und Neher, 1987). Hedrich und Neher (1987) beschrieben den FV-
Kanal als schwach spannungsabhéngigen Kanal mit einer geringen Selektivitat von Ka-
tionen Gber Anionen im Verhaltnis von 6:1. Unter symmetrischen K*-Bedingungen (200
mM) wurde beim FV-Kanal von Beta vulgaris eine Einzelkanalleitfahigkeit von 30-40
pS festgestellt. Die Permeabilitat und Leitfahigkeit des FV Kanals fiir einwertige Katio-
nen nimmt von NH;" > K" = Rb" = Cs* > Na* < Li" ab, wobei fiir zweiwertige lonen
wie Mg®* und Ca** keine Leitfahigkeit nachgewiesen werden konnte (Tikhonova,
1998).

Der VK-Kanal (engl.: vacuolar potassium channel) wurde als erstes in SchlieRzellva-
kuolen von Vicia faba beschrieben (Ward und Schroeder, 1994). Der spannungsunab-
hangige Kanal zeigt eine hohe Selektivitat von K* iber NH;" und Rb* (Gobert et al.,
2007). Die Leitfahigkeit des VK-Kanals mit 100 mM K" auf beiden Seiten der vakuola-
ren Membran betragt 70 pS (Ward und Schroeder, 1994). Gobert et al. (2007) zeigten,
dass das TPK1-Gen (two-pore K 1) fur den VK-Kanal kodiert. TPK1 weist wie auch
alle anderen vier Mitglieder der TPK-Familie vier Transmembrandoménen mit zwei
Porenregionen auf (Becker et al., 2004). Darlber hinaus besitzen alle TPK-
Proteinsequenzen neben einem K*-selektiven Strukturmotiv (GYGD) ein bzw. zwei C-
terminale EF-Hande (Gobert et al., 2007). Wéhrend TPK1, TPK2, TPK3 und TPKS5 in
der vakuolaren Membran vorliegen, wurde TPK4 in der Cytoplasmamembran von Pol-
lenschldauchen lokalisiert (Becker et al., 2004; Dunkel et al., 2008). Nach heterologer
Expression von TPK1 in Hefevakuolen wurde der Kanal als spannungsunabhéngiger,
instantan aktivierender und Ca**-abhangiger Kanal, mit einer hohen Selektivitat fiir K*
iiber Na* charakterisiert (Latz et al., 2007). Der TPK1-Kanal zeigt eine starke Abhan-
gigkeit bezuglich der cytosolischen Ca®*-Konzentration und des cytoplasmatischen pH-
Werts, wobei der VK-Kanal ab einer cytoplasmatischen Ca®*-Konzentration von >5 pM
aktiviert und eine maximale Offenwahrscheinlichkeit bei pH 6,7 zeigt (Gobert et al.,
2007). Eine Bindung von 14-3-3-Proteinen an den N-Terminus des TPK1-Proteins fiihrt
zu einer starken Zunahme der Kanalaktivitat (Latz et al., 2007). Dagegen konnte der
TPK1-vermittelte K*-Strom durch Ba®*, Tetraethylammonium und Chinin effektiv ge-
blockt werden (Gobert et al., 2007). TPK1 scheint zum einen eine wichtige Rolle in der
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zweiten Phase der Samenkeimung im Zusammenhang mit der Zellexpansion zu Uber-
nehmen (Gobert et al., 2007). Zum anderen wird vermutet, dass TPK1-Kandle am va-
kuolarem K*-Ausstrom wahrend des Stomaschlusses beteiligt sind, welche direkt oder
indirekt Gber ABA aktiviert werden (Gobert et al., 2007).

Der SV-Kanal ist der am besten charakterisierte Kationenkanal im Tonoplasten. Das
TPC1-Gen (two-pore channel 1) kodiert fir den SV-Kanal. Dies konnte Peiter et al.
(2005) durch vergleichende Patch-Clamp-Messungen an A. thaliana Mesophyllvakuo-
len des Wildtyps, der TPC1-Verlustmutante tpcl-2, wund einer TPC1-
iiberexprimierenden Mutante (35S::TPC1-Uberexprimierer) nachweisen. Wahrend bei
der tpcl-2-Mutante keine SV-Kanal-Strome beobachtet wurden, zeigte die Uberexpri-
mierende Mutante eine hohe SV-Kanalaktivitdt auf. TPC1 wird der Zweikanal-Poren
(TPC)-Familie (two-pore channel family) zugeordnet. Ishibashi et al. (2000) beschrieb
erstmalig ein Protein aus dem tierischen System, der Rattenniere, welches zwei Domé-
nen mit jeweils sechs Segmenten ausbildete. Ein Jahr spater gelang es der Arbeitsgrup-
pe um Takuya Furuchi, das erste pflanzliche TPC1-Gen aus A. thaliana (AtTPC1) zu
Klonieren (Furuchi et al., 2001). Die TPC-Kanale werden als evolutionéres Bindeglied
der K'-Shaker-Kanale, mit einer Doméane, und den aus vier Doménen bestehenden
spannungsabhangigen Ca®*- und Na*-Kanalen, gesehen (Ishibashi et al., 2000).

Das TPC1-Kanalprotein von A. thaliana wird aus 12 putativen Transmembrandoménen
(1-12) aufgebaut, welche zwei homologe Doménen (1-6 und 7-12) ausbilden
(Abbildung 3). Sowohl der N-, als auch der C-Terminus des Proteins befinden sich auf
der cytosolischen Seite. Die cytoplasmatische Schleife, die sich zwischen der 6. und 7.
transmembranen Domane befindet, weist zwei Ca**-bindende EF-Hand-Motive auf. Die
Transmembrandomanen 4 und 10 beinhalten mehrere geladene Aminoséduren, welche
vermutlich den Spannungssensor des Kanalproteins ausbilden. Die beiden Porenregio-
nen P1 und P2 des Kanals befinden sich zwischen der Transmembrandoméne 5 und 6,
sowie 11 und 12.
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Abbildung 3: Topologiemodell des Arabidopsis TPC1-Proteins (Peiter et al.,
2005). Die 12 putativen Transmembrandomanen sind mit den Zahlen 1-12, die bei-
den Porenregionen mit P gekennzeichnet. Die beiden Ca* -bindenden EF-Hande
sind in der cytosolischen Schleife lokalisiert (grin).
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Im tierischen und pflanzlichen System sind die TPC-Kanéle besonders im Bereich der
Porenregionen hoch konserviert (White et al., 2002). Das Genom von A. thaliana und
Oryza sativa enthalt jeweils nur eine Kopie des TPC1-Gens (Peiter et al., 2005; Kurusu
et al., 2004). In BY-2 Zellkulturzellen von Nicotiana tabacum hingegen wurden von
Kadota et al. (2004) zwei stark homologe Gene der TPC-Familie mit 97,1% Uberein-
stimmung in der Aminosauresequenz entdeckt.

Der SV-Kanal ist in der vakuoldren Membran der Kationenkanal mit der héchsten Ka-
nalleitfahigkeit. Er wird durch cytosolisches Ca?* und depolarisierende Membranspan-
nungen aktiviert und zeigt eine langsame, zeitabhdngige Aktivierungskinetik auf. In
Vicia faba SchlieRzellvakuolen war eine cytoplasmatische Ca®*-Konzentration von 10
M nétig, um SV-Kanéle zu aktivieren (Schulz-Lessdorf und Hedrich, 1995). In den
meisten Publikationen zum SV-Kanal wurde jedoch mit weit hoheren cytoplasmati-
schen Ca’*-Konzentrationen gearbeitet. Ein Anstieg der cytosolischen Ca®*- als auch
Mg?®*-Konzentration verschiebt die Spannungsabhangigkeit des SV-Kanals zu negative-
ren Membranpotentialen (Hedrich und Neher 1987; Schulz-Lessdorf und Hedrich,
1995; Pottosin et al., 1997; Pei et al., 1999; Carpaneto et al.; 2001), was sich positiv auf
die Kanalaktivitat auswirkt. Pei et al. (1999) postulierte zwei hoch affine, der cytosoli-
schen Seite zugewandte Bindestellen des SV-Kanalproteins. Wahrend die erste Binde-
stelle selektiv Ca*-, die zweite Ca**- und Mg**-lonen bindet, wird der SV-Kanal stabi-
lisiert und im offenen Zustand gehalten. Neben cytosolischem Ca®* und Mg®* wurden
reduzierende Verbindungen wie Glutathion oder Dithiothreitol als weitere regulatori-
sche Faktoren des SV-Kanals beschrieben, welche stimulierend auf die Offenwahr-
scheinlichkeit des SV-Kanals wirken (Carpaneto et al., 1999; Scholz-Starke et al.,
2004).

Der SV-Kanal weist gegeniiber den physiologisch relevanten Kationen wie K*, Na’,
NH,*, Ca?* und Mg*", sowie auch gegentiber Ba®*, Rb* und Cs* nur eine schwache Se-
lektivitat auf (Amodeo et al., 1994; Pottosin et al., 2001; Pottosin und Schénknecht,
2007). Die Anionenpermeabilitdt des SV-Kanals ist hingegen zu vernachlassigen (Pot-
tosin et al., 2001).

1.3.2 Calciumtransport an der vakuoliren Membran

In der pflanzlichen Zelle stellt die VVakuole den groRten intrazellularen Calciumspeicher
dar. Calcium ist ein wichtiges Signalmolekiil in der Zelle. Bereits sehr geringe Ande-
rungen in der cytosolischen Ca?*-Konzentration kdnnen sich stark auf die Funktion und
Aktivitdt von Enzymen, regulatorischen Proteinen oder Transportproteinen auswirken.
Aufgrund dessen wird die freie Ca®*-Konzentration im Cytosol genauestens reguliert
und auf einem niedrigem Niveau im Bereich von 10° bis 10° M gehalten (Pottosin und
Schénknecht, 2007), wahrend die freie Ca®*-Konzentration im Apoplasten, sowie in
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intrazellularen Speicherorganellen mit 10° M weitaus héher ist. In der Vergangenheit
wurden zwei unterschiedliche Transportsysteme identifiziert, welche Ca®* aktiv aus dem
Cytoplasma in die Vakuole transportieren. ACA-Pumpen werden direkt Gber ATP ener-
getisiert (Sze et al., 2000), wahrend die CAX-Antiporter (Hirschi et al., 1996; Shigaki
und Hirschi, 2006) Ca** im Austausch gegen H" in das vakuolare Lumen transportieren.
Dabei vermitteln Ca®**-Pumpen der ACA-Genfamilie in Arabidopsis eine Ca?*-
Aufnahme mit hohen Affinitat (K, = 0,2 — 1,0 uM) und Kleiner Transportkapazitat. Da-
gegen weisen H*/Ca®*-Antiporter der CAX-Genfamilie in Arabidopsispflanzen eine
geringere Ca**-Affinitat (K, = “10-15 uM) mit einer hohen Transportkapazitét auf.
Pittman und Hirschi (2003) postulierten aufgrund der unterschiedlichen Ca*'-
Affinitaten, dass die Ca?*-ATPase fiir die Feinabstimmung der Ca**-Konzentration rund
um die Vakuole verantwortlich ist, wahrend CAX-Transporter dagegen bei hohen cyto-
solischen Ca?*-Konzentrationen, wie z. B. bei Ca?*-Signalen, einspringen. Der Ca**
Eintritt aus der Vakuole in das Cytosol kann dagegen passiv iiber Ca**-Kanle erfolgen.
Aufgrund des elektrochemischen Gradienten ist nach dem Offnen der Ca**-Kanale eine
rasche Erhéhung der cytoplasmatischen Ca’*-Konzentration méglich, was auch als
Ca®*-Signal bezeichnet wird. In der Literatur wurden zwei ligandengesteuerte Ca*'-
Kandle in SchlieBzellvakuolen beschrieben. Diese zeigten sich sensitiv fur zyklische-
ADP-Ribose (Leckie et al., 1998) sowie fiir IPg (Inositol Hexaphosphat; Lemtiri-Chlieh
et al., 2003). Ward und Schroeder stellten 1994 den SV-Kanal als Ca**-induced Ca?*
release channel (CICR channel) vor. Dem wurde jedoch in darauffolgenden Arbeiten
heftig widersprochen (Pottosin et al., 1997; Ivashikina und Hedrich; 2005; Ranf et al.,
2008). Der VVCA-Kanal (engl.: voltage-gated Ca®"-channel) wurde von Allen und
Sanders (1994) als weiterer spannungsabhangiger Ca®*-Kanal in der Membran von
Schlie3zellvakuolen genannt, welcher jedoch von Pottosin und Schonknecht (2007) als
SV-Kanal identifiziert wurde.

1.3.3 Anionentransport an der vakuoliren Membran

Wahrend der Stoma6ffnung werden grof’e Mengen von Chlorid- und Malationen in die
SchlielRzellvakuole aufgenommen (Raschke, 1979; MacRobbie 1990), welche als Ge-
genionen fiir die kompartimentierten K*-lonen fungieren. Die Wahl des Gegenions
(Malat oder CI) scheint abhéngig von den Umweltbedingungen zu sein (Talbott und
Zeiger, 1996). Dabei konnen in der pflanzlichen Vakuole sehr hohe Malatkonzentratio-
nen (>300 mM) erreicht werden (Winter et al., 1994). Die Malatkonzentration im Cyto-
plasma dagegen muss gering gehalten werden, da die PEP-Carboxylase durch Malat
inhibiert wird (Schnabl und Kottmeier, 1984b). Beim Stomaschluss kénnen die Anionen
die Vakuole tber Anionenkanéle verlassen. Dies setzt allerdings eine Depolarisierung
der vakuoldren Membran voraus (Roelfsema und Hedrich, 2005). 1996 wurde von Pei
et al. der erste Anionenkanal in SchlieRzellvakuolen beschrieben. Der VCL-Kanal
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(engl.: vacuolar chlorid) zeigte sich permeabel fir Cl'-lonen und Malat. Er wird durch
CDPKSs (engl.: calcium dependent protein kinases) und die Protein Kinase A aktiviert.
VCL-Kanale aktivieren hauptséchlich bei negativem Membranpotential. Der Anionen-
fluss wird dabei unterstiitzt durch das vorliegende vakuolare Membranpotential, was
hauptsachlich durch vakuolare Protonenpumpen (V-ATPase und Pyrophosphatase) ge-
neriert wird. 2007 gelang es den vakuoldren Malatkanal AtALMT9 der ALMT Gen-
Familie (engl.: aluminium-activated malate transporter) zu identifizieren (Kovermann
et al., 2007). Durch heterologe Expression des vakuoldren A. thaliana Kanalproteins in
Xenopus Oozyten und Blattern von Nicotiana benthamiana wurde der Malatkanal cha-
rakterisiert, wobei er neben dem Hauptsubstrat Malat eine schwache Leitfahigkeit flr
Cl'-lonen aufwies. Bei der Verlustmutante Atalmt9 wurde kein klarer Phénotyp offen-
sichtlich. Es wurde deshalb vermutet, dass das Fehlen des Anionenkanals AtALMT9
durch eine hohere Transportaktivitit des Malattransporters AtTDT (Arabidopsis thalia-
na Tonoplast Dicarboxylat Transporter) kompensiert wird (Emmerlich et al. 2003;
Hurth et al., 2005; Kovermann et al., 2007). Neben Malat wurde in der pflanzlichen
Vakuole eine hohe NO3s™-Konzentration von bis zu 50 mM angereichert (Cookson et al.,
2005; Zifarelli und Pusch, 2010). Daflr konnte das AtCLC-a Transportprotein verant-
wortlich sein, welches einen NOs/H" Antiporter in der vakuoldaren Membran von A.
thaliana ausbildet (De Angeli et al., 2006). AtCLC-a ist einer der sieben Mitglieder der
CLC Proteinfamilie (von der Fecht-Bartenbach, 2010).

1.3.4 Protonentransport an der vakuoliren Membran

In der vakuoldren Membran befinden sich zwei verschiedene Protonenpumpen, die V-
Typ H'-ATPase und die Pyrophosphatase (Hedrich et al., 1986 und 1989), welche einen
elektrochemischen Gradienten (ber die vakuoldre Membran aufbauen und das vakuola-
re Lumen anséuern. Der erste Hinweis fiir die Existenz einer V-ATPase im vakuoldren
System wurde im tierischen System gefunden, als Kirshner (1962) zeigte, dass die Auf-
nahme von Catecholaminen abhangig von ATP ist. Die erste pflanzliche ATPase wurde
1973 aus Riubenmikrosomen von Rungie und Wiskich beschrieben. Im Laufe der Zeit
wurden die ATPasen in drei unterschiedliche Familien, den F-, P-, und V-Typ-ATPasen
eingeteilt. Dabei dhneln sich V-Typ- und F-Typ-ATPasen in ihrer Struktur und Funkti-
on (Nishi und Forgac, 2002). F-Typ-ATPasen synthetisieren ATP, wahrend V-Typ-
ATPasen ATP verbrauchen. Hirata et al. (2000) konnten zeigen, dass die Funktion bei-
der ATPasen reversibel ist. Da alle eukaryotischen V-Typ-ATPasen als gemeinsames
Merkmal Protonen unter ATP-Verbrauch in ein anderes Kompartiment transportierten,
wurden die V-Typ-ATPasen auch H*-ATPasen oder auch V-Typ-H'-ATPasen genannt.
Die Entdeckung von Vanadate (D Auzac, 1975; Walker und Leigh, 1981) und Bafilo-
mycin (Bowman et al., 1988) als spezifischer Inhibitor der P-Typ bzw. V-Typ H'-
ATPase machte eine schnelle Zuordnung der Familien moglich.
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Das Protein der VV-ATPase ist aus bis zu 14 Untereinheiten aufgebaut und bildet zwei
Hauptringstrukturen V1 und V, aus (Abbildung 4). Der Vi-Komplex (Untereinheiten A-
H) besitzt eine GroRe von 400-600 kDa, liegt im Cytoplasma und interagiert mit ATP,
ADP oder anorganischem Pyrophosphat (Beyenbach und Wieczorek, 2006). Der fiir den
H*-Transport verantwortliche Vo-Komplex (Untereinheiten a, c, ¢, ¢**, d und e) hinge-
gen ist in die Membran integriert und mit 150-350 kDa bedeutend Kkleiner. V1 weist ei-
nen spharisch aufgebauten Ring aus 2 x 3 Untereinheiten (A, B) auf, welcher die ATP-
Hydrolyse vermittelt. Der Ring ist verbunden mit einem rotierenden Stiel, welcher aus
den Untereinheiten D und F gebildet wird. Diese stehen wiederum in Kontakt mit den
Untereinheiten C, E, G und H, welche peripher die Form eines weiteren Stiels aufzei-
gen. Beide Stiele stellen die Verbindung des V- zum Vo-Komplex dar. Die Unterein-
heiten B und C fixieren den Vi-Komplex durch Bindung an Aktin. Der V,-Komplex
enthalt ebenfalls eine Ringstruktur aus c-Untereinheiten. Zusammen mit den Unterein-
heiten D und F bilden sie den sogenannten ,,Rotor* der V-ATPase. Alle weiteren Struk-
turen werden als ,,Stator* zusammengefasst. In Abbildung 4B ist dargestellt, wie der
Transport von H* iber die Membran zustande kommen kénnte (Beyenbach und
Wieczorek, 2006). Die aus der Hydrolyse von ATP freigesetzte Energie ermoglicht die
Rotation der c-Ring-Untereinheit. Die Untereinheit a bildet einen Halbkanal aus, wo-
riber die Protonen an den c-Ring herangefiihrt, an eine c-Untereinheit gebunden, um
360° gedreht und wieder tber den duBeren Halbkanal der a-Untereinheit in das Lumen
oder den extrazelluldaren Raum entlassen werden. Die Vy- und Vi-Komplexe kdnnen als
zusammengesetzter Komplex oder aber als freie Einzelkomplexe vorliegen. Der Aufbau
und Zerfall steht in einem dynamischen Gleichgewicht, welches bei Insekten oder He-
fen durch extrazelluldare Bedingungen reguliert werden (Kane, 2000).
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Antibiotic inhibitors
A Extracellular fluid B
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Abbildung 4: Model einer eukaryotischen V-Typ-H*-ATPase. Aus Beyenbach und
Wieczorek (2006). Nahere Erl&uterungen siehe bitte Text.
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Fur die V-ATPase wurden in Abhéngigkeit des Zelltyps und des Organismus unter-
schiedliche Stochiometrien, mit 1 H pro ATP (Mdller und Taiz, 2002) bis zu mehr als
3 H" pro ATP (Davies et al., 1994) ermittelt.

Neben der V-ATPase wurde 1975 eine weitere Protonenpumpe an der vakuoléren
Membran, die Pyrophosphatase (H*-PPase) von Karlsson erstmalig beschrieben. Sie
tragt ebenfalls zum Aufbau des H*-Gradienten am Tonoplasten bei. Mittels der Hydro-
lyse von anorganischem Pyrophosphat (PP;) werden H* in das vakuolare Lumen ge-
pumpt. Durch viele Stoffwechselvorgange wie z. B. die Acetylierung des Coenzyms A
wéhrend der Fettsduresynthese, wird PP; in der pflanzlichen Zelle gebildet, was an-
schlieRend als alleinige Energiequelle fir die H*-PPase zur Verfiigung steht (Rea und
Poole, 1986). Im Cytosol wurde eine PP;-Konzentration von 0,2 bis 0,3 mM bestimmt
(Weiner et al., 1987).

In A. thaliana codiert das AVP1-Gen (engl.: Arabidopsis Vacuolar Pyrophosphatase)
fiir die vakuoldre Pyrophosphatase (Sarafian et al., 1992). Das Protein besteht aus 770
Aminosauren mit einer Grofle von 81 kDa (Rea et al., 1992). Daneben beinhaltet das
Arabidopsis Genom das AVP2/AVPLL1 Gen, welches im Golgi-Apparat exprimiert wird
(Mitsuda et al., 2001). Es weist in der Aminoséuresequenz eine Ahnlichkeit von 35% zu
AVP1 auf (Li et al., 2005). Neben der Aufrechterhaltung des vakuolaren pH-Werts wird
AVP1 eine Aufgabe bei der Kontrolle des Auxintransports zugeschrieben (Li et al.,
2005). Inwieweit die Pyrophosphatase eine Rolle bei der SchlieRzellbewegung uber-
nimmt, ist bisher unbekannt.

1.3.5 Zuckertransport an der vakuoliren Membran

In den pflanzlichen Blattern liegt eine hohe Konzentration von Saccharose und aber
auch von Fruktose und Glukose vor (ap Rees, 1994). Diese Zucker erfullen eine Viel-
zahl von Funktionen im pflanzlichen Metabolismus. Wéhrend sie als Energielieferant
zur Verfugung stehen, wird aus ihnen auch Starke und Cellulose gebildet. Zucker sind
dartiber hinaus Ausgangsstoffe fir die Synthese von organischen Verbindungen wie z.
B. Aminosduren oder Carbonsauren (Heldt, 2005). Deshalb muss der Zuckergehalt in
der pflanzlichen Zelle reguliert und in endogenen Organellen wie die Vakuole kompar-
timentiert werden.

Im Genom von A. thaliana wurden mehr als 60 Gene flr potentielle Monosaccharid-
transporter identifiziert (Buttner 2007; Neuhaus 2007), welche Zucker wie Glukose oder
Fruktose (ber die Plasmamembran und diverse Endomembrane verlagern. Dazu zéhlen
auch die vakuolaren Transportproteine TMT1 und TMT2 (engl.: Tonoplast Monosac-
charid Transporter), sowie VGT1 (engl.: Vacuolar Glucose Transporter). TMT1 und
TMT?2 spielen eine wesentliche Rolle wéhrend der pflanzlichen Stressantwort. Wahrend
bei Salzstress das Expressionslevel von TMT1 und TMT2 signifikant zunahm, zeigte
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ausschlieBlich TMT1 auf Kalte eine Erhéhung der Transkriptrate (Wormit et al., 2006).
Analysen der Atvgtl-Verlustmutante deuten darauf hin, dass VGT1 bei der Samenkei-
mung und Blutenausbildung eine wichtige Funktion bernimmt (Aluri und Bdttner,
2007).

Daruber hinaus wurde in der vakuoldaren Membran AtINT1 (engl.: Inositol Transporter)
lokalisiert (Schneider et al. 2008) Das Transportprotein gehort zur Familie der AtINTs
(Abbildung 5), wobei AtINT2 und AtINT4 bereits als plasmamembranstandige Sym-
porter fur den Zuckeralkohol myo-Inositol identifiziert wurden (Schneider et al., 2006,
2007).

Ak AAU42643
V44762 Bacillus
ZP_01201458 ( L \
Rickettsia grylli ,’:,:’Z;’r"‘:g"-:ui ticheniformis

EAY44389
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coaguians

ABIG2162
Granulibacter
bethedensis

XP_001188568 1000
Strongylocentrotus
purpuratus
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Aspergillus
clavatus
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Lo cerevisiae ITR1

EANO2568
Trypanosoma cruzi

BAA143E7
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ABE88239 Medicago truncatula

AADT4897
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0.1 AAFI1432 M. crystallinum ITR2  [CAJ00305 INT3
- @ CAH67351 Oryza sativa €) ABO21769 Ananas comosus

Abbildung 5: Phylogenetischer Baum der INT-Familie von A. thaliana Inositol-
Transportern und verwandten Transportproteinen anderer Spezies. Der Baum ist in
vier verschiedene Bereiche unterteilt: Metazoa und Protozoa links, Pilze rechts,
Bakterien und Archaebakterien oben und Pflanzen mit zwei Untergruppen unten.
Es wurde jeweils die Genbank-Zugangsnummer des Transporters, der Name des
Organismus und eingerahmt der publizierte Name des Transporters angegeben. Die
Abbildung wurde aus Schneider et al. (2008) entnommen.

Fur den Transport des Disaccharids Saccharose weist das Genom weitere neun SUC-
Gene - (SUCROSE TRANSPORTER, Synonym fur SUC: SUT) auf (Sauer et al.,
2004), welche fur putative Saccharosetransporter kodieren (Abbildung 6). Wéhrend
AtSUC6 und AtSUC7 als Pseudogene identifiziert wurden, kodieren AtSUC8 und At-
SUC9 fir funktionsfahige Saccharosetransporter, welche in der Blute von A. thaliana
exprimiert werden (Sauer et al., 2004). AtSUC3 wurde ebenfalls als funktionsfahiger
Saccharosetransporter identifiziert, welcher in Blattern und Stéangeln ausgebildet wird
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(Meyer et al., 2000). Eine klare physiologische Funktion konnte bisher nur drei Trans-
portern der SUC-Familie zugewiesen werden. AtSUCL ist an der Regulation der Ant-
hocyansynthese (Hoth et al., 2010), der Entwicklung der Staubbeutel und dem Pollen-
schlauch (Stadler et al., 1999) beteiligt. Dagegen scheint AtSUC2 eine Rolle bei der
Phloembeladung zu spielen (Schneidereit et al., 2008). AtSUC5 wird im Endosperm
exprimiert und Gbernimmt Aufgaben bei der Samenentwicklung (Baud et al., 2005).
Wahrend die genannten Transportproteine plasmamembranstandig sind wird AtSUC4
als einziges in der vakuolaren Membran exprimiert (Endler et al. 2006; Schneider et al.,
2011). Auch in anderen Pflanzenfamilien wie Brassicaceae, Curbitaceae und So-
lanaceae wurden SUC4-Transportproteine ausschliellich in der vakuolaren Membran
lokalisiert (Schneider et al., 2011). In Arabidopsis-Pflanzen wird AtSUC4 in Vakuolen
des zentralen Wurzelleitgewebes, der Antheren und allen meristematischen Geweben
exprimiert (Schneider et al., 2011).
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Abbildung 6: Phylogenetischer Baum der neun putativen Saccharose-Transporter
von A. thaliana. Aus Sauer et al., 2004.

1.4  Zielsetzung der Arbeit

Die Transpirationsrate und der Gasaustausch einer Pflanze werden durch die Offnungs-
weite der Stomata reguliert. Die pflanzliche Vakuole ist durch Aufnahme und Abgabe
osmotisch aktiver Stoffe maRgeblich am Vorgang der Stomadffnung sowie des
Stomaschlusses beteiligt. Das Wissen tber die Transportvorgange an der vakuoléren
Membran von Schlief3zellen ist jedoch unvollsténdig.

In der vorliegenden Dissertation sollten vor allem der Transport von Protonen, Zuckern
und Kaliumionen am Tonoplasten von A. thaliana erforscht werden:

1. Im ersten Teil der Arbeit sollte der Protonentransport an der vakuoldren Membran
durch die zwei Protonenpumpen, V-ATPase und die H*-Pyrophosphatase niher un-
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tersucht werden. Die V-ATPase ist ein Enzymkomplex, welcher aus zahlreichen
Untereinheiten aufgebaut ist. Mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik sollte die Auswir-
kung des vollstandigen Verlusts der V-ATPase Untereinheit VHA-a, Teil des V-
Komplexes, auf die Funktion der V-ATPase aufgezeigt werden. Daruber hinaus
sollte geklart werden, ob die Pyrophosphatase einen verminderten H*-Transport der
V-ATPase kompensieren kann. Des Weiteren sollte die Bedeutung der V-ATPase an
der vakuoldren Membran von SchlieRzellen mittels Expressionsstudien und Patch-
Clamp-Messungen herausgearbeitet werden.

2. Im Gegensatz zum vakuolaren H*-Transport konnte bislang kein vakuolarer Zucker-
transporter im nativen System von A. thaliana charakterisiert werden. In Kooperati-
on mit Dr. Sabine Schneider (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Norbert Sauer, Friedrich Ale-
xander Universitat Erlangen-Nirnberg) wurden AtSUC4 und AtINT1 als mogliche
Saccharose- bzw. Inositol-spezifische Zuckertransporter an der vakuoldren Memb-
ran identifiziert. Mit Hilfe von Verlustmutanten und Protein lberexpremierenden
Pflanzen sollte der Transportvorgang beider Zuckertransporter an der vakuoldren
Membran mittels Patch-Clamp-Technik elektrophysiologisch beschrieben werden.

3. Der dritte Teil dieser Arbeit hatte zum Ziel, die elektrophysiologische Charakterisie-
rung des nicht-selektiven Kationen-SV-Kanals von A. thaliana weiterzufiihren.
Zahlreiche Publikationen gaben bisher Aufschluss Uber die Regulation des SV-
Kanals durch die Membranspannung sowie diverse cytosolische und vakuoldre Fak-
toren wie z. B. die Ca®*-, Mg**-Konzentration oder der Kaliumgradient. Trotzdem
blieb die physiologische Bedeutung des SV-Kanals bis dato weitgehend unverstan-
den. Untersuchungen am WT sowie der fou2-Mutante von A. thaliana sollten Hin-
weise auf die Lokalisation von luminalen Regulationsstellen des Membranproteins
geben. Erstmalig sollten auch vergleichende Studien des SV-Kanals an Mesophyll-
und SchlieRzellvakuolen von A. thaliana durchgefuhrt werden. Dabei sollte gepruft
werden, ob der SV-Kanal in den beiden unterschiedlichen Gewebetypen ein verédn-
dertes Kanalverhalten auf verschiedene regulatorische Faktoren aufzeigt. Dartiber
hinaus sollte die Rolle des SV-Kanals bei SchlieRzellbewegungen ndher beleuchtet
werden.

17



Material und Methoden Elektrophysiologische Methoden

2 Material und Methoden

2.1  Elektrophysiologische Methoden

2.1.1 Anzucht und Kultivierung von A. thaliana Pflanzen

Die Experimente wurden an Mesophyll- oder Schliel3zellvakuolen von A. thaliana Eco-
typ Columbia-0 (WT) Pflanzen durchgefuhrt. Die Pflanzen wurden auf Einheitserde P
ausgesat und unter Kurztagbedingungen (Tag/Nachtrhythmus von 8:16h, Temperaturen
von 22:16°C) angezogen. Die Luftfeuchte betrug etwa 75%. Als Lichtquellen dienten
Philips Neonréhren mit einer Beleuchtungsstéarke von 800 Ix.

2.1.2 Isolierung von Protoplasten

2.1.2.1 Mesophyllprotoplasten

Fur die Gewinnung von Vakuolen aus Mesophyllgewebe wurde die untere Epidermis
eines Blattes von 4-6 Wochen alten Pflanzen mit Hilfe eines sehr feinen Schmirgelpa-
piers entfernt. Daraufhin wurden die Blatter mit der behandelten Seite nach unten in
eine Petrischale (@ = 35 mm) mit 3 ml Enzymlésung gelegt. Die Enzymldsung enthielt

1% BSA 1 mM CaCl,
0,05% Pectolyase Y-23 (ICN) 10 mM Mes/Tris (pH 5,6)
0,5% Cellulase R-10 (Yakult) 1 =400 mosmol kg™ (D-Sorbitol)

0,5% Mazerozym R-10 (Yakult)

Zum enzymatischen Abbau der Zellwand wurden die Mesophyliblatter fiir 45 min bei
Raumtemperatur auf einem Schttler mit 50 U/min inkubiert. AnschlieRend wurde die
Losung durch ein 50 uM groRes Nylonnetz filtriert und das Protoplasten enthaltende
Filtrat mit 45 ml Waschlésung (1 mM CaCl,, 400 mM D-Sorbitol) aufgefillt. Die Pro-
toplasten wurden in einer Zentrifuge bei 4°C und 100 g fir 10 min ohne Bremse sedi-
mentiert (Beckmann Gs-15R Zentrifuge, Beckmann Instruments Inc., Palo Alto, USA).
Das Pellet wurde dann in 4 ml Waschlgsung aufgenommen und bis zur weiteren Ver-
wendung auf Eis gelagert.
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2.1.2.2 Schlie3zellprotoplasten

Zur Protoplastierung von A. thaliana-SchlieRzellen wurde ein abgeandertes Ubernacht-
protokoll aus Pandey et al. (2002) angewendet. In einem Mixer (MX32, Braun, Kron-
berg, Deutschland) wurden etwa 10 Blatter von 6-8 Wochen alten Arabidopsispflanzen
fir 2 mal 90 s in eiskaltem Wasser gemixt, die Gewebefragmente mit Hilfe eines 250
UM Nylonnetzes gesammelt und auf dem Nylonnetz mit eiskaltem Wasser gespilt. Die
Gewebestreifen wurden in 3 ml folgender Enzymlésung Gberfihrt und 18 h bei 16-18°C
ohne Schutteln inkubiert.

0,65% Cellulase R10 (Serva, Heidelberg, D) 5 mM Ascorbinsdure

0,35% Mazerozym R10 (Serva, Heidelberg, D)  0,05% Kanamycinsulfat

0,25% BSA 10 mM Mes/Tris (pH 5,6)

0,05 mM KClI =400 mosmol kg™ (D-Sorbitol)
0,05 mM CaCl,

AnschlieBend wurden die SchlielRzellprotoplasten durch leichtes Schitteln (50U/min)
aus dem aufgelockerten Zellwandgerust herausgeldst. Die Schlie3zellprotoplasten wur-
den mit Waschpuffer (1 mM CacCl,, 400 mM D-Sorbitol) durch ein Nylonnetz mit 100
MM Maschenweite gespilt und durch Zentrifugation aufkonzentriert. Die Zentrifugati-
onsparameter entsprachen denen der Herstellung von Mesophyllprotoplasten (Kap.
2.1.2.1), die Zentrifugationsdauer wurde jedoch auf 20 min verlangert. Unmittelbar
nach dem Zentrifugieren war es wichtig den Uberstand zu dekantieren, um ein erneutes
Aufsteigen der sehr kleinen Schlie3zellprotoplasten zu verhindern. Die Zellen wurden
auf Eis gelagert und mussten mindestens 1 h vor den Patch-Clamp-Experimenten in
saubere Messkivetten mit 50 pl Waschlésung tberfuhrt werden, damit sie sich auf dem
Glas der Messkuvette ablagerten.

2.1.3 Freisetzung der Vakuolen aus Protoplasten

Die Vakuolen wurden aus den Protoplasten mit Hilfe eines hypoosmotischen Schocks
freigesetzt. Dazu wurden die Mesophyllprotoplasten in die mit Lysispuffer angefillte
Messkammer Uberfuhrt. Nach etwa 10 min Inkubation wurde der Lysispuffer wieder
gegen die jeweilige externe Messlosung ausgetauscht. Bei den vorbereiteten, abgelager-
ten SchlieRzellprotoplasten wurde der Lysispuffer fiir 12 min tber ein Perfusionssystem
direkt in der Messkammer gespult. Der Lysispuffer enthielt:

10 mM EGTA
10 mM Hepes /Tris (pH 7,4)
= 200 mosmol kg™ (D-Sorbitol)
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2.1.4 Patch-Clamp-Experimente

2.1.4.1 Patch-Clamp-Technik

Mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik ist es moglich, das elektrische Verhalten von
membranstandigen Proteinen zu charakterisieren. Die Patch-Clamp-Technik wurde
1976 erstmals von Erwin Neher und Bert Sakmann vorgestellt. Fir ihre Arbeit zur
Funktion einzelner zellularer lonenkanéle erhielten sie 1991 den Nobelpreis. Die Tech-
nik erhielt ihren Namen von der Umschlielung eines einzelnen Membranflecks (engl.:
patch) mit der Patch-Pipette, wobei die Membran bei einer bestimmten Spannung ge-
klemmt (engl.: clamp) wird.

2.1.4.2 Aufbau des Messplatzes

Der Messplatz bestand aus einem tber Druckluft schwingungsgedampften Tisch. Dieser
wurde von einem Faraday’schen Kéfig umgeben, der vor elektrostatischen Einfllissen
aus der Umgebung abschirmte. Auf dem Tisch war ein inverses Mikroskop angebracht,
das eine Halterung fir die Messkuvette aufwies. Um wéhrend den Messungen die lo-
nenkonzentration konstant zu halten, wurde die Messkivette permanent mit Badldsung
durchspult. Dafiir wurde mit Hilfe von Peristaltikpumpen eine konstante Durchflussrate
von 100-150 pl/min eingestellt.

Um definierte Spannungen an die vakuoldre Membran anlegen zu kénnen, wurde ein
EPC-7 Patch-Clamp-Verstarker von HEKA (Lambrecht, Deutschland) fur Messungen
an Mesophyllvakuolen verwendet. Das analoge Signal wurde 10 kHz vorgefiltert und
zusétzlich durch einen ,,low-pass “ Bessel-Filter mit 5 kHz bei Ganzzellableitung bzw.
mit 1 kHz bei Einzelkanalmessungen und 40 Hz bei Messungen an Zuckertransportern
gefiltert. Die Daten wurden mit Hilfe eines DA/AD-Wandlers (ITC-16; Instrutech
Corp., Elmont, NY, USA) digitalisiert und mit einem Computer der Firma Maxdata
(Marl, Deutschland) gespeichert.

Fur Experimente an Schliel3zellvakuolen wurde ein EPC-10 Verstérker von Heka her-
angezogen. Dieser war an einen TIB 14S Wandler gekoppelt, welcher die Daten an ei-
nen Lenovo-Computer Ubertrug. Das ankommende Signal wurde 10 kHz mit einem
analogen 3-Pol-Filter vorgefiltert und anschlie}end mit einem zweiten in Serie geschal-
teten 4-Pol-Filter gefiltert (5 kHz bei Ganzzellableitung, 1 kHz bei Einzelkanalmessun-
gen).

Datenpunkte wurden bei Ganzzellmessungen von Schlie3zellvakuolen alle 200 us, bei
allen weiteren Ganzzellmessungen alle 500 ps aufgezeichnet. Bei den Einzelkanalexpe-
rimenten mit 14-3-3 Proteinen (Kap. 3.4.2) wurde alle 100 ps ein Datenpunkt registriert.
Fir alle weiteren Einzelkanalmessungen wurde eine Aufnahmerate von 50 us gewabhlt.
Bei Messungen mit dem EPC-7 Patch-Clamp-Verstarker wurde Pulse (Heka Elektronik,
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Lambrecht, Deutschland) als Softwareprogramm verwendet, wahrend der EPC-10 auf
Patchmaster (Heka Elektronik, Lambrecht, Deutschland) als Softwareprogramm zu-
riickgriff. Uber Pulse bzw. Patchmaster wurden Spannungspulse generiert, die tiber die
Messpipette auf die Membran (bertragen wurden. Die Messpipette, die an den Vorver-
starker gekoppelt war, wurde mit Hilfe eines Grob- und Feinmanipulators von rechts an
die Vakuole herangefiihrt. Darliber hinaus wurde eine zuséatzliche Perfusionspipette an
der linken Seite des Messplatzes platziert, welche eine genaue Applikation von Substra-
ten direkt an die Vakuole ermdglichte.

2.1.4.3 Messprinzip

Bei der Patch-Clamp-Technik wird die Membran im Voltage-Clamp-Modus (Span-
nungsklemme) bei einer bestimmten Spannung geklemmt und die dariiber abfallenden
Strome gemessen. Dies geschieht, indem Anderungen in der Kommandospannung Vemg
registriert werden und entsprechend solange Strom injiziert wird, bis die Spannungsén-
derung kompensiert ist. Dabei stellt der Patch-Clamp-Verstéarker einen speziellen Typ
von Rickkopplungsverstarker dar. So kénnen abfallende Spannungen z. B. durch ver-
anderte Kanalaktivitaten ausgelost werden. Der ben6tigte Kompensationsstrom wird in
den Voltage-Clamp-Messungen dargestellt und aufgezeichnet. Ein stark vereinfachtes
Schaltbild eines Patch-Clamp-Vorverstarkers ist in Abbildung 7 zu sehen.
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Abbildung 7: Vereinfachtes Schaltbild eines Patch-Clamp-Vorverstérkers. OPA:
Operationsverstarker, + / -: Eingangsspannungen am Operationsverstarker, Ry
Rickkopplungswiderstand, Ugsy: Kommando- oder Sollspannung, U,;,: Pipettenpo-
tential, U, Ausgangsspannung proportional zum Strom. (Numberger und Drag-
uhn, 1996)

Der Operationsverstarker OPA gibt am Ausgang eine Spannung vor, die proportional
zur Differenz der Eingangsspannungen Usy (+) und der Pipettenspannung Uy, (-) ist,
allerdings extrem verstarkt. Es liegen also unterschiedliche Spannungen an Punkt 1 und
Punkt 2 an, so dass ein Strom durch den Rickkopplungswiderstand R; flieRen muss. An
R entsteht eine Spannung proportional zum Strom (Us = R¢* ). Der Strom kann nur in
die Pipette flieRen, jedoch nicht in den Operationsverstarker, da er einen sehr hohen

21



Material und Methoden Elektrophysiologische Methoden

Eingangswiderstand hat. Der Strom dndert das Potential an Punkt 1 und fliel3t solange
weiter, bis die Differenz an den beiden Eingangen + und — aufgehoben ist. Aufgrund
des Funktionsprinzips wird der Vorverstarker auch als Strom-Spannungs-Wandler be-
zeichnet.

2.1.4.4 Herstellung von Elektroden, Patch- und Perfusionspipetten

Bei der Patch-Clamp-Technik finden eine Mess- und eine Referenzelektrode Verwen-
dung. Diese wurden aus 0,5 mm starken Silberdrahten (WPI, Sarasota, USA) gefertigt
und elektrolytisch in 1 M KCI-L6sung mit einer AgCI-Schicht uberzogen.

Ag+Cl — AgCl+¢ [1]

Um eine konstante Chloridionenkonzentration der Badldsung sicherzustellen, wurde die
Referenzelektrode mit einem Polyvenylschlauch uberzogen, der eine 3 M KCI-L6sung
enthielt. Dieser wurde mit einem Agarpfropfen (3 M KCI, 2% Agarose) verschlossen,
um ein Auslaufen und damit eine Kontamination der Badldsung zu verhindern.

Die Patchpipetten und zusatzlichen Perfusionspipetten wurden aus Borosilikatglas-
Kapillaren hergestellt (1,5-1,8 x 70 mm, Kimax-51, Kimble Products, Vineland, N.Y.,
USA). Zuerst wurden die Kapillaren auf der Innenseite mit einem Silikonfilm (Sigma-
cote®, Sigma, Miinchen, Deutschland) beschichtet, und anschlieBend in einem Pipetten-
ziehgerat (Narishige PP-83, Narishige Scientific Instruments, Tokyo, Japan) zu zwei
zugespitzten Pipetten gezogen.

Fur die Experimente wurden Patchpipetten hergestellt, die einen Widerstand von 3-12
MQ in den jeweiligen Losungen aufwiesen. Mit Hilfe einer Microforge-Apparatur
(Zeiss 1D03, Zeiss, Jena, Deutschland) wurden sie zuerst bis kurz vor der Spitze mit
einer hydrophoben Silikonmasse (Sylgard® 184 silicon elastomer kit, Dow Corning
Corporation, Midland, MI, USA) (berzogen. Anschlielend wurden die Pipettenspitzen
an einem feinen Platin-Iridium-Draht hitzepoliert und damit die Rénder der Pipetten-
spitze rundgeschmolzen.

2.1.4.5 Seal- und Messkonfigurationen

Die Patch-Clamp-Technik ermdglicht das Ausbilden verschiedener Messkonfiguratio-
nen (Abbildung 8). Um die Etablierung der jeweiligen Konfiguration elektrisch verfol-
gen zu konnen, wurde ein fortlaufender Testpuls von U = +/- 10 mV Uber die Patchpi-
pette angelegt. Durch die gemessene Stromamplitude | kann der Patchpipetten-
Widerstand Ry, Uber das Ohm’sche Gesetz, bezogen auf die Bad- und Pipettenlésung
berechnet werden.
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Die Patchpipette wurde auf die Membran aufgesetzt und leicht angedriickt. Durch An-
legen eines geringen Unterdrucks konnte ein hoher Abdichtwiderstand zwischen der
Pipette und der Membran ausgebildet werden. Dieser Widerstand bewegte sich im Be-
reich von einem bis mehreren GQ (10° Ohm), weshalb dies auch als die Ausbildung
eines ,,Gigaseals* (engl.: seal = Abdichtung) bezeichnet wird. Man befindet sich nun in
der Cell-attached-Konfiguration, wobei das Membranstiick unterhalb der Pipette von
der Umgebung elektrisch isoliert ist. Der elektrische Zugang zur gesamten Membran-
oberflache (Whole-cell-Konfiguration) wurde durch einen elektrischen Impuls von +/-
800 mV und/oder durch Anlegen eines kurzen Saugpulses an die Membran erreicht.
Dabei wurde die Membran unterhalb der Pipettenspitze zerstort und die Zellinnenlésung
mittels Diffusion durch die Pipettenldsung ersetzt. Das vorsichtige Zurlickziehen der
Patchpipette aus der Ganzzellableitung fihrt zum AbreiRen und Refusionieren der an
der Pipette verbleibenden Membranfragmente in der urspriinglichen Membranorientie-
rung. Die Badlésung in der sogenannten Outside-out-Konfiguration entspricht dabei
dem extrazellularen Raum. Bei der Inside-out-Konfiguration ist die luminale Oberflache
dem Badmedium zugewendet, die extrazellulare Oberflache dem Pipettenmedium. Es
besteht also eine umgekehrte Membranorientierung. Diese Konfiguration kann erreicht
werden, indem die Patchpipette aus der Cell-attached-Konfiguration axial abgezogen
und ein kleines Stiick aus der Membran heraus gerissen wird.

Bei Messungen an Endomembrane, wie z. B. dem Tonoplast werden die Messkonfigu-
rationen konvertiert, da das vakuolare Lumen als extrazellulares Kompartiment und das
Cytosol als intrazellulares betrachtet wird. In der vorliegenden Arbeit wurden die Expe-
rimente in der Whole-vacuolar-Konfiguration und der Outside-out-Konfiguration
durchgefuhrt. Dabei war bei beiden Konfigurationen die cytosolische Membranseite
dem Badmedium zugewandt und die vakuoldre Membranseite der Pipettenldsung.
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Abbildung 8: Messkonfigurationen der Patch-Clamp-Technik. In der Abbildung
sind die vier Messkonfigurationen der Patch-Clamp-Technik Cell-attached, Whole-
Cell, Outside-out und Inside-out und ihre Einstellung in der Praxis aufgezeigt
(Numberger und Draguhn, 1996). Die hier dargestellten Messkonfigurationen be-
ziehen sich auf die Plasmamembran und massen bei Endomembrane wie z. B. dem
Tonoplasten konvertiert werden.

2.1.4.6 Elektrische Eigenschaften der makroskopischen-Stromableitung

Biomembrane bestehen aus einer Doppellipidschicht mit eingelagerten Transportprotei-
nen. Aufgrund der elektrischen Eigenschaften werden sie als parallel geschalteter Wi-
derstand und Kondensator betrachtet. Wird tber die Patchpipette die Spannung Uber der
Membran instantan gedndert, findet eine Umladung der Membrankapazitaten statt. Die
kapazitiven Strome, die an der Glaswandung der Patchpipette auftreten, wurden durch
Beschichtung der Glaskapillare mit Silikonelastomeren (Kap. 2.1.4.4) mdglichst gering
gehalten. Das Auftreten der kapazitiven Strome konnte anhand der dargestellten Stro-
mantwort auf den Testpuls von U = +/- 10 mV beobachtet werden und manuell beim
EPC7-, bzw. softwaregesteuert beim EPC10-Verstarker kompensiert und quantifiziert
werden. Die ermittelten Werte fiir die Membrankapazitit C, wurden in der Datenanaly-
se zur Normierung der gemessenen Stréme auf die Membranoberflache genutzt. Dies ist
moglich, da die spezifische Membrankapazitdt von Biomembranen nach Hille (1992)
ca. 1 uF cm™ entspricht. Die Membrankapazititen Cy, einer Mesophyllvakuole lagen
zwischen 10 und 90 pF, was einem Vakuolen-Durchmesser von 18-53 um entspricht.
Im Vergleich dazu lag die Kapazitat von Schliel3zellvakuolen bei nur 0,5-1,5 pF, und
damit deren Durchmesser lediglich bei 2-3,5 pum.

Die Patchpipette ist in der Whole-Vacuole-Konfiguration leitend mit dem Zellinneren
verbunden. Zwischen dem Silberdraht und der Zelle liegt ein Serienwiderstand Rs an
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(Abbildung 9), der im besten Falle dem Pipettenwiderstand entspricht. Beim Durch-
bruch der Membran in die Whole-Vacuole-Konfiguration kénnen allerdings Membran-
fragmente und anderes Zellmaterial in die Pipetten6ffnung gesaugt werden, die den Se-
rienwiderstand erhéhen. Wenn der Serienwiderstand zu groR ist, kommt es zu einem
starken Abfall der Membranspannung an der Pipettenspitze und die Messung sollte ab-
gebrochen werden.

Pipette

Zellmembran R,

Membranfragmente

Abbildung 9: Schaltbild der makroskopischen Stromableitung. R,: Membranwi-
derstand, C,: Membrankapazitat, Rs: Serienwiderstand. (Numberger und Draguhn,
1996)

2.1.5 Vorzeichenkonvention

Bei Spannungsklemmen-Experimenten mit Zellmembranen bezieht sich das Membran-
potential immer auf die cytosolische Seite. Das Potential der MembranaufRenseite (ext-
razellulére Potential) wird dabei auf Null gesetzt. Bei Messungen an isolierten VVakuo-
len wird das Vakuolenlumen seit 1992 als Extrazellularraum angesehen und somit das
Potential auf der cytosolischen Seite relativ zur vakuoldren Seite angegeben (Bertl et al.
1992). Unter Berucksichtigung der verwendeten Konvention fiir die durchgefihrten
Spannungsklemmen-Messungen entspricht ein positiver Strom einem Ausstrom von
Kationen aus dem Cytosol, bzw. einem Einstrom von Anionen in das Cytosol. Ein nega-
tiver Strom ist hingegen als Einstrom von Kationen in das Cytosol bzw. als Ausstrom
von Anionen aus dem Cytosol zu interpretieren. Wird eine negative Spannung an die
Membran angelegt, ist das Potential im Cytosol negativ gegenlber dem vakuoldren
Lumen.

2.1.6 Bestimmung des Liquid-Junction-Potentials

Das Offset-Potential (V) des Patch-Clamp-Verstarkers wird nach dem Eintauchen der
Patchpipette in die Badlosung und vor dem Aufsetzen auf die Membran abgeglichen
und somit auf 0 mV gesetzt. Dabei wird vorgegeben, dass zwischen der Pipette und der
Badelektrode kein Strom flieRt. Offset-Potentiale kénnen an Ubergéngen innerhalb der
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Messkette entstehen. Dabei sind Polarisierungen an der Silber/Silberchlorid-Elektrode
und Ubergangspotentiale zwischen verschiedenen Losungen, sogenannte Diffusionspo-
tentiale von Bedeutung. Das Diffusionspotential oder Liquid-Junction-Potential (V)
entsteht an der Grenzflache von zwei unterschiedlichen Elektrolytlésungen und ist ab-
hangig von den Konzentrationen und der Mobilitat der lonen. Werden identische L6-
sungen in der Pipette und dem Bad verwendet, kann sich kein Diffusionspotential auf-
bauen. Nach Erreichen des Gigaohm-Abdichtwiderstandes féllt das Diffusionspotential
zwischen Bad- und Pipettenlosung weg. Aufgrund der anfanglichen durchgefihrten
Offset-Kompensation stimmt somit die an der Membran anliegende Spannung (Ur,) bei
Gebrauch von unterschiedlichen Ldsungen nicht mehr mit der applizierten Komman-
dospannung (Ucmg) Uberein. Deshalb ist vor dem Ausbilden des Gigaohm-
Abdichtwiderstandes das ermittelte Liquid-junction-Potential elektronisch mit dem Off-
setpotential zu verrechnen, sodass das echte Nullstrompotential anliegt. Zu diesem
Zweck wurde das Liquid-junction-Potential experimentell bestimmt, das +6,5 mV (Pi-
pette: 150 mM NaCl / Bad: 30 mM KCI) bzw. -1,4 mV (Pipette: 150 mM KCI / Bad: 30
mM NaCl) betrug. Die Kommandospannung wurde unter diesen Bedingungen entspre-
chend der folgenden Gleichung Kkorrigiert:

Um = Uemd - Urp [3]

2.1.7 Spannungspulsprotokolle

Der Widerstand und damit der Offnungsdurchmesser der Patchpipette, sowie der Ab-
dichtwiderstand zwischen Pipette und Membran konnte durch Applizieren eines Test-
pulses aufgezeigt und Uberprift werden (Kap. 2.1.4.5). Die beim Seal-Prozess auftre-
tenden schnellen kapazitiven Strome konnten manuell bzw. elektronisch kompensiert
werden. Der Ubergang in die Whole-vacuole-Konfiguration wurde durch die Zunahme
von langsamen kapazitiven Stromen angezeigt, die ebenfalls kompensiert wurden. Der
Zeitpunkt des Ubergangs in die Whole-vacuole-Konfiguration wurde als t = 0 festgelegt.
Daraufhin wurde das Kanalverhalten des SV-Kanals in der Ganzzellableitung anhand
von verschiedenen Spannungspulsen und der resultierenden Stromantworten untersucht.
Dabei wurden Einfach- und Doppelspannungspulsprotokolle verwendet, die in den
nachfolgenden Kapiteln beschrieben werden. Zuséatzlich wurden Patch-Clamp-
Messungen an Einzelkanalen in der Outside-out-Konfiguration durchgefiihrt. Der Uber-
gang in die Outside-out-Konfiguration wurde hier als t=0 festgelegt. Fir die Aufzeich-
nung der Einzelkanalereignisse wurde die vorgegebene Spannung stets konstant gehal-
ten. Genaue Angaben tber die angelegte Spannung und die Zeitdauer der einzelnen Pul-
se sind den jeweiligen Ergebnisteilen zu entnehmen.
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2.1.7.1 Einfachspannungspulsprotokolle

Ein Einfachspannungspulsprotokoll bestand aus drei Segmenten. Ausgehend von der
Haltespannung (Uy), bei der die Kanéle im geschlossenen Zustand vorlagen, wurde zu
verschiedenen Messspannungen (Uym) zur Aktivierung der Kanéle gesprungen. An-
schlielend wurde wieder die Haltespannung angelegt, um die Kanéle erneut in den ge-
schlossenen Zustand zu Uberfuhren. Diese Pulsabfolge wurde in Intervallen von 10 s
durchgefuhrt. Dies sollte gewahrleisten, dass die SV-Kanéle bis zum folgenden Span-
nungspuls wieder in den urspriinglichen Aktivitatszustand vorlagen. Die Messspannung
(Unm) wurde bei jeder Wiederholung um 10 mV bzw. 15 mV erhoht, was im Ergebnisteil
angegeben wird.

Uy

Abbildung 10: Einfachspannungspulsprotokoll. Ausgehend von einer Haltespan-
nung Uy wurde die Messspannung Uy, instantan angelegt. AnschlieBend wurde er-
neut die Haltespannung Uy appliziert. Die Zeitdauer der angelegten Messspannung
Uwm wurde den jeweiligen Experimenten angepasst.

2.1.7.2 Doppelspannungspulsprotokoll

Doppelspannungspulsprotokolle zeichneten sich durch ein zusétzliches Pulssegment,
der Vorpulsspannung Uy, aus. Diese Spannung sollte eine ausreichende Anzahl an Ka-
nalen in den aktiven Zustand tberfiihren, bevor die eigentliche Messspannung Uy ange-
legt wurde. Anhand dieses Doppelspannungspulsprotokolls konnte z. B. das Umkehrpo-
tential bei langsam deaktivierenden Kandlen ermittelt werden.
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U\'p

Uy Un

Abbildung 11: Doppelspannungspulsprotokoll. Nach Anlegen einer Haltespannung
Uy wurden die Kandle Gber einen depolarisierenden Vorpuls Uy, aktiviert. Darauf-
hin wurden verschiedene Messspannungen zur Kanal-Deaktivierung angelegt, be-
vor man wieder zur Haltespannung zurlickkehrte.

2.1.8 Datenauswertung

2.1.8.1 Bestimmung der Einzelkanalleitfahigkeit

Zur Ermittlung der Einzelkanalleitfahigkeit eines lonenkanals wurden Einzelkanaler-
eignisse bei verschiedenen Membranspannungen aufgezeichnet und die jeweilige Ein-
zelkanalamplitude i ermittelt (Abbildung 12).

- <~ Kanal offen

Einzelkanalamplitude

d’i - Kanal geschlossen

0.1s

Abbildung 12: Einzelkanalereignisse in Mesophyllvakuolen. Einzelkanal-
Fluktuationen des SV-Kanals bei einer Membranspannung von +30 mV gemessen
in der Outside-out-Konfiguration.

Dazu wurde das Analyseprogramm TAC V3.0 (Bruxton Corporation, Seattle, WA,
USA) verwendet. Die Einzelkanalereignisse wurden per Hand ermittelt und Uber ein
Amplitudenhistogramm ausgewertet. Die Einzelkanalstrom-Amplituden wurden an-
schlieBend gegen die Spannung aufgetragen (Abbildung 13). Die Abhangigkeit der
Stréme i von der Spannung wurde (ber eine lineare Geradengleichung (y = mx+b) be-
schrieben, aus deren Steigung m die Einzelkanalleitfdhigkeit y des Kanals ermittelt
werden konnte.
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Abbildung 13: Ermittlung der Einzelkanalleitfahigkeit. Die Stromamplituden i
wurden gegen die jeweilige angelegte Spannung U aufgetragen. Anhand der Gera-
densteigung m kann die Einzelkanalleitfahigkeit y des Kanals bestimmt werden.

2.1.8.2 Bestimmung der absoluten Offenwahrscheinlichkeit

Fur die Bestimmung der absoluten Offenwahrscheinlichkeit wurden Einzelkanalspuren
(Abbildung 14, rechts) flr eine Zeitdauer von mindestens 30 s aufgezeichnet.

0.2s

1500 1000 500 0
Anzahl der Punkte pro Bin

Abbildung 14: Bestimmung der absoluten Offenwahrscheinlichkeit ber Amplitu-
denhistogramme. Die Einzelkanalfluktuationen (rechts) wurden bei +30 mV aufge-
zeichnet. Darauf aufbauend wurde ein Amplitudenhistogramm (links) erstellt, aus
dem hervorgeht, wie haufig die Kandle geschlossen bzw. gedffnet waren.

Die Anzahl der Ereignisse wurden mit Igor Pro Version 5.0 (Wavemetrics Inc., Lake
Oswego, USA) durch ein All-point-Amplitudenhistogramm dargestellt (Abbildung 14,
links) und - wie in Bertl und Slayman (1990) beschrieben - die absolute Offenwahr-
scheinlichkeit P, Uber die folgende Formel berechnet:

Po=(A1+2A;+3As+ ... tnAp) /n(Ag+ Ar+ Ay + Az +... + Ap) [4]
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Dabei stellt Ag, A1, Ay, As, ..., A, die Flache unter dem zweiten, dritten, n-ten Peak dar,
welche fiir die Grundlinie (alle Kandle sind geschlossen), ein, zwei, drei oder n offenen
Kandlen steht. Die Flachen der jeweiligen Peaks wurden durch Integration mit Hilfe
von Igor Pro Version 5.0 (Wavemetrics Inc., Lake Oswego, USA) bestimmt.

2.1.8.3 Bestimmung der relativen Offenwahrscheinlichkeit

Um die relative Offenwahrscheinlichkeit (rel. P,) des SV-Kanals zu bestimmen, wurden
Einfachspannungspulse (Kap. 2.1.7.1) an die Membran angelegt. Diese sollten die ge-
schlossenen Kandle aktivieren, bis sich die Kanalpopulation in einem fiir die jeweilige
Spannung charakteristischen Gleichgewichtszustand (engl.: steady state) vorlagen. An-
schlieend wurde eine hyperpolarisierende Spannung (meist die Haltespannung Uy)
instantan appliziert, bei der die Kanéle erneut in den geschlossenen Zustand Uberflhrt
wurden und somit relaxierende Strome auftraten. Deren instantane Stromamplitude wird
dabei als Tail-Strom Iy bezeichnet (Abbildung 15). Da die Anderung der treibenden
Kraft fiir den lonenfluss bei Rickkehr zur Haltespannung unmittelbar erfolgt, und das
Schaltverhalten der Kandle (z. B. SchlieBen der Kandle) jedoch zeitabhéngig verlauft,
kann die relative spannungsabhangige Offenwahrscheinlichkeit der Kanédle G/Gpax(Um)
= P/Pmax(Um) = rel. Py (Unm) bei einer bestimmten Spannung Uy Uber den Tail-Strom
(lait) bei einer nachfolgenden konstanten, deaktivierenden Membranspannung ermittelt
werden (Abbildung 15). Die Tailstrome werden an der markierten Stelle bestimmt und
auf die maximale Offenwahrscheinlichkeit normiert.

l(,ileicl‘lge\\ icht

Abbildung 15: Tail-Strome des SV Kanals: Abgebildet sind die Stromantworten
des SV-Kanals auf mehrere depolarisierende Einfachspannungspulse im Bereich
von -80 bis +100 mV. Die Spannungspulse wurden in 15 mV Schritten erhéht.
Zum Pulsende hat sich ein Gleichgewichtszustand im der Stromamplitude einge-
stellt (Igieichgewicht). Die Tail-Strome Iy (rechts unten vergroBert dargestellt), indu-
ziert durch die Ruckkehr zur deaktivierenden Haltspannung von -60 mV, wurden
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an der rot markierten Stelle abgegriffen und deren Amplitude in Abhéngigkeit von
der vorhergehenden depolarisierenden Spannung Uy bestimmt.

Nach Auftragung der Tailstrome I, gegen die Messspannung Uy, wurden die Werte
mit einer einfachen Boltzmann-Funktion beschrieben:

rel. Po(Um)=s*(1/(1+exp(-z*(Um-U1)/(F/RT)))) [5]

Nach Normierung der ermittelten Werte auf die maximale Leitfahigkeit G/Gmax kann
der Sattigungswert (s), die apparenten Elementarladungsaquivalente (z) und die Span-
nung Uy, bei halbmaximaler relativer Offenwahrscheinlichkeit aus der Boltzmanvertei-
lung ermittelt werden.

2.1.8.4 Bestimmung des Gleichgewichtsstroms

Beim Gleichgewichtsstrom (I, engl.: steady state) sind immer eine gleiche Anzahl von
Kanélen in der Membran aktiv. Dabei wird der Gesamtstromfluss (lges) Von der Anzahl
der in der Membran vorliegenden Kanéle N, die von der Spannung U und dem Nernst-
Potential Ex abhéngigen Einzelkanalstromamplitude (i(U-Ex)) sowie der spannungsab-
hangigen Offenwahrscheinlichkeit der Kanéle (Po(U)) bestimmt:

lges = N * i(U-E,) * Po(U) [6]

Nach Anlegen von Einfachspannungspulsen (Kap. 2.1.7.1) an die Membran wurde der
gemittelte und auf die GroRe der Zelle normierte Gleichgewichtsstrom I (Abbildung
16A) gegen die applizierte Spannung zu einer Strom-Spannungs-Kennlinie (Abbildung
16B) aufgetragen.

(A) (B)
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Abbildung 16: Gleichgewichtsstrome des SV-Kanals. (A) Stromspuren des SV-
Kanals auf Einfachspannungspulse. Die Gleichgewichtsstrome wurden rot mar-
kiert. (B) Strom-Spannungs-Kennlinie des SV-Kanals. Die auf die Grol3e der Zelle
normierten Gleichgewichtsstréme wurden gegen die jeweilig angelegte Messspan-
nung aufgetragen.
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2.1.8.,5 Bestimmung des Umkehrpotentials

Das Gleichgewichtspotential (Urey) gibt die Spannung an, bei der kein Strom mehr zwi-
schen zwei Kompartimenten flieSt und sich der lonen-Influx und —Efflux ausgleicht.
Fur Kaliumionen kann dieses Gleichgewichtspotential Exaium theoretisch mit Hilfe der
Nernst-Gleichung ermittelt werden, wenn der lonenkonzentrationsgradient tber die
Membran bekannt ist:

R*T K 7
Exalium =—*In —duften [ ]

+
zZxF Kinnen

Dabei steht R fur die allgemeine Gaskonstante, T flr die absolute Temperatur, z fur die
Wertigkeit des lons und F fiir die Faraday-Konstante. Das Nernstpotential Eajium &ndert
sich linear mit der absoluten Temperatur (T) und logarithmisch mit dem Verhéltnis der
lonenkonzentrationen der inter- und extrazelluléren Seite.

Das Umkehrpotential dagegen wird experimentell bestimmt. Dafur wurden die Kanale
- wie beim Doppelspannungspulsprotokoll (Kap. 2.1.7.2) beschrieben - voraktiviert.
AnschlieBend wurden unterschiedliche Spannungen appliziert, die nahe dem Umkehr-
potential lagen. Bei der Analyse des Umkehrpotentials wurde wie auch bei der relativen
Offenwahrscheinlichkeit die Eigenschaft der lonenkandle ausgenutzt, langsam mit einer
Deaktivierung auf eine Spannungsanderung zu reagieren. In einem definierten Zeitin-
tervall At wurde die Steigung der relaxierenden Tail-Strome (lii1) analysiert (Abbildung
17A) und gegen die applizierte Messspannung Uy, aufgetragen (Abbildung 17B). Der
Schnittpunkt der Ausgleichsgerade mit der x-Achse zeigt das Umkehrpotential (Uye) an.
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Abbildung 17: Bestimmung des Umkehrpotentials. (A) Dargestellt sind die Tail-
Strome (lii) der SV-Kanile nach deren Voraktivierung. Im Zeitintervall At wurde
die Steigung (Slope) der relaxierenden Strdme bestimmt. (B) Die ermittelte Stei-
gung wurde gegen die Spannung aufgetragen und die Punkte nahe der x-Achse mit
einer Geradengleichung interpoliert. Der Schnittpunkt der x-Achse gibt das Um-
kehrpotential (U,,) an.
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Liegt das experimentell ermittelte Umkehrpotential im Vergleich mit dem berechneten
Nernstpotential nahe zusammen, ist dies einen Hinweis darauf, dass der Kanal fur das
lon permeabel ist.

2.1.9 Bestimmung der relativen Permeabilititen

Die relative Permeabilitat fur einwertige Kationen Pna'/Px” wurde unter der Annahme
von biionischen Bedingungen aus den Umkehrpotentialen Uy, mit Hilfe der Goldman-
Hodgin-Katz Spannungsgleichung (Goldman, 1943) berechnet.

P [Na'] +P K"

U,., = (RT/F)*In il a+]**+ il +]a
Py [Na ]+ P [K ] [8]
Die relativen Permeabilitaten des SV-Kanals fir Pc,?*:Px" wurden ebenso mit der
Goldman-Hodgin-Katz Spannungsgleichung (Goldman, 1943) berechnet. Fairley-

Grenot und Assmann (1992) modifizierten diese Gleichung fiir Kandle, die fir monova-
lente als auch fiir divalente lonen permeabel sind:

- |
- (Ki -K) +‘J (Ki -K) -4 (K, +4(P./P)*Ca) * (-K -4 (P./P,)*Ca)

[9]

U= (RI/E)™ In

2*(K; + 4 (P /Py) * Ca)

Dabei steht R flr die allgemeine Gaskonstante, T fir die absolute Temperatur und F fur
die Faraday-Konstante. Kicytosol), Kaevakuole), Caiccytosory UNd Caavakuoley Stehen jeweils flr
die K" und Ca** Konzentrationen, die bei der Bestimmung des Umkehrpotentials ver-
wendet wurden (Kap. 2.1.8.5).

2.1.10 Messlosungen

Fur die Herstellung der Messldésungen wurde ausschliellich entsalztes Wasser verwen-
det. Alle Bad- und Pipettenlosungen fiir Versuche an Mesophyll- oder Schlief3zellva-
kuolen von A. thaliana wurden auf eine Osmolalitat von 7 = 400 mosmol kg™ einge-
stellt. Die Osmolalitdt wurde anhand eines Osmometers (Vapor Pressure Osmometer,
5520, Wescor, Vapro) uberprift. Zum Einstellen des pH-Wertes wurde ein digitales pH-
Messgerét (Digital-pH-Meter 646, Knick) verwendet. Die verwendeten Chemikalien
hatten p.A.-Qualitat und wurden von den Firmen Sigma (Miinchen, Deutschland), Serva
(Heidelberg, Deutschland) oder Roth (Karlsruhe, Deutschland) bezogen.

Die gewiinschte freie Ca’*-Konzentration wurde mit Hilfe der Website WEBMAXC
standard  (http://www.stanford.edu/~cpatton/webmaxc/webmaxcS.html)  berechnet.
Durch die Auswahl eines bestimmten Ca?*-EGTA-Verhaltnisses wurden die Lésungen
entsprechend eingestellt. Fir die Einstellung der freien Ca®*-Konzentration wurden
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Stocklésungen herangezogen (100 mM und 10 mM CacCl,, Sigma; 5 mM EGTA/Tris
pH 7,5), welche zur Vermeidung von Pipettierfehlern auf einer Feinwaage eingewogen
wurden. Dabei wurde bei einem pH-Wert von 7,5 die in Tabelle 1 aufgefiihrten CaCl,-
und EGTA-Konzentrationen gewahlt.

Tabelle 1: CaCl,- und EGTA-Konzentrationen zum Einstellen der freien Ca?*-
Konzentrationen in den Messldsungen bei pH 7,5

freie [Ca®']mM | [CaCly] mM [EGTA] mM

0 0 2,0

0,01 4,9 4,912

0,05 4,9 4,855

0,1 5,0 4,9

0,2 4,2 4,0

0,3 4,3 4,0

0,5 45 4,0

1,0 5,0 4,0

Bei Messlosungen mit einem pH-Wert von 5,5 wurden die in Tabelle 2 aufgelisteten
CaCl,- und EGTA-Konzentrationen eingesetzt:

Tabelle 2: CaCl,- und EGTA-Konzentrationen zum Einstellen der freien Ca*'-
Konzentrationen in den Messldsungen bei pH 5,5

freie [Ca® 1 mM | [CaCly] mM [EGTA] mM
0 0 2
0,1 5 45

Die genaue Zusammensetzung der Messldsungen ist in den nachfolgenden Kapiteln
2.1.10.1 bis 2.1.10.5 aufgefihrt.
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2.1.10.1 Messlosung zur SV-Kanalregulation mit 14-3-3 Proteinen

Badldsung

50 mM KCI

1 mM freies Ca®* (siehe Kap. 2.1.10)
10 mM Hepes/Tris pH 7,4
2mMDTT

7 = 400 mosmol kg*(D-Sorbitol)

Pipettenldsung

100 mM KCI

100 pM freies Ca** (siehe Kap. 2.1.10)
2 mM MgCl,

10 mM Hepes/Tris pH 7,4

2mMDTT

n = 420 mosmol kg™*(D-Sorbitol)

2.1.10.2 Messlosungen fir Experimente an der fou2-Mutante

(A)

(B)

(©)

Badldsung

100 mM KCI

1 mM freies Ca**

(siehe Kap. 2.1.10)

10 mM Hepes/Tris pH 7,5
2mMDTT

n = 400 mosmol kg™*(D-Sorbitol)

Badldsung

100 mM KCI

1 mM freies Ca**

(siehe Kap. 2.1.10)

10 mM Hepes/Tris pH 7,5
2mMDTT

n = 400 mosmol kg™*(D-Sorbitol)

Badldsung

100 mM KCI

1 mM freies Ca**

(siehe Kap. 2.1.10)

10 mM Hepes/Tris pH 7,5
2mMDTT

n = 400 mosmol kg*(D-Sorbitol)

Pipettenldsung

100 mM KCI

0, 100 uM oder

1000 pM freies Ca®* (siehe Kap. 2.1.10)
2 mM MgCl,

10 mM Hepes/Tris pH 7,5

2mMDTT

n = 400 mosmol kg*(D-Sorbitol)

Pipettenldsung

100 mM KCI

100 pM freies Ca** (siehe Kap. 2.1.10)
2 mM MgCl,

10 mM Mes/Tris pH 5,5

2mMDTT

n = 400 mosmol kg™*(D-Sorbitol)

Pipettenldsung

100 mM KCI

100 pM freies Ca* (siehe Kap. 2.1.10)
2 mM MgCl,

10 mM Hepes/Tris pH 7,5 oder

10 mM Mes/Tris pH 6,5 oder 5,5 oder
1 mM Citrat/Tris pH 4,5

2mMDTT

n = 400 mosmol kg*(D-Sorbitol)
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(D)

(E)

Badldsung

100 mM KCI

1 mM freies Ca®* oder

0,2 mM freies Ca”* oder

0,3 mM freies Ca”* oder

0,5 mM freies Ca**

(siehe Kap. 2.1.10)

10 mM Hepes/Tris pH 7,5
2mMDTT

= 400 mosmol kg*(D-Sorbitol)

Badldsung

150 mM KCI oder

30 mM KCI oder

14 mM CaCl,

1 mM freies Ca**

(siehe Kap. 2.1.10)

10 mM Hepes/Tris pH 7,5
2mMDTT

n = 400 mosmol kg™*(D-Sorbitol)

Pipettenldsung
100 mM KCI

100 pM freies Ca* (siehe Kap. 2.1.10)

2 mM MgCl,

10 mM Hepes/Tris pH 7,5
2mMDTT

7 = 400 mosmol kg*(D-Sorbitol)

Pipettenldsung

150 mM KClI

2mM EGTA

2 mM MgCl,

10 mM Hepes/Tris pH 7,5
2mMDTT

n = 400 mosmol kg*(D-Sorbitol)

2.1.10.3 Messlosungen fiir SV-Kanal-Messungen an Schlief3zellvakuolen

(A)

36

Badldsung

150 mM KCI oder

30 mM KCI

1 mM freies Ca**

(siehe Kap. 2.1.10)

10 mM Hepes/Tris pH 7,5
2mMDTT

n = 400 mosmol kg™*(D-Sorbitol)

Pipettenldsung

150 mM KCI

2mM EGTA

2 mM MgCl,

10 mM Hepes/Tris pH 7,5 oder
10 mM Mes/Tris pH 5,5
2mMDTT

n = 400 mosmol kg*(D-Sorbitol)
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(B) Badlésung

100 mM KCI

1 mM freies Ca**

(siehe Kap. 2.1.10)

10 mM Hepes/Tris pH 7,5
2mMDTT

7 = 400 mosmol kg*(D-Sorbitol)

(C) Badlésung

150 mM KCI

1 mM freies Ca**

(siehe Kap. 2.1.10)

10 mM Hepes/Tris pH 7,5
2mMDTT

n = 400 mosmol kg*(D-Sorbitol)

(D) Badldsung

100 mM KCI

1 mM freies Ca®* oder

0,5 mM freies Ca”* oder
0,3 mM freies Ca** oder
0,2 mM freies Ca** oder
0,1 mM freies Ca”* oder
0,05 mM freies Ca®* oder
0,01 mM freies Ca®* oder
0 mM freies Ca®*

(siehe Kap. 2.1.10)

10 mM Hepes/Tris pH 7,5
2mMDTT

n = 400 mosmol kg*(D-Sorbitol)

Pipettenldsung

100 mM KClI

2mM EGTA

2 mM MgCl,

10 mM Hepes/Tris pH 7,5
2mMDTT

7 = 400 mosmol kg*(D-Sorbitol)

Pipettenldsung

150 mM KCI

2mM EGTA

2 mM MgCl,

10 mM Hepes/Tris pH 7,5 oder
10 mM Mes/Tris pH 5,5
2mMDTT

n = 400 mosmol kg™*(D-Sorbitol)

Pipettenldsung

100 mM KCI

100 pM freies Ca** (siehe Kap. 2.1.10)
2 mM MgCl,

10 mM Hepes/Tris pH 7,5

2mMDTT

n = 400 mosmol kg™*(D-Sorbitol)
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(E)

(F)

(G)

Badldsung

100 mM KCI

1 mM freies Ca**

(siehe Kap. 2.1.10)

10 mM Hepes/Tris pH 7,5
2mMDTT

7 = 400 mosmol kg*(D-Sorbitol)

Badldsung

15 mM CaCl,

10 mM Hepes/Tris pH 7,5
2mMDTT

1 =400 mosmol kg*(D-Sorbitol)

Badldsung

30 mM KCI oder

30 mM NaCl

1 mM freies Ca**

(siehe Kap. 2.1.10)

10 mM Hepes/Tris pH 7,5
2mMDTT

n = 400 mosmol kg™ (D-Sorbitol)

Pipettenldsung

100 mM KCI

2 mM EGTA oder

1 mM freies Ca®*

(siehe Kap. 2.1.10)

2 mM MgCl,

10 mM Hepes/Tris pH 7,5
2mMDTT

n = 400 mosmol kg™*(D-Sorbitol)

Pipettenldsung

150 mM KClI

2mM EGTA

2 mM MgCl,

10 mM Hepes/Tris pH 7,5 oder
10 mM Mes/Tris pH 5,5
2mMDTT

1 =400 mosmol kg*(D-Sorbitol)

Pipettenldsung

150 mM KCI oder

150 mM NaCl

2mM EGTA

2 mM MgCl,

10 mM Hepes/Tris pH 7,5
2mMDTT

n = 400 mosmol kg™ (D-Sorbitol)

2.1.10.4 Messlosungen fir die Bestimmung von Pumpstrémen

38

Badldsung

100 mM KClI

1 mM freies Ca**

(siehe Kap. 2.1.10)

5 mM MqgCl,

10 mM Hepes/Tris pH 7,5
2mMDTT

Pipettenldsung

100 mM KClI

1 mM freies Ca®*

(siehe Kap. 2.1.10)

5 mM MgCl,

10 mM Hepes/Tris pH 7,5
2mMDTT
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7 = 400 mosmol kg™ (D-Sorbitol) = = 400 mosmol kg™ (D-Sorbitol)

Die Messlésungen wurden mit 5 mM MgATP und 150 uM Pyrophosphat aus Stocklo-
sungen versetzt und der pH-Wert Uberprift. Die Stockldsungen bestanden aus 0,5 M
MgATP und 0,5 M Tris bzw. 100 mM Kaliumpyrophosphat, welche zuvor in der Bad-
I6sung geldst wurden.

2.1.10.5 Messlosungen flr die Charakterisierung von Zuckertransportern

Badldsung Pipettenlésung

190 mM KClI 190 mM KCI

1 mM freies Ca** 1 mM freies Ca®*

(siehe Kap. 2.1.10) (siehe Kap. 2.1.10)

2 mM MgCl, 2 mM MgCl,

10 mM Hepes/Tris pH 7,5 oder 10 mM Hepes/Tris pH 7,5 oder
10 mM Mes/Tris pH 5,5 10 mM Mes/Tris pH 5,5

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Verfahren mit Ribonukleinsiuren (RNA)

Bei der Arbeit mit Ribonukleinsduren wurden ausschlieBlich sterile Materialien, sowie
RNAse-freie Losungen verwendet. Das Wasser wurde mit 1 ml/l DEPC behandelt und
autoklaviert.

2.2.1.1 Isolierung von mMRNA

Die Isolierung von mRNA aus Mesophyllzellen oder SchlieRzellen erfolgte mit Hilfe
des Dynabeads Oligo (dT),s Kit (Dynal, Carlsbad, Californien, USA). Die mRNA wur-
de nach Anweisung des Herstellers zweifach mit Dynabeads aufgereinigt. Das dabei
verwendete Pflanzenmaterial wurde wie unter Kapitel 2.1.2.1 und Kapitel 2.1.2.2 be-
schrieben aufbereitet und in einem vorbereitetem 1,5 ml Reaktionsgefa3, welches 2
Morserkugeln enthielt, in flissigem Stickstoff tiefgefroren. AnschlieRend wurde das
Material in einer Schwingmiihle (MM300, Retsch, Haan, Deutschland) fur 2 mal 90 s
gemahlen.

2.2.1.2 Reverse Transkription

Bei der Reversen Transkription (RT) wurde eine komplementédre cDNA (engl.: copy
DNA) hergestellt. Dabei wurde ein Oligo-dT-Primer verwendet, der mit dem 3"-PolyA-
Bereich der isolierten mMRNA hybridisierte. Eine RNA-abhangige DNA-Polymerase aus
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Retroviren schrieb die Information der mRNA in cDNA um. Daftur wurde folgender
Standardreaktionsansatz verwendet:

6,7 1l mMRNA 0,5 ul dNTPs (10 mM)
0,4 ul Oligo-dT-Primer (100 pM) 2,0 ul RT-Puffer (5x, Promega)

Die mRNA wurde bei 70°C fur 2 min denaturiert und danach sofort auf Eis gekdhlt.
AnschlieRend wurde 0,4 pl M-MLV-Reverse Transkriptase (100 U/ul, engl.: Moloney
Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase, Promega, Mannheim, Deutschland)
hinzupipettiert und der Ansatz fiir 60 min bei 42°C inkubiert. Nach der Synthese wurde
die cDNA bei -80°C gelagert.

2.2.2 Verfahren mit Desoxyribonukleinsiuren (DNA)

2.2.2.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mittels der Polymerase-Kettenreaktion kénnen in vitro spezifische DNA-Fragmente
amplifiziert werden. Sie basiert auf drei Reaktionsschritten, die vielfach wiederholt ab-
laufen. Dabei wird ein Reaktionsansatz, der eine Mischung von DNA-Molekulen sowie
die zu amplifizierende DNA enthalt, bei 94°C denaturiert. Nach Abkiihlung auf die
Primer-Hybridisierungstemperatur hybridisieren diese mit den komplementdaren Ba-
sensequenzen der Ausgangs-DNA. Beim dritten Reaktionsschritt fullt die DNA-
Polymerase (PfuX, Stratagene, CA, USA), beginnend am 3"-Ende des angelagerten
Primers, die fehlenden Strdnge mit freien Nukleotiden auf. Dieser Schritt wird als
Elongation oder Amplifikation bezeichnet. Am Ende erhélt man eine exponentielle
Amplifikation der Ausgangs-DNA. In dieser Arbeit wurde folgender Standardreaktions-
ansatz verwendet:

1 pl DNA-Template (~10 ng) 2,5 ul antisense Primer (10 uM)
5 ul Reaktionspuffer (10x) 0,25 U DNA-Polymerase
1 pl dNTPs (10 mM) Ad 50 pl H,O

2,5 ul sense Primer (10 puM)

Die PCR-Reaktion wurde im Thermocycler (Mastercycler personal, Eppendorf, Ham-
burg, Deutschland) durchgefuhrt. Dabei wurden folgende Bedingungen gewahlt:
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Tabelle 3: PCR-Programm des Thermocyclers

Initiale Denaturierung 2 min 96°C
Denaturierung 30s 96°C
Primer-Hybridisierung | 30 s spez. fur Primerpaar 22-35 X
Amplifikation je nach Lange | 72°C
Finale Elongation 5 min 72°C

2.2.2.2 Gelelektrophorese von DNA

Die GroRenfraktionierung von DNA im Agarosegel mittels Elektrophorese beruht auf
der Wanderung der negativ geladenen DNA im elektrischen Feld zur Anode. Malge-
bend fur die Trennscharfe ist die Wanderungsgeschwindigkeit der Fragmente, die von
der GroRRe der Molekile und dem Vernetzungsgrad des Tragermaterials abhéngt. Bei
den Tréagersystemen handelt es sich um Agarosegele, deren Agarosegehalt je nach
Fragmentlénge variiert. Fragmente von 400-800 Bp wurden in einem 2%igen Gel auf-
getrennt, kleinere Fragmente in einem 3%igen und grofere in einem 1%igen Agarose-
gel. Um die DNA-Fragmente sichtbar machen zu kénnen, wurden die Agarosegele mit
100 ng/ml Ethidiumbromid versetzt. Ethidiumbromid interkaliert in die Doppelhelix der
DNA und fluoresziert bei Anregung mit UV-Licht der Wellenldnge 260-360 nm. Zur
Fraktionierung der DNA wurde die Probe mit 5x DNA-Gel-Ladungspuffer versetzt:

0,25 % Bromphenolblau (w/v) 50 % Glycerin (w/v)
0,25 % Xylencyanol (w/v) 100 mM EDTA

Als Laufpuffer und Gelpuffer wurde 1x TBE (Tris-Borat-EDTA) verwendet.

100 mM Tris-HCI (pH 8,3)
90 mM Borsaure
1 mMEDTA

Die Dokumentation der DNA-Banden im Agarosegel erfolgte fotographisch unter UV-
Licht (Intas UV Imager, Intas UV-Systeme). Als GroBenstandard diente A-DNA (Fer-
mentas), die vollstdndig mit Pstl verdaut worden war (A-PST-Standard).

2.2.2.3 Aufreinigung von DNA

Nach der Auftrennung der DNA-Fragmente im elektrischen Feld kdnnen gewdiinschte
Banden aus dem Agarosegel eluiert werden. Die Stucke wurden auf dem UV-Tisch mit
einem Skalpell aus dem Agarosegel herausgetrennt und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal
uberfuhrt. Die Isolierung der DNA erfolgte nach dem Protokoll fiir das ,,Gel Extraction
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Kid*“ der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland). Wenn bei der Kontrolle von PCR-
Produkten nur eine Bande im Agarosegel sichtbar war, erfolgte die Aufreinigung des
PCR-Produktes direkt aus dem PCR-Ansatz mit Hilfe des QlIAquick PCR-Purification
Kit der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland). Die DNA wurde in sterilem Wasser auf-
genommen und zur Abschatzung der Konzentration ein verdunntes Aliquot mittels
Elektrophorese im Agarosegel aufgetrennt.

2.2.2.4 Sequenzierung und Sequenzanalyse

Die Sequenzierungsreaktionen beruhten auf der Didesoxymethode nach Sanger (Sanger
et al., 1977). Bei der nicht-radioaktiven Sequenzierung wird die DNA mit Fluoreszenz-
farbstoffen markiert, durch einen Laser angeregt und gemessen. Dieses Verfahren wird
auch ALF-Verfahren (engl.: automated laser fluoreszenz) genannt. Die Sequenzierun-
gen wurden freundlicherweise von Melanie Pappenful? und Brigitte Neumann im Se-
quenzierlabor der Botanik | des Julius-von-Sachs-Instituts an einem automatischen Se-
quenzierer  (3100-/Avant/  Genetic  Analyzer; APPLIED BIOSYSTEMS,
http://www.appliedbiosystems.com) durchgefuhrt. Flr die Sequenzierung wurden zuvor
konstruierte Primer verwendet, die entsprechend der jeweiligen DNA komplementér
waren (Tabelle 4). Alle Sequenzierungen erfolgten mit aufgereinigter DNA. Die Se-
qguenzanalyse erfolgte mit dem Programm VectorNTI (Invitrogen, InforMax, Karlsru-
he).
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Tabelle 4: Sequenzierprimer

Name Sequenz T°C
TPC1 user fwd GGCTTAATATGGAAGACCCGTTGATTGG 63
TPC1 user rev GGTTTAATTCATGTGTCAGAAGTGGAACACTC |57
TPC1 1-594 rev CCAAAAGATTCGGGAACCTTCA 63
TPC1 250-843 fwd CCTTAACTTCTTCGAGCAACCATTGTGG 63
TPC1 250-843 rev GCTGCGTGTCCTCAAACATAACAAAAGC 55
TPC1 496-1089 fwd |GTTGATGTGCTGGTTGACTTTCTG 56
TPC1496-1089rev  |GCTTTGCGAGCTGTTCTTTGAA 58
TPC1708-1245fwd |TTGTTATGTTTGAGGACACGCAGC 56
TPC1708-1245rev | GAGGTCAGCAAACTCATCCTTGTT 60
TPC1 1090-1683 fwd | AGACTCAGACAAAAACGGGGAGATTG 55
TPC1 1090-1683 rev | CGGATCCATTCTCCATTTGAGA 55
TPC1 1486-2079 fwd | GAGAGGGTGCTAACCGATTTGAT 56
TPC1 1486-2079rev |CCGTCAAATCTTTGTAGCTCTCCA 61
TPC1 1684-2218 fwd | GCCATATTTAGGGACCATTTTCTGCG 62

2.2.2.5 Quantitative Echtzeit-PCR

Die quantitative Echtzeit-PCR (engl.: real-time-PCR, RT-PCR) ermdglicht die quantita-
tive Darstellung der Kinetik und des Ergebnisses einer PCR-Reaktion (Rasmussen et al.,
1998). Die Menge der Amplifikate wird Uber eine Fluoreszenz-Detektion bestimmit.
Aufgrund selektiver Interkalierung von SYBR®Green | (ABgene®, Thermo Fisher Sci-
entific Inc.) in die wahrend der PCR entstehenden DNA-Doppelstrange nimmt die Fluo-
reszenz waéhrend der exponentiellen Phase der PCR proportional zur DNA-
Konzentration zu. Somit kénnen Riickschlisse auf die Ausgangsmenge der Transkripte
gezogen werden.

Die Primer flr die quantitative PCR wurden freundlicherweise von Dr. Peter Ache ent-
worfen und anschlieend von der Firma TIBMolBiol (Berlin, Deutschland) syntheti-
siert. Die Messungen wurden von Melanie Pappenfuf und Brigitte Neumann im
LightCyclerlabor der Botanik | des Julius-von-Sachs-Instituts der Universitat Wirzburg
durchgefuhrt. Als Matrize fir die RT-PCR wurde cDNA aus SchlieRzellen und Meso-
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phyllzellen verwendet (Kap. 2.2.1.1 und 2.2.1.2), die vorher 1:10 mit PCR-H,O ver-
dinnt wurden.

Zur Quantifizierung der erhaltenen Daten wurden die genspezifischen Signale auf die in
den Proben enthaltenen Ausgangsmengen an konstitutiv exprimiertem Aktin bezogen.
Dafur wurden in jeder Probe zusatzlich zu den genspezifischen Primern Fragmente der
Aktine AtAct2 und AtAct8 amplifiziert.

Tabelle 5: RT-PCR Primer

Name Sequenz Tm°C
TPC1lfwd 5¢-CTGTGTATCTACTGCTC-3¢ 29
TPClrev 5°-ACGAAATATGTAATGCTC-3¢ 36
VHA-a2 LCfw 5¢-TGTTCCGATGTATCAGA-3* 37
VHA-a2 LCrv 5‘-CAAATGGGAATTTTACCT-3¢ 41

2.3  Energiedispersive Rontgenspektroskopie

Die energiedispersive Rontgenspektroskopie (EDX; engl.: energy dispersive X-ray
spectroscopy) nutzt emittierte Rontgenstrahlung um die Zusammensetzung von Gewe-
ben zu bestimmen. Jedes in der Probe enthaltene Element lenkt auftreffende Elektronen
unterschiedlich ab und generiert somit spezifische Signale. Anhand dieser Signale kon-
nen enthaltene Elemente semi-quantitativ bestimmen werden.

Analysiert wurde die elementare Zusammensetzung von Schliezell- und Mesophyll-
zellvakuolen sowie des Cytosols. Dazu wurden 7-8 Wochen alte intakte MesophyllIblat-
ter in flissigem Stickstoff tiefgefroren und anschlielend gefriergetrocknet (Alpha 1-2,
Christ, Osterode, Deutschland). Die EDX-Analysen wurden freundlicherweise von Prof.
Dr. J6rg Fromm der Universitat Hamburg, Zentrum Holzwirtschaft, Deutschland durch-
gefuhrt.
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3  Ergebnisse

3.1 V-ATPase und Pyrophosphatase

3.1.1 ATP- und Pyrophosphat-induzierte Pumpstrome bei A. thaliana
WT-Vakuolen

In der pflanzlichen VVakuolen wird ein pH-Gradient und ein elektrisches Potential durch
die Protonenpumpen V-ATPase und Pyrophosphatase (PPase) tber die Membran auf-
gebaut (Rea und Sanders, 1987; Hedrich und Schroeder 1989). Unter Verbrauch von
ATP und Pyrophosphat (PP;) werden dabei Protonen (H") aus dem Cytosol in die Va-
kuole transportiert. In friheren Patch-Clamp-Experimenten wurden entsprechende
durch ATP und PP; induzierte Pumpstrome an Zuckerriibenvakuolen gemessen. Dabei
konnte fur ATP ein Kp,-Wert von 0,6 mM, fir PP; ein K,-Wert von 15-20 uM bestimmt
werden (Hedrich et al., 1989).

In dieser Arbeit sollten ebenfalls ATP- und PPj-induzierte Pumpstréme mittels Patch-
Clamp-Technik an Vakuolen von A. thaliana studiert werden. Dazu wurden Mesophyll-
protoplasten von fiinf Wochen alten Arabidopsispflanzen isoliert (Kap. 2.1.2.1) und die
Vakuolen mittels eines osmotischen Schocks freigesetzt (Kap. 2.1.3). Nach Durchbruch
von der Vacuole-attached-Konfiguration in die Whole-vacuolar-Konfiguration (Kap.
2.1.4.5) &quilibriert die Pipettenlosung mit dem Vakuoleninneren. Durch den Einsatz
von gleicher Bad- und Pipettenldsung (100 mM KCI, 1 mM Ca?*, 5 mM Mg?*, pH 7,5;
Kap. 2.1.10.4) wurde kein lonengradient vorgegeben und somit lonenstrome durch ge-
Offnete lonenkanale ausgeschlossen. Die Stromantworten wurden bei einer angelegten
Membranspannung von 0 mV aufgezeichnet. Das zu applizierende Substrat (MgATP
und Kaliumpyrophosphat) wurde mittels Peristaltikpumpen in die Messkammer gespult
und so an die Vakuole appliziert. Nach Zugabe von 150 uM PP; bzw. 5 mM ATP konn-
te eine Zunahme der makroskopischen Stromamplitude beobachtet werde (Abbildung
18), welche nach Auswaschen des PP; und ATP reversibel war und vollstdndig auf das
Ausgangsniveau zuriickging (Daten nicht gezeigt).
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ATP + PP,

0.4 pA/pF

50s

Abbildung 18: PP;- und ATP-induzierte makroskopische Strome bei A. thaliana
WT-Vakuolen. Die makroskopischen Ganzzellstréme wurden vor und nach der
Zugabe von 150 puM Pyrophosphat (PP;) und 5 mM ATP bei einer Spannung von 0
mV aufgezeichnet. Die Pfeile geben den Zeitpunkt des Perfusionsstarts an. Lo-
sungsbedingungen siehe Kapitel 2.1.10.4.

Um unterschiedlich grofle Vakuolen miteinander vergleichen zu kdnnen, wurden die
jeweiligen Stromdichten (1/C,) ermittelt, indem die Substrat(ATP/PP;)-induzierte Net-
tostromzunahme (lhetto = l+substrat — l-substrat) €rmittelt und durch die am Verstérker be-
stimmten Membrankapazititen (C,) dividiert wurden (Kap. 2.1.4.6). Wie schon zuvor
von Hedrich et al. (1989) beschrieben, fielen die durch 150 pM Pyrophosphat-
induzierten Nettostrome geringer aus als die durch 5 mM ATP hervorgerufenen Strome.
Die durchschnittliche Nettostromzunahme bei einer Membranspannung von 0 mV be-
trug nach Applikation von 5 mM ATP 2,3 + 0,3 pA/pF, wéhrend nach Zugabe von 150
MM PP; lediglich eine Stromzunahme von 0,19 * 0,03 pA/pF ermittelt wurde
(Abbildung 19).

I/C,, [pA/pF]

0.5 -

ATP PP.

Abbildung 19: Vergleich der durch 5 mM ATP- und 150 pM PP;-induzierten
Stromdichte bei A. thaliana WT-Vakuolen. Die mittleren Stromdichten wurden aus
funf separaten ATP- und drei PP;-Messungen berechnet. Die Fehlerbalken geben
die jeweiligen Standardabweichungen wieder.

Die Applikation von sowohl ATP als auch von PP; auf die cytoplasmatische Seite der
Vakuole induzierte einen positiven Strom (Abbildung 18), welcher nach Bertl et al.
(1992) durch den Ausstrom von positiv geladenen Teilchen (z. B. H*-lonen) aus dem
Cytosol in den AufRenraum, in diesem Fall in die Vakuole, vermittelt werden kann (Kap.
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2.1.5). In friheren Studien wurde neben einer Zunahme der Stromantwort ein Anséuern
des vakuolaren Lumens aufgezeigt (Hedrich et al., 1989; Leigh und Pope, 1987), was
ebenfalls auf einen Transport von H*-lonen in das vakuoldre Lumen schlieRen lasst. Um
zu beweisen, dass es sich bei den ATP-induzierten Strémen tatsachlich um einen H'-
Transport vermittelt durch die V-ATPase handelt, wurde ein spezifischer V-ATPase-
Inhibitor, Concanamycin A (ConA), nach Perfusion von 5 mM ATP zugegeben. Con-
canamycin A ist ein Plecomacrolid Antibiotikum. Es bindet an die lonen-
translozierende C Untereinheit des Vo-Komplexes und inhibiert die V-ATPase bereits
ab mikromolaren Konzentrationen effektiv (Drose et al., 1993; Drdse und Altendorf,
1996; Huss et al., 2002) Der Pumpstrom der V-ATPase von Manduca sexta wurde be-
reits durch 10 nM cytosolisches Concanamycin A um 50% gehemmt (Huss et al., 2002).
Um eine vollstandige Inhibition der VV-ATPase zu erreichen, wurde in den weiterfiih-
renden Experimenten eine hohere Konzentration von Concanamycin A (2 mal 10 pM)
eingesetzt. Der experimentelle Aufbau wurde so gestaltet, dass die Messlésung mit 5
mM ATP mittels Peristaltikpumpe in die Messkammer gespiilt und ein permanenter
ATP-Fluss aufrechterhalten wurde. Nachdem das ATP die Vakuole erreichte wurde eine
schnelle Zunahme des Pumpstroms sichtbar (Abbildung 20). Anschlielend wurde bei
ausgesetzter Badperfusion mittels einer Eppendorfpipette Concanamycin A in die Bad-
I6sung nahe der zu messenden Vakuole zugegeben. Nach zweifacher cytosolischer Ap-
plikation von 10 uM Concanamycin A ging der Strom vollstandig auf das Ausgangsni-
veau zuriick.

ConA
* ConA

Abbildung 20: Concanamycin A-abhdngige Hemmung der V-ATPase-Aktivitat
von WT-Vakuolen. Nach Zugabe von 20 uM Concanamycin A (ConA) fielen die
ATP-induzierten Strdme nahezu auf die Hohe des Ausgangsstroms (gestrichelte
Linie) vor ATP (5 mM)-Zugabe ab. Die Pfeile kennzeichnen den Beginn der ATP-
Perfusion sowie die Zeitpunkte bei denen jeweils 10 uM Concanamycin A in die
Messkammer pipettiert wurde. Losungsbedingungen siehe Kapitel 2.1.10.4. Die
angelegte Membranspannung lag bei 0 mV.

In den Experimenten konnte gezeigt werden, dass bei A. thaliana Mesophyllvakuolen
nach Zugabe von ATP und PP; Pumpstrdme generiert werden. Der durch ATP induzier-
te positive Strom konnte vollstdndig durch den V-ATPase-Inhibitor Concanamycin A
geblockt werden.
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3.1.2 Unterschiedliche V-ATPase Pumpstrome beim WT und der
vha-a2-vha-a3-Mutante

Im Genom von A. thaliana werden die V-ATPase Untereinheiten von verschiedenen
Genfamilien kodiert (Hanitzsch et al., 2007; Sze et al., 2002). Die Isoformen der VHA-a
Genfamilie werden ubiquitér exprimiert, sind aber in verschiedenen Geweben und
Kompartimenten lokalisiert. VHA-al bleibt im Golgiapparat (Brix et al., 2008), wah-
rend VHA-a2 und VHA-a3 in die vakuoldre Membran transportiert werden (Dettmer et
al., 2006). Der A. thaliana Doppelmutante vha-a2-vha-a3 fehlen beide Isoformen der
vakuolaren VHA-a Untereinheiten des Vo-Komplexes (Krebs et al., 2010). Unter Kurz-
tag-Anzuchtbedingungen (Kap. 2.1.1) weist diese Doppelmutante einen ausgepragten
Phénotyp mit einem stark reduzierten Rosettendurchmesser auf (Abbildung 21).

Abbildung 21: Phénotyp der vha-a2-vha-a3-Mutante. Es sind sechs Wochen alte A.
thaliana Pflanzen abgebildet (WT links; vha-a2-vha-a3-Mutante rechts), welche
unter Kurztag-Anzuchtbedingungen kultiviert wurden (siehe Kap. 2.1.1).

Um zu uberprifen, inwieweit die vha-a2-vha-a3-Mutante eine V-ATPase-Aktivitat
aufweist, wurden erneut Patch-Clamp-Experimente in der Whole-vacuolar-
Konfiguration durchgefiihrt und ATP-induzierte Pumpstrome aufgezeichnet. Die Expe-
rimente wurden in Analogie zu denen in Kapitel 3.1.1 vorgestellten Versuchen durchge-
flhrt. Unter symmetrischen Losungsbedingungen (Kap. 2.1.10.4) wurde eine Membran-
spannung von 0 mV angelegt und die Stromantwort aufgezeichnet. Nach Erreichen ei-
ner stabilen Stromantwort wurde die Vakuole Uber das Perfusionssystem mit einer 5
mM ATP-haltigen Badlésung umspult. Sowohl bei Vakuolen des Wildtyps als auch der
vha-a2-vha-a3 Mutante konnte eine Zunahme der Stromantwort verzeichnet werden
(Abbildung 22 A). Bei Vakuolen der vha-a2-vha-a3 Mutante stieg die Stromantwort
jedoch nur sehr gering an. Die mittleren ATP-induzierten H*-Strome der Doppelmutan-
te (0,3 £ 0,1 pA/pF) betrugen im Vergleich zum WT (2,3 £ 0,3 pA/pF) nur noch 13%
(Abbildung 22B).
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Abbildung 22: ATP-induzierte H*-Strome von WT- und vha-a2-vha-a3-
Mesophyllvakuolen. (A) Die Ganzzellstromantworten von WT- und vha-a2-vha-
a3-Vakuolen wurden wéhrend der Perfusion mit 5 mM ATP aufgezeichnet. Der
Startpunkt der ATP-Perfusion liegt aulerhalb der Darstellung. Die Messungen
wurden bei einer Membranspannung von 0 mV durchgefuhrt. Lésungsbedingungen
siehe Kapitel Kap. 2.1.10.4 durchgefiihrt. (B) Das Balkendiagramm représentiert
die mittleren Stromdichten der ATP-induzierten H*-Strome von WT- und vha-a2-
vha-a3-Vakuolen. Die mittleren Stromdichten wurden von Messungen ermittelt,
welche denen aus Abbildung 22A vergleichbar waren. Die jeweiligen Fehlerbalken
représentieren die Standardabweichungen aus nywr=5 und Nyns.a2.vha-a3=6 durchge-
flhrten Experimenten.

Zur weiteren Charakterisierung der vha-a2-vha-a3-Mutante wurde die Aktivitat der V-
ATPase auf die Applikation des V-ATPase-Inhibitors Concanamycin A hin untersucht.
Im Gegensatz zu den ATP-induzierten Pumpstromen von WT-Vakuolen (Kap. 3.1.1,
Abbildung 20) konnte der relativ geringe durch 5 mM ATP-induzierte positive Strom
der vha-a2-vha-a3 Mutante nicht durch 10 uM des spezifischen V-ATPase Blockers
Concanamycin A inhibiert werden. Selbst nach erneuter Applikation von 10 uM Con-
canamycin A wurde kein Rickgang des ATP-ausgeldsten makroskopischen Stroms be-
obachtet (Abbildung 23).

0.4 pA/pF

100 s

vha-a2-
vha-a3

Abbildung 23: ATP-induzierte vakuol&re Strome von der VV-ATPase-Mutante vha-
a2-vha-a3 werden nicht durch eine zweifache Applikation von 10 pM Con-
canamycin A (ConA) in das Badlumen inhibiert. Die gestrichelte Linie gibt die
Hohe des Ausgangsstroms wieder. Die Pfeile zeigen den Startpunkt der Badperfu-
sion mit 5 mM ATP bzw. die Zugabe von jeweils 10 pM Concanamycin A in das
Badlumen mittels einer Eppendorfpipette an. Die Stromaufzeichnung erfolgte bei
einer Haltespannung von 0 mV. Lésungsbedingungen siehe Kap. 2.1.10.4.
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3.1.3 Pyrophosphat und ATP-induzierte Pumpstrome bei WT- und

vha-a2-vha-a3-Vakuolen

Neben der V-ATPase verfiigt die pflanzliche Vakuole (iber eine weitere H*-Pumpe, die
Pyrophosphatase. Es stellte sich deshalb die Frage, ob die vakuolére Pyrophosphatase
die stark limitierten ATP-vermittelten Pumpstrome der V-ATPase-Mutante vha-a2-vha-
a3 kompensieren kann. Aufgrund dessen wurden erneut Patch-Clamp-Experimente an
isolierten Mesophyllvakuolen vom WT und der vha-a2-vha-a3-Mutante in der Whole-
vacuolar-Konfiguration durchgefiihrt. Nach Aquilibrierung der Pipettenlosung mit dem
Vakuoleninneren wurden die Strome bei einer Haltespannung von 0 mV kontinuierlich
abgeleitet. Zunachst wurden mit Hilfe der Badperfusion 150 uM Pyrophosphat an die
Vakuole appliziert. Nach Erreichen der maximalen Stromantwort wurden der Badl6-
sung zusétzlich zu den 150 uM Pyrophosphat 5 mM ATP zugesetzt. Die Pyrophospha-
tase der vha-a2-vha-a3-Mutante generierte einen Pumpstrom von 0,23 + 0,02 pA/pF,
der mit dem von WT-Vakuolen vergleichbar war (0,19 + 0.03 pA/pF, Abbildung 24A,
B). Die vha-a2-vha-a3-Mutante zeigte jedoch nach anschlie3ender Perfusion mit 150
MM PP; und 5 mM ATP keinen weiteren Anstieg der Stromantwort (Abbildung 24A).
Bei alleiniger Zugabe von 5 mM ATP wurde dagegen eine Zunahme des Pumpstroms
verzeichnet (vgl. Kap. 3.1.2, Abbildung 22).

(A)

Wildtyp vha-a2-

-a2-
vha-a2 vha-a3

vha-a3

Abbildung 24: PP;- und ATP-induzierte H*-Stréme der Pyrophosphatase und V-
ATPase von WT und der vha-a2-vha-a3-Mutante. (A) Makroskopische Strdme von
WT (oben) und vha-a2-vha-a3-Vakuolen (unten) vor und nach der Zugabe von 150
UM Pyrophosphat (PP;) und 5 mM ATP. Die Pfeile geben den Perfusionsstartzeit-
punkt mit PP; bzw. ATP und PP; an. Lésungsbedingungen siehe Kapitel 2.1.10.4.
(B) Das Balkendiagramm zeigt die durch PP;-induzierten mittleren Stromdichten
von WT- und vha-a2-vha-a3-Vakuolen. Die Mittelwerte wurden aus nyt=3 und
Nuha-a2-vha-a3=2 EXperimenten berechnet. Die Fehlerbalken représentieren die jewei-
ligen Standardabweichungen.

Zusammenfassend konnte mittels der Patch-Clamp-Messungen gezeigt werden, dass die
vakuolédre Pyrophosphatase der vha-a2-vha-a3-Doppelmutante im Vergleich zum WT
keine signifikant hohere Aktivitat aufweist und somit nicht in der Lage ist, den V-
ATPase-Defekt zu kompensieren.
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3.1.4 Expressionsrate der V-ATPase und deren Pumpstrome in

Schlief3zellvakuolen von A. thaliana

Die vakuoldre V-ATPase in A. thaliana wird ubiquitdr in allen Zelltypen und damit
auch in den SchlielRzellvakuolen exprimiert. Dort wird die Stomaweite durch den Tur-
gordruck vorgegeben, welcher unter anderem abh&ngig ist von der Konzentration der
osmotisch aktiven Stoffe in der Vakuole. Da die V-ATPase maRgeblich daran beteiligt
ist, den Protonengradient und das Membranpotential ber die vakuoldre Membran zu
generieren, konnte eine veranderte Transportaktivitdt der vakuoldren V-ATPase in
Schlie3zellvakuolen zu einer veranderten Funktion von membranstandigen Kanélen und
Transportern fihren. Um dies zu Uberprifen, wurde in den weiterflihrenden Experimen-
ten zunéchst die Transkriptrate der vakuolaren V-ATPase von SchlielRzellvakuolen im
Vergleich zu Mesophyllvakuolen bestimmt. Hierzu wurden intakte Schliezell- und
Mesophyllzellprotoplasten aus Blattern von acht Wochen alten Pflanzen gewonnen
(Kap. 2.1.2). Die RNA wurde aus beiden Zelltypen isoliert und in cDNA umgeschrie-
ben (Kap. 2.2.1). AnschlieBend wurde die Anzahl der Transkripte des VHA-a2-Allels
quantitativ uber Echtzeit-PCR bestimmt (Kap. 2.2.1.1, 2.2.1.2 und 2.2.2.5). Da die V-
ATPase aus mehreren Untereinheiten besteht, wurde das im Tonoplasten exprimierte
VHA-a2-Allel stellvertretend fur alle weiteren V-ATPase-Untereinheiten fur die Quan-
tifizierung ausgewéhlt. Dabei wurde eine 20,3-fach héhere Expressionsrate des VHA-
a2-Allels in Vakuolen von Schlie3zellen (2461 + 880 Transkripte pro 10000 Molekiilen
Aktin) im Vergleich zu Mesophyllzellen (121 + 27 Transkripte pro 10000 Molekdilen
Aktin) ermittelt (Abbildung 25A). Dieser grof’e Unterschied in der Expressionsstarke
lasst eine hohere Pumpstromdichte vermuten. Deshalb wurden entsprechend dem Kapi-
tel 3.1.2 Patch-Clamp-Messungen in der Whole-vacuolar-Konfiguration unter Einsatz
symmetrischer Bad- und Pipettenlésungen (Kap. 2.1.10.4) an Schlieizellvakuolen
durchgefuhrt und mit den Messungen an Mesophyllvakuolen (Abbildung 22) vergli-
chen. Nach Erreichen der Whole-vacuolar-Konfiguration und Aquilibrierung der Pipet-
tenldsung wurden die Ganzzellstrome bei einer Membranspannung von 0 mV abgelei-
tet. Nach Perfusion mit 5 mM ATP wiesen Schlie3zellvakuolen einen etwa 1,5-fach
héheren mittleren Pumpstrom (3,5 + 0,1 pA/pF, n=3) auf im Vergleich zu MesophylI-
vakuolen (2,3 = 0,3 pA/pF, n=5; Abbildung 25B). Dies l&sst vermuten, dass in den spe-
zialisierten Schlief3zellen die vakuoldre Membran mit Hilfe der V-ATPase stérker pola-
risiert werden kann.
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Abbildung 25: VHA-a2-Expression und Pumpstromdichte von SchlieRzell- und
Mesophylizellvakuolen. (A) Die Anzahl der VHA-a2-Transkripte pro 10000 Mole-
kilen Aktin wurde von intakten SchlieBzellen (SZ) und Mesophyllzellen (MZ) mit-
tels Echtzeit-PCR aus je n=3 Messungen bestimmt. Es wurden die Mittelwerte mit
Standardabweichungen als Fehlerbalken angegeben. (B) Die Pumpstromdichte von
Mesophyll- und SchlieRzellvakuolen wurde nach Perfusion mit 5 mM haltiger
ATP-Messlosung in der Whole-vacuole-Konfiguration bestimmt. Ldsungsbedin-
gungen siehe Kapitel Kap. 2.1.10.4. Das Balkendiagramm zeigt Mittelwerte mit
den Standardabweichungen aus nsz=3 und nyz=5 Messungen.

3.2  Charakterisierung der AtINT1-Transporteigenschaften

Die V-ATPasen und Pyrophosphatasen nehmen nicht nur Einfluss auf die Funktions-
weise von membranstandigen Transportproteinen durch die Veranderung des Memb-
ranpotentials. Sie energetisieren durch den Aufbau eines H*-Gradienten iber die va-
kuolare Membran auch sekundar aktive Transportsysteme. Diese gespeicherte Energie
wird genutzt, um selektiv organische Verbindungen (z.B. Saccharose, Glukose) oder
lonen (z.B. Na'-, Ca**-lonen) entgegen eines Konzentrationsgradienten zu transportie-
ren. Sekundar aktive Transportproteine wie AtCLCa, ein NOs/H™-Antiporter (de Angeli
et al., 2006) oder der K*/H"- und Na'/H*-Antiporter AtNHX1 (Leidi et al., 2010) konn-
ten bereits an der vakuoldren Membran identifiziert und charakterisiert werden.

In den weiterfihrenden Experimenten sollte nun erstmals der Transportmechanismus
des putativen Inositoltransporters AtINT1 an isolierten Mesophyllvakuolen mit Hilfe
der Patch-Clamp-Technik elektrophysiologisch analysiert werden. Dabei wurden Mes-
sungen an A. thaliana WT sowie zweier Mutantenlinien Atint1.1 und Atint1.2' durchge-
fuhrt, in denen kein funktionsfahiges AtINT1-Protein exprimiert wird. Atintl.1
(SALK _085400) und Atintl.2 (SALK _018591) beinhalten eine T-DNA-Insertion im
INT1-Gen (Abbildung 26; Schneider et al. 2008). Wahrend die T-DNA-Insertion der

! Die Atintl-Mutanten wurden freundlicherweise von Prof. Sauer (Universitat Erlangen) zur Verfigung
gestellt.
252 Die AtSUC4-Uberexprimierer und Atsuc4.1-Verlustmutanten wurden freundlicherweise von Prof.
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Atintl.2-Mutante im ersten Exon liegt, ist die T-DNA-Insertion der Atintl.1-Muntante
im dritten Intron des AtINT1-Gens lokalisiert. Beide T-DNA-Insertionen bewirken ei-
nen Verlust der vollstandigen AtINT1-cDNA. Weitere RNA-Analysen zeigten jedoch,
dass bei Atintl.1-Pflanzen AtINT1-mRNA bis hin zur T-DNA-Insertion synthetisiert
und ein Teil des AtINT1-Proteins gebildet wird (Schneider et al., 2008). Wie die
Atintl.1-Mutante wies auch die Atintl.2-Mutante eine verkirzte mRNA auf, welche
downstream der Insertion mit der AtINT1-Sequenz ubereinstimmt. Die Atintl.2-
Transkriptmenge war jedoch geringer im Vergleich zum WT (Schneider et al., 2008).

Atint1.2 Atint1.1

LBb1 LBb1
—_ —

int1/679f
— i

—_

4 5 |4
-— p—

int1/-945 int1/557r int1/1749r

Abbildung 26: Schematische Darstellung des INT1-Gens. Durch weil3e Kéastchen
wurden die Exons und durch schwarze Linien die Introns gekennzeichnet. Die ge-
strichelten Linien stellen die 5'und 3" flankierenden Regionen des INT1-Gens dar.
Uber dem Gen wurden die Positionen der T-DNA-Insertionen der Atintl.1-
Pflanzen und der Atintl.2-Pflanzen vermerkt und die Bindestellen der fiir die Ana-
lysen verwendeten Primer aufgezeigt. Die Abbildung wurde der Publikation
Schneider et al. (2008) entnommen.

Fur die Patch-Clamp-Messungen wurden Protoplasten aus finf Wochen alten Meso-
phyllblattern enzymatisch isoliert (Kap. 2.1.2.1) und die Vakuolen uber einen osmoti-
schen Schock freigesetzt (Kap. 2.1.3). Wahrend den Messungen wurden die Vakuolen
kontinuierlich Uber eine Peristaltikpumpe mit Badldsung gespult. Seitlich der Vakuole
war eine dunne Glaskapillare an der Messapparatur angebracht, welche mit myo- inosi-
tolhaltiger Messlésung beflllt war und als zusétzliche Perfusionspipette diente (Kap.
2.1.4.2, 2.1.4.4). Das hintere Ende der Perfusions-Glaskapillare war Uber einen
Schlauch mit einem Mundstick verbunden, so dass Uber manuelles Anlegen eines
Uberdrucks wahrend der Messungen myo-inositolhaltige Lésung direkt an die Vakuole
appliziert werden konnte.

Die elektrophysiologische Charakterisierung des AtINT1-Transporters wurde in der
Whole-vacuolar-Konfiguration durchgefiihrt. Da in dieser Messkonfiguration weder der
pH-Wert noch die Substratmenge im vakuoldren Lumen zum Aufbau eines Gradienten
und damit Antrieb des Inositol/H*-Symports verandert werden konnte, wurden die
Stromantworten auf myo-Inositolgabe unter inversen konstanten pH-Wert-Bedingungen
(pH 5,5¢y/pH 7,5vak) gemessen. So demonstrierten frihere Studien (Marger und Saier,
1993), dass H*-gekoppelte Symporter auch unter inversem Gradienten arbeiten kénnen.
Dies bedeutet, dass bei einem vakuolarer Symporter unter entsprechenden Lésungsbe-
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dingungen der H*-gekoppelte Substratfluss nicht mehr natiirlicherweise aus der Vakuole
ins Cytosol, sondern aus dem Cytosol in die Vakuole gerichtet ist. Demzufolge kann
iiber Variation des Badmediums ein substratgetriebener H*-Fluss erzeugt werden. Eine
hohe myo-Inositolkonzentration sollte somit den H*-Symport von der cytosolischen auf
die vakuolére Seite ermdglichen. Nach Erreichen der Whole-vacuole-Konfiguration und
Austausch der Pipettenlésung mit dem Vakuoleninneren wurde eine Spannung von 0
mV an die Membran angelegt und eine konstante Stromantwort zunachst in Abwesen-
heit von myo-Inositol abgewartet. Nach Applikation von 50 mM myo-Inositol uber die
Perfusionspipette auf die cytosolische Seite der vakuolaren Membran konnte unmittel-
bar eine positive Stromantwort bei WT-Vakuolen aufgezeichnet werden, welche nach
Beendigung der myo-Inositolgabe erneut auf das Ausgangsniveau zuriickging
(Abbildung 27, Mitte). Unter Bericksichtigung der Versuchsbedingungen und der
Stromrichtung deutet dieses Ergebnis auf einen Inositol/H*-gekoppelten Symport aus
dem Cytosol in die Vakuole hin. Im Folgenden wurden unter identischen Bedingungen
Patch-Clamp-Experimente an den Vakuolen der beiden Insertionsmutanten durchge-
flihrt. Bei Vakuolen der Atintl.1-Mutante konnten keine entsprechenden Stromantwor-
ten gemessen werden. Demzufolge bestdtigen die vorliegenden Patch-Clamp-
Messungen die Vorhersagen von Schneider et al. (2008), dass die Insertionsmutation in
der Atintl.1-Linie zu einem vollstandigen Verlust des Inositoltransports fihrt
(Abbildung 27, unten links). Vakuolen der Insertionslinie Atintl.2 zeigten eine schwa-
che positive Stromantwort nach Perfusion mit 50 mM myo-Inositol, welche jedoch im
Vergleich zum WT signifikant kleiner ausfiel (Abbildung 27, unten rechts). Dies l&sst
darauf schlielen, dass im Gegensatz zu Atintl.1- die Atint1.2-Mutante keine Verlustmu-
tante, sondern eine knockdown-Mutante mit eingeschrankter Transportfunktion ist.
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Abbildung 27: myo-Inositol-induzierte H*-Strome von WT-, Atint.1.1- und
Atint1.2-Mesophyllvakuolen. Die bildlich dargestellten VVakuolen mit Patchpipette
geben die experimentellen Bedingungen wieder, wobei die Messungen ohne (wei-
Rer Balken) oder mit 50 mM myo-Inositol (grauer Balken) im Badmedium durch-
gefuhrt wurden. Die cytosolische Applikation von 50 mM myo-Inositol resultierte
beim WT in eine Zunahme von positiven Strdmen, wahrend keine bzw. signifikant
kleinere myo-Inositol induzierte Stroméanderungen bei Atintl.1- und Atintl.2-
Mutanten und bei Atint1.2-Mutanten induzierte H*-Strome beobachtet wurden. L6-
sungsbedingungen siehe Kapitel 2.1.10.5.

In Ethanolextrakten der Rosettenblatter von WT und den Mutantenlinien Atintl.1 sowie
Atintl.2 liegen Glukose, Fruktose und Saccharose in vergleichbaren Konzentrationen
vor (Schneider et al. 2008, Abb. 7C). Allerdings wich die myo-Inositolkonzentration der
Mutantenlinien signifikant vom WT ab, was auf einen inositolspezifischen Transport
des AtINT1-Proteins schlieBen lasst. Um diese Vermutung weiter zu untermauern, wur-
den unter den gleichen Versuchsbedingungen zusétzliche Patch-Clamp-Messungen am
WT und der Verlustmutante-Mutante Atintl.1 mit Glukose als Substrat durchgefihrt.
Wahrend den Messungen wurde 50 mM Glukose mit der Perfusionspipette an die Va-
kuolen appliziert und die makroskopische Stromantwort aufgezeichnet. (Abbildung
28A). Sowohl WT- als auch Atintl.1-Vakuolen zeigten einen Anstieg in der Stromant-
wort, was auf eine Glukosetransportaktivitat hindeutet. Bei der Atintl.1-Mutante fiel die
Stromantwort auf Glukose jedoch etwas geringer aus als beim WT (Abbildung 28A, B).
Diese Messergebnisse untermauern die Annahme, dass AtINT1 an der vakuoldren
Membran den myo-Inositol-Transport mit hoher Spezifitit H'-getrieben vermittelt.
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Abbildung 28: Zucker-induzierte Strdme in Mesophyllvakuolen von WT,
Atint1.1- und Atint1.2-Mutanten. (A) Glukose-induzierte H*-Strome wurden von
WT- und Atintl.1-Vakuolen aufgezeichnet. Die bildlich dargestellten Vakuolen
und Pipetten geben die Losungsbedingungen wider. Die grauen Balken geben den
Zeitraum an, in dem 50 mM Glukose Uber die Zusatzpipette an die Vakuolen ap-
pliziert wurde. (B) Das Balkendiagramm gibt die mittleren myo-Inositol- und
Glukose-induzierten H*-Strome von jeweils n=3 Experimenten wieder. Die
Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung. Ldsungsbedingungen siehe
Kapitel 2.1.10.5.

3.3  Charakterisierung der AtSUC4-Transporteigenschaften

Nach der elektrophysiologischen Untersuchung des vakuoldren Transportproteins
AtINT1 sollte in dieser Arbeit ein weiterer Zuckertransporter, AtSUC4, aus Vakuolen
des Mesophyllgewebes mittels Patch-Clamp-Technik analysiert werden. Neben WT-
Pflanzen wurden zusatzlich AtSUC4-Uberexprimierer (AtSUC4-UE) und Atsuc4.1-
Verlustmutanten (Atsuc4.1)? untersucht. Die AtSUC4-Uberexprimierer (p35S::AtSUC4)
Pflanzen wurden durch stabile Pflanzentransformation generiert (Schneider et al.,
2011). Die vom Nottingham Stock Centre bezogene Atsuc4.1-Mutante (WiscDs-
Lox450E10) enthdlt nach den Analysen von Schneider et al. (2011) eine T-DNA-
Insertion kurz vor Ende des vierten Introns (Abbildung 29), welche in homozygoten
Pflanzen zum vollstdndigen Verlust der Volllangen-AtSUC4-mRNA fihrt (Schneider et
al., 2011).

> Die AtSUC4-Uberexprimierer und Atsuc4.1-Verlustmutanten wurden freundlicherweise von Prof.
Sauer (Universitét Erlangen) zur Verfligung gestellt.
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A Atsuc4.1 -
WiscDsLox450E10 [z / L8]

AtSUC4c1f AtSUC4c971f
- —p

AtSUC4c1221r AtSUC4c1514r
AtSUC4c1520r

Abbildung 29: Schematische Darstellung des AtSUC4-Gens. Die Introns sind
durch nummerierte Késtchen, die Exons durch schwarze Linien und nicht transla-
tierte angrenzende Bereiche in grau dargestellt. Die T-DNA-Insertion liegt nahe
dem 3°-Ende des vierten Introns. Die Pfeile stellen Bindestellen der Primer dar,
welche fur die Genanalyse verwendet wurden. Die Abbildung wurde der Publikati-
on Schneider et al. (2011) entnommen.

Zu Beginn wurden Patch-Clamp-Experimente an A. thaliana Mesophyllvakuolen von
finf Wochen alten WT-Pflanzen unter einem physiologischen Protonengradienten
durchgefuhrt (pH 5,5va/pH 7,5¢y; Kap. 2.1.10.5; Abbildung 30A). Die makroskopi-
schen Stromantworten wurden in der Whole-vacuolar-Konfiguration bei einer Halte-
spannung von 0 mV aufgezeichnet, wéhrend die Vakuolen kontinuierlich mit einer Bad-
l6sung (Kap. 2.1.4.2) umspiilt wurden. Uber eine zusatzliche Perfusionspipette (vgl.
Kap. 3.2) wurde auf der cytosolischen Seite eine mit 50 mM Saccharose versetzten Bad-
I6sung appliziert, was bei allen WT-Messungen (n=7) in einer negativen Stromantwort
resultierte. In Abbildung 30B ist exemplarisch eine Saccharose-induzierte Stromabnah-
me (-0,4 pA/pF) wahrend der cytosolischen Perfusion mit 50 mM Saccharose darge-
stellt. Unter den vorgegebenen Lésungsbedingungen stellten sowohl der H*-Gradient als
auch die Saccharose-Konzentration treibende Krafte fir den Protonentransport dar.
Deswegen wird vermutet, dass die negative Stromantwort durch einen Antiporter her-
vorgerufen wird, der bei cytosolischer Applikation von Saccharose aktiv wird und Pro-
tonen im Austausch mit Saccharose aus dem vakuolére Lumen in das Cytosol transpor-
tiert.

(A)

pH 5,5

pH 75
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(B)

Suc Suc
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Abbildung 30: Saccharose-induzierte H*-Stréme von Mesophyllvakuolen des
Wildtyps. (A) Die experimentellen Lésungsbedingungen sind schematisch darge-
stellt. Die Messungen wurden unter einem physiologischen pH-Gradient (pH
5.5vak PH 7.5¢y) durchgefiihrt. (B) Ganzzellstrome einer WT-Vakuole unter Ap-
plikation von 50 mM Saccharose bei einer Membranspannung von 0 mV. Die Dau-
er der Saccharoseapplikation (Suc) Uber eine Perfusionspipette ist durch einen
grauen Balken gekennzeichnet, worauf negative Strome gemessen wurden. LO-
sungsbedingungen siehe Kapitel 2.1.10.5.

Frihere Studien am SUC4-Protein von A. thaliana (AtSUT4) und Solanum tuberosum
(StSUT4) wiesen jedoch auf einen anderen Transportmechanismus hin. Weise et al.
(2000) konnte zeigen, dass SUC4 pH-Wert-abhéngig den Transport von Saccharose aus
der Hefezellwand in das Cytosol katalysiert, was auf einen Saccharosetransport im
Symport mit Protonen schliefen lasst. Um zu Uberpriifen, ob AtSUC4 als Saccharose-
symporter arbeitet, wurde ein Versuchsaufbau ahnlich den AtINT1-Experimenten (Kap.
3.3) gewdhlt. So wurden erneut Messungen in Gegenwart eines inversen pH-Gradienten
(pH 7,5va/pH 5,5¢y:) durchgefuhrt (Abbildung 31A). Dabei wurde davon ausgegangen,
dass AtSUC4 als potentieller H-getriebenen Symporter vom H*-getriebenen Substrat-
fluss auf den substratgetriebenen H*-Fluss umschalten kann. Nach Aquilibrierung der
50 mM Saccharose enthaltenden Pipettenlésung mit dem Vakuoleninneren wurde bei
einer Membranspannung von 0 mV die Stromantwort wahrend cytosolischer Applikati-
on von 50 mM Saccharose aufgezeichnet. Bei finf von acht Messungen an AtSUC4
uberexprimierenden Vakuolen konnte eine positive Stromantwort auf 50 mM Saccharo-
se verzeichnet werden, wie in Abbildung 31B mit einer Stromzunahme von 0,7 pA/pF
exemplarisch dargestellt. Die Vermutung liegt nahe, dass positive Stréme immer dann
hervorgerufen werden, wenn die Aktivitat des AtSUC4-Symporters die des Antiporters
ubersteigt. Aufgrund dessen weisen die positiven Saccharose-induzierten Stromantwor-
ten auf einen H'-getriebenen, auswértsgerichteten Symportmechanismus des AtSUC4-
Proteins hin.
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Abbildung 31: Saccharose-induzierte H*-Strome in AtSUC4-UE Mesophyllvakuo-
len. (A) Die schematisch dargestellten Vakuolen geben die experimentellen L6-
sungsbedingungen mit einem inversen pH-Gradienten (pH 7.5va; pH 5.5¢y1), 50
mM vakuolérer Saccharose und die Zugabe von 50 mM Saccharose auf der cytoso-
lischen Seite wider. (B) Die Ganzzellmessungen an AtSUC4-liberexprimierenden
Vakuolen zeigt Saccharose vermittelte positive H*-Strome. Die grauen Balken
markieren den Zeitraum der cytosolischen Applikation von 0 mM Saccharose
(weiller Balken = keine Saccharose). Die Zugabe von Saccharose auf die cytosoli-
sche Seite resultierte bei AtSUC4-Vakuolen in einer Zunahme des Ausgangsstroms.
Ldsungsbedingungen siehe Kapitel 2.1.10.5.

Messungen mit der Atsuc4.1-Verlustmutante wurden wie auch beim AtSUC4-UE unter
physiologischem sowie unter inversem pH-Wert-Gradienten durchgefuhrt. Dabei konn-
ten im Gegensatz zu AtSUC4-UE bei Atsuc4.1-Mutanten unter inversem pH-Gradienten
(pH 7,5va/pH 5,5¢yr) und einer cytosolischen Applikation von 50 mM Saccharose aus-
schliellich negative Strome gemessen werden (Abbildung 32A; Rohspuren nicht ge-
zeigt). Diese nahmen unter Anwesenheit von 50 mM Saccharose in der Pipettenlésung
in der Stromantwort zu. Deshalb wird davon ausgegangen, dass in der vakuoldren
Membran von Atsuc4.l kein Symport von Saccharose mit H* durch das AtSUC4-
Transportprotein moglich ist (Abbildung 32B). Die dominanten negativen Stréme der
Atsuc4.1-Mutante deuten auf einen im Tonoplasten lokalisierten Saccharose/H’-
Antiporter hin.

Unter physiologischem pH-Gradienten mit 100 uM bzw. 50 mM Saccharose in der Pi-
pettenldsung und einer cytosolischen Applikation von 50 mM Saccharose wurden bei
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der Atsuc4.1-Mutante wurden wie schon zuvor beim WT (Abbildung 30) die negativen
Stromantworten des Antiporters gemessen (Abbildung 32A).
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Abbildung 32: Saccharose-induzierte H*-Stréme von Atsuc4.1-Vakuolen. (A)
Stromantworten der Atsuc4.1-Verlustmutante auf die cytosolische Applikation von
50 mM Saccharose unter verschiedenen pH- und Saccharosegradienten. Die Sym-
bole bezeichnen die Ldsungsbedingungen (Kap. 2.1.10.5), unter denen die Mes-
sungen an den Atsuc4.1 Mutanten durchgefuhrt wurden:
n pH 5,5va/pH 7.5¢y, 50 mM Saccharoseys,, *+ 50 mM Saccharosecy;
o = pH 55va/pH 7.5¢c, 100 UM Saccharosey,, =+ 50 mM Saccharosecy:;

+

i

¢ = pH 7,5va/pH 5.5¢y, 50 mM Saccharosey s, 50 mM Saccharosecy;
A= pH 7,5va/pH 55¢: 0 mM Saccharoseya, 50 mM Saccharosecy;
(B) Die Abbildung beschreibt die Ldsungsbedingungen, unter denen die Messun-
gen in (A) mit dem Symbol ¢ stattgefunden haben. Eine Zugabe von 50 mM cyto-
solischer Saccharose bewirkte den gemessenen negativen Strom (Abnahme des
durch den Antiporter (schwarzer Kreis) verursachten positiven Stroms). Der rot
durchkreuzte weie Kreis markiert den Verlust des funktionsfahigen AtSUCA4-
Transportproteins.
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3.4  Charakterisierung des SV-Kanals in
Mesophyllvakuolen

Im Anschluss an die Untersuchungen der vakuoldren Protonenpumpen und Zucker-
transporter von A. thaliana sollte die Regulation und Funktion des vakuoldren SV-
Kanals elektrophysiologisch ebenfalls mit der Patch-Clamp-Technik untersucht werden.
Der spannungsabhingige Kationenkanal zeigt eine hohe Leitfahigkeit fiir K*-lonen und
wurde erstmals mittels Patch-Clamp-Messungen an Beta vulgaris-Vakuolen und Meso-
phyllvakuolen der Gerste charakterisiert (Hedrich et al. 1986; Hedrich und Neher 1987).
In vorangegangenen Publikationen wurde haufig tber ein spannungsabhéngiges Off-
nungsverhalten sowie eine starke Abhéangigkeit der Kanalaktivitat gegeniber der cyto-
solischem Calciumkonzentration berichtet (Hedrich und Neher, 1987; Schulz-Lessdorf
und Hedrich, 1995; Pei et al., 1999; Van den Wijngaard et al., 2001; Peiter et al., 2005).
Um eine hohe SV-Kanal-Aktivitat zu erreichen, wurde deshalb eine cytosolische Mess-
I6sung (Bad) mit 1 mM Calcium eingesetzt. Darliber hinaus beinhalteten alle Messl6-
sungen (Bad und Pipette) 2 mM DTT. Durch die Zugabe des reduzierenden Stoffes
wurde die Offenwahrscheinlichkeit der SV-Kanéle stark erhoht (Carpaneto et al., 1999;
Scholz-Starke et al., 2004).

Zur Charakterisierung des Arabidopsis-SV-Kanals wurde zunachst in der Whole-
vacuolar-Konfiguration gearbeitet. Nach Ubergang der Vacuole-attached- in die Whole-
vacuolar-Konfiguration wies der SV-Kanal von A. thaliana Mesophyllvakuolen eine
verzogerte Aktivierungsreaktion auf. Wie in Abbildung 33 exemplarisch gezeigt, nah-
men die SV-Gleichgewichtsstromantworten auf einen konstanten Spannungspuls von
+70 mV (Abbildung 33A) wahrend der Aquilibrierung der Pipettenlésung mit dem Va-
kuoleninneren nur langsam zu. Erst nach vollstandiger Aquilibrierung wurde aufgrund
der maximal erreichten Kanalaktivitdt keine weitere Zunahme in der SV-
Gleichgewichtsstromamplitude verzeichnet (Abbildung 33B).
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Abbildung 33: Spannungspulsprotokoll und Stromantwort des vakuoldren SV-
Kanals von A. thaliana WT wihrend Aquilibrierung der Pipettenlésung mit dem
Vakuolenlumen. (A) Beim gezeigten Spannungspulsprotokoll wurde ausgehend
von einer Haltespannung von 0 mV fiir 0,2 s eine depolarisierende Spannung von
+70 mV fiir 1,5 s an die vakuoldre Membran angelegt. AnschlieRend wurde erneut
zur Haltespannung von 0 mV fir 0,4 s zurlickgesprungen. (B) Stromantwort des
SV-Kanals auf das in A gezeigte und wiederholt angewendete
Spannungspulsprotokoll. Eine konstante Stromantwort wurde erst 14 min nach
Durchbruch der vakuolédren Membran erreicht. Losungsbedingungen siehe Kapitel
2.1.10.2E.

Nach Uberfiihrung der SV-Kanale in einen maximal aktivierbaren Kanalzustand wurden
Ganzzellstrome auf Einfachspannungspulse von -80 mV bis +100 mV mit einer jeweili-
gen Spannungszunahme von +10 mV aufgezeichnet. Die Haltespannung betrug -60 mV
(Kap. 2.1.7.1). Ab einer positiven Spannung von +20 mV konnten langsam aktivierende
Stréme des auswartsgerichteten SV-Kanals beobachtet werden (Abbildung 34A). Nach
Erreichen des Gleichgewichtsstroms (steady-state) wurde erneut auf die Haltespannung
zurlickgesprungen, wodurch das langsame Deaktivieren der SV-Kanale in Form eines
Tailstroms und damit ein Ausstrom von K*-lonen aus der Vakuole in das Cytosol sicht-
bar wurde. Um die entstehenden Strdme mit anderen Messungen vergleichen zu kon-
nen, wurden die Strome durch die Membrankapazitat (Cr,,) dividiert und so auf die Gro-
Re der Vakuole normiert (Kap. 2.1.4.6). Die zugehorige steady-state-Strom-Spannungs-
Kennlinie, bei welcher der Gleichgewichtsstrom gegen die Spannung aufgetragen wird,
verdeutlicht das Schaltverhalten des auswaértsgerichteten WT-SV-Kanals (Abbildung
34B). Bei negativen Spannungen wurde kein einwartsgerichteter Strom hervorgerufen.
Ab Spannungen positiver +20 mV konnte ein gréRer werdender K*-Einstrom aus der
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Vakuole in das Cytosol verzeichnet werden, was bei einer Spannung von +100 mV in
einem Gleichgewichtsstrom von 300 pA/pF resultierte.
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Abbildung 34: Spannungsabhangige Aktivierung des SV-Kanals in Mesophyllva-
kuolen von A. thaliana. (A) Ausgehend von einer Haltespannung von -60 mV wur-
den makroskopische Strome des SV-Kanals bei Messspannungen von -60 bis +100
aufgezeichnet. (B) Die Gleichgewichtsstrome wurden gegen die angelegten Span-
nungen aufgetragen. Sowohl Bad- als auch Pipettenldsung enthielten 150 mM KClI
bei einem pH-Wert von 7,5. Die Badlésung wurde zusatzlich mit 1 mM freies Ca®*
versetzt. Losungsbedingungen siehe Kapitel 2.1.10.2E.

3.4.1 fou2-Mutante mit einer Mutation im TPC1-Gen

Der SV-Kanal wird in A. thaliana vom TPC1-Gen kodiert (Peiter et al., 2005). Durch
die Zuordnung des Gens war es moglich, TPC1-Mutanten zu identifizieren und durch
den Vergleich mit WT-Pflanzen regulatorische Seiten des Kanalproteins aufzudecken.

Die TPC1-Mutante fou2 (fatty acid oxygenation upregulated 2) wurde in einem Screen
nach veranderter Jasmonatproduktion auf Verwundung entdeckt und in Bonaventure et
al. (2007a) erstmalig beschrieben. Die Mutante weist eine veranderte Syntheserate des
Stresshormons Jasmonsaure (JA, engl.: jasmonic acid) auf. Infolgedessen liegt der Jas-
monatgehalt von ungestressten fou2 Pflanzen um den Faktor zwei héher als beim WT.
Der erhohte Jasmonatgehalt spiegelt sich auch im Phanotyp der Mutante wieder. Pflan-
zen im Alter von 6 Wochen weisen neben epinastischen Blattern kiirzere Petiolen und
eine erhdhte Akkumulation von Anthocyanen in den Blattern auf (Bonaventure et al.,
2007a; Bonaventure et al., 2007b, Abbildung 35). Hierbei handelt es sich um Effekte,

die allgemein bei Mutanten mit erhohter Jasmonat-Akkumulation beobachtet wurden
(Turner et al., 2002).
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Abbildung 35: Wachstumsphénotyp der fou2-Mutante im Vergleich zum WT. Ab-
gebildet sind 6 Wochen alte und unter Kurztagbedingungen aufgezogene A. thalia-
na Pflanzen (Kap. 2.1.1). Im Vergleich zur WT-Pflanzen (links) zeigt die fou2-
Mutante (rechts) mit den verkirzten Petiolen und den leicht epinastischen Blattern
einen abweichenden Wachstumsphénotyp, der fiir Mutanten mit erhdhtem Jasmon-
gehalt typisch ist.

Die TPC1-Mutante fou2 tragt eine Punktmutation (D454N), welche auf der Seite des
vakuoldren Lumens zwischen der Transmembrandoméne 7 und 8 des TPCl1-
Kanalproteins lokalisiert ist (Kap. 1.3.1, Abbildung 3). In allen bisher bekannten pflanz-
lichen Aminosduresequenzen des TPC1-Proteins ist die in der fou2-Mutante ausge-
tauschte Aminosdure Aspartat stark konserviert (Bonaventure et al., 2007a). Deshalb
wird davon ausgegangen, dass diese Aminosaure fur die Funktion und/oder Regulation
des TPC1-kodierten Kanals wichtig ist. Patch-Clamp-Messungen zeigten, dass die
Spannungsabhéngigkeit der fou2 SV-Kanéle hin zu negativeren Membranspannungen
verschoben ist, was in einer schnelleren Aktivierungskinetik im Vergleich zu WT-SV-
Kanélen resultiert (Bonaventure et al., 2007a). Ungeklart war jedoch die Frage, wie ein
einzelner Aminosaureaustausch auf der vakuolaren Seite des Kanalproteins den Span-
nungssensor beeinflusst. Diese Frage sollte neben einer genaueren Charakterisierung
des SV-Kanals der fou2 Mutante im Vergleich zu WT-Pflanzen durch weiterfihrende
Patch-Clamp-Experimente geklart werden.

3.4.1.1 Aktivierung des fou2 SV-Kanals aus Arabidopsis Mesophyllvakuolen

SV-Kanéle zeigen erst nach vollstandiger Aquilibrierung der Pipettenldsung mit dem
Vakuoleninneren eine maximale Aktivitat (vgl. Kap. 3.4). Deshalb wurde nach Errei-
chen der Whole-vacuolar-Konfiguration die Aktivierung des SV-Kanals durch einen
positiven Spannungspuls von WT- als auch fou2-Pflanzen zeitlich dokumentiert. Hierzu
wurden Vakuolen mit einer Membrankapazitat von 20-30 pF ausgewéhlt. Ausgehend
von einer Haltespannung von 0 mV wurden depolarisierende Spannungspulse von +70
mV bzw. +50 mV wiederholt an die Membran angelegt. Bei WT-Vakuolen konnten 5-6
Minuten nach Etablierung der Whole-vacuolar-Konfiguration erste SV-Kanal6ffnungen
durch einen Anstieg der Stromantwort auf den depolarisierenden Spannungspuls ver-
zeichnet werden. Etwa 12 Minuten nach dem Ubergang in die Whole-vacuolar-
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Konfiguration wurde keine weitere Zunahme der Stromantwort registriert. Demzufolge
war zu diesem Zeitpunkt eine maximale Anzahl von SV-Kanalen bei +70 mV aktiv. Im
Vergleich dazu Offneten die SV-Kandle der fou2-Mutante bereits 0,5-2 Minuten nach
dem Ubertritt in die Whole-vacuolar-Konfiguration und erreichten nach nur 5-7 Minu-
ten bei einem Spannungspuls von +50 mV bzw. +70 mV ihre volle Aktivitat
(Abbildung 36).

Wildtyp

normalisiert

ISS

T T T T 1
200 400 600 800 1000
Zeit in der Whole-vacuolar-Konfiguration [s]

Abbildung 36: Zeitabhdngige Aktivierung des SV-Kanals von fou2- und WT-
Vakuolen nach Durchbruch in die Whole-vacuolar-Konfiguration. Die Aktivierung
der SV-Kanéle wurde bei einer gleichbleibenden Pulsspannung von +70 mV (o, ¢,
alle geschlossenen Symbole) bzw. +50 mV (o, A) gemessen. Die Haltespannung
betrug -60 mV. Die Gleichgewichtsstrome des SV-Kanals wurden auf den maxi-
malen Wert normalisiert und gegen die Zeit in der Whole-vacuolar-Konfiguration
aufgetragen. Die Bad und Pipettenldsungen enthielten 1 mM bzw. 0,1 mM freies
Ca’*. Genaue Lésungsbedingungen siehe Kapitel 2.1.10.2A.

Die zeitverzogerte Aktivierung der SV-Kanale nach Einstellung der Whole-vacuolar-
Konfiguration deutet auf die Anwesenheit eines Inhibitor im vakuoldren Lumen hin,
welcher durch Aquilibrierung des Zellsafts mit der Patch-Pipetten-Losung ausgewa-
schen wird (Maathuis und Prins, 1991). Die frihere Aktivierung des fou2-SV-Kanals
kdnnte durch eine geringere Inhibitorkonzentration in den fou2-Vakuolen erklart wer-
den. Darliber hinaus wére auch ein insensitiveres Verhalten des fou2-SV-Kanals gegen-
uber dem Inhibitor denkbar.

3.4.1.2 Semi-quantitative Bestimmung der Elemente in WT- und fou2-Vakuolen

Um Hinweise auf den potentiellen Inhibitor zu erhalten, wurde die elementare Zusam-
mensetzung des vakuoldren Lumens von WT- und fou2-Mesophyllvakuolen mittels
einer semiquantitativen EDX-Analyse im Labor von Prof. Jorg Fromm (Universitét
Hamburg) bestimmt (Kap. 2.3). Dabei konnten in Bezug auf Mg, P, S und ClI keine Un-
terschiede in den atomaren Konzentrationen bei WT- und fou2-Vakuolen festgestellt
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werden (Abbildung 37). Erstaunlicherweise war jedoch das K/Ca-Verhaltnis in WT-
und fou2-Vakuolen verschoben. fou2-Mesophyllvakuolen beinhalteten signifikant we-
niger K, aber mehr Ca als WT-Mesophyllvakuolen.
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Abbildung 37: Semiquantitative EDX-Analyse der elementaren Zusammensetzung
von Mesophyllvakuolen. Es wurden Blatter von jeweils vier Pflanzen untersucht.
Die Balken (weil? = WT, schwarz = fou2) stehen fiir die Mittelwerte mit dazugeho-
riger Standardabweichung von mindestens 15 Spektren. Die linke Skala zeigt die
atomaren % der erfassten radioaktiven Signale.

K und Ca stellten unter den untersuchten Elementen die Hauptelemente in der Vakuole
dar, welche beide durch den kationenunspezifischen SV-Kanal transportiert werden
konnen. In friheren Arbeiten wurde gezeigt, dass sowohl die cytosolische als auch die
vakuoldre Konzentration dieser beiden lonen einen grofRen Einfluss auf das Aktivie-
rungspotential des SV-Kanals hat. Eine zunehmende luminale Ca**-Konzentration wirkt
sich dabei negativ auf die Transportkapazitat des WT-SV-Kanals und auf die Richtung
des Kationenflusses aus (Pottosin et al., 1997; Pottosin und Schdnknecht, 2007). Des-
halb handelt es sich bei dem gesuchten SV-Kanal-Inhibitor hdchstwahrscheinlich um
luminales Ca®*, der die Aktivierung des SV-Kanals am Anfang der Patch-Clamp-
Experimente im Whole-vacuolar Modus unterbindet.

3.4.1.3 Einfluss von luminalem Ca** und pH-Wert auf die SV-
Einzelkanalaktivitat

Aufgrund des unterschiedlichen K/Ca-Verhaltnisses im vakuolaren Lumen wurde mit-
tels Einzelkanalexperimente Uberpruft, ob das SV-Kanalprotein des Wildtyps und der
fou2-Mutante eine veranderte Sensitivitat gegeniiber vakuolarem Ca®* aufweist. Ausge-
hend von der Whole-vacuole-Konfiguration wurden durch Zurlickziehen der Patch-
Pipette Membranfragmente aus der vakuoldren Membran gerissen. Nach Fusion dieser
Fragmente lag die Membran (Patch) erneut in der urspriinglichen Orientierung vor (Cy-
tosol = Badlosung zugewandte Membranseite, vakuoldres Lumen = Pipettenldsung zu-
gewandte Membranseite) (Kap. 2.1.4.5). Durch die wesentlich geringere Anzahl der
SV-Kandle im Patch konnten nun in der Outside-out-Konfiguration Einzelkanalfluktua-

66



Charakterisierung des SV-Kanals in Mesophyllvakuolen Ergebnisse

tionen aufgezeichnet und somit die absolute Offenwahrscheinlichkeit als auch die Leit-
fahigkeit des SV-Kanals bestimmt werden. Unter symmetrischen K*- und H*-
Konzentrationen (100 mM K*, pH 7,5) und verschiedenen vakuolaren Ca?*-
Konzentrationen (0, 100, 1000 pM Ca?*) wurden die Einzelkanalereignisse nahe dem
physiologischen Spannungsbereich von -30 mV aufgezeichnet (Abbildung 38A). Auf-
grund der hohen Kanalaktivitat der fou2-Mutante war eine Auflésung von Einzelkana-
len bei positiveren Spannungen nicht mdglich. Von den Einzelkanalaufzeichnungen
wurde ein All-point-Amplitudenhistogramm erstellt und darliber die absolute Offen-
wahrscheinlichkeit P, des SV-Kanals ermittelt (Kap. 2.1.8.2). Sowohl die SV-Kanéle
des Wildtyps als auch der fou2-Mutante zeigten eine hohe Kanalaktivitat in Abwesen-
heit von luminalem Ca®* auf (Abbildung 38). Mit Zunahme der vakuolaren Ca*'-
Konzentrationen nahm die Offenwahrscheinlichkeit des WT-SV-Kanals stark ab
(Abbildung 38B). Im Gegensatz zum WT wiesen die Kanéle der fou2-Mutante selbst
bei einer Ca**-Konzentration von 1000 M eine relativ hohe Kanalaktivitt auf. Dies ist
offenbar mit einer erhéhten Toleranz hinsichtlich vakuolarem Ca®** zu begriinden. Lu-
minales Ca** scheint eine geringere Affinitat zum fou2-Kanal zu besitzen, woriiber ein
geringerer inhibitorischer Effekt auf die SV-Kandle zu erkléren ist.
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Abbildung 38: Auswirkung der luminalen Ca**-Konzentration auf die Offenwahr-
scheinlichkeit P, der WT- und fou2-SV-Kandle. (A) Die Outside-out-
Einzelkanalexperimente von Mesophyllvakuolen des Wildtyps und der fou2-
Mutante wurden bei einer Membranspannung von -30 mV unter verschiedenen va-
kuoldren Ca®*-Konzentrationen (0, 100 uM, 1000 uM) aufgezeichnet. C zeigt dabei
das Grundstromlevel an, bei dem alle Kanéle geschlossen sind. O,, O,, O; gibt das
Stromniveau an, bei dem 1, 2 oder 3 Kanéle gleichzeitig getffnet sind. In Bezug
auf den pH-Wert (7,5) und die KCI-Konzentration (100 mM) wurden symmetri-
sche Bedingungen vorgegeben. Losungsbedingungen siehe Kapitel 2.1.10.2A. (B)
Die absolute Offenwahrscheinlichkeit P, wurde von Einzelkanalaufzeichnungen,
wie in Abbildung A dargestellt, berechnet. Die Werte fir 0,1 mM und 1 mM va-
kuoldrem Ca”* wurden beim WT auf 0 gesetzt, da die Einzelkanalaktivitat fir die
Berechnung zu gering war. Die Fehlerbalken reprédsentieren die Standardabwei-
chung mit n=3 Experimenten.
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Schulz-Lessdorf und Hedrich konnten 1995 zeigen, dass &hnlich einer erhéhten lumina-
len Ca®*-Konzentration ein Ansduern des luminalen pH-Wertes zur Anderung des SV-
Kanal-Aktivierungspotentials fiihrt. Zur Uberpriifung, inwieweit die vakuolidre H*-
Konzentration einen Einfluss auf die vakuoldre Ca®*-Sensitivitdt hat, wurde erneut
durch Einzelkanalmessungen in der Outside-out-Konfiguration Uberpriift. Die Abhan-
gigkeit der absoluten Offenwahrscheinlichkeit P, des WT- und fou2-SV-Kanals von der
Ca®*-Konzentration (0, 100 pM, 1000 pM Ca**) wurde nun unter einem physiologi-
schen pH-Gradienten (pH 7,5¢/5,5vak) ermittelt. Die Einzelkanalaktivitat des WT-SV-
Kanals war in Abwesenheit von luminalem Ca®* unter einem 100-fachen H*-Gradienten
gegenliber symmetrischen pH-Bedinungen stark erniedrigt (Abbildung 39A). Eine Er-
hohung der vakuolaren Ca?*-Konzentration von 0 auf 100 pM beeinflusste die Kanalak-
tivitat des Wildtyps dagegen nicht so stark wie unter neutralem luminalen pH-Wert.
Eine weitere Zunahme der Ca**-Konzentration (1000 pM) bewirkte bei einer Membran-
spannung von -30 mV jedoch erneut einen kompletten Block des SV-Kanals. Die fou2-
Mutante hingegen zeigte in Abwesenheit von luminalem Ca®* nur eine leichte Abnahme
in der Einzelkanalaktivitat (Abbildung 39A) bei einem luminalen pH-Wert von 5,5 im
Vergleich zu einem vakuoldrem pH-Wert von pH 7,5 (Abbildung 38A). Eine Erhéhung
der Ca**-Konzentration bis auf 1000 puM bewirkte eine geringe Reduktion der absoluten
Offenwahrscheinlichkeit (Abbildung 39B). Diese Beobachtung weist darauf hin, dass
die mutierte  Aminosdure Teil einer wichtigen regulatorischen Seite des TPC1-
Kanalproteins ist, welche durch das Ansiuern des vakuoldren Lumens eine Anderung
des pK-Werts erfahrt.
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Abbildung 39: Auswirkung des luminalen pH-Werts auf die Ca**-Sensitivitét des
WT- und fou2-SV-Kanals. (A) Die Einzelkanalmessungen wurden in der Outside-
out-Konfiguration unter physiologischem pH-Gradienten (pH 7,5¢yy pH 5,5va) und
verschiedenen luminalen Ca?*"Konzentrationen (0, 100, 1000 puM) bei einer Memb-
ranspannung von -30 mV durchgefihrt. C markiert die Grundlinie, bei der alle Ka-
néle geschlossen sind. O, O,, O3, O, gibt das Stromniveau an, bei der 1, 2,3 oder 4
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Kanéle gleichzeitig getffnet sind. Ldsungsbedingungen siehe Kapitel 2.1.10.2B.
(B) Die absolute Offenwahrscheinlichkeit P, der SV-Kanéle wurde aus Einzelka-
nalmessungen entsprechend der Abbildung 39A bestimmt. P, wurde beim WT mit
einer vakuolaren Ca®*-Konzentration von 1000 pM auf 0 gesetzt, da die Einzelka-
nalaktivitat zu gering war. Das Balkendiagramm stellt die Mittelwerte von n = 3-4
Experimenten dar. Die Fehlerbalken reprasentieren die Standardabweichung.

3.4.1.4 Einfluss des luminalen pH-Wertes auf die SV-Einzelkanalleitfahigkeit

Um die pH-Wert-abhéngige Regulierungsseite des TPC1-Proteins genauer zu untersu-
chen, wurden Outside-out-Einzelkanalmessungen unter Ausschluss von luminalem Ca**
durchgefuhrt. Dabei wurde der vakuolare pH-Wert schrittweise von pH 7,5 auf pH 4,5
erniedrigt und die Einzelkanalleitfahigeit des SV-Kanals unter symmetrischen K-
Bedingungen (Bad und Pipette = 100 mM KCI) bestimmt. Die Badlosung enthielt 1 mM
freies Ca®* bei pH 7,5. Nach Analyse des Offenkanalstroms aus Einzelkanalmessungen
im Spannungsbereich von -30 mV bis -60 mV (fou2) bzw. -10 mV bis -40 mV (WT)
wurde ein  Strom-Spannungs-Diagramm  erstellt und daraus die SV-
Einzelkanalleitfahigkeit y bestimmt (Abbildung 40A; Kap. 2.1.8.1). Die Einzelkanalleit-
fahigkeit vom WT- als auch dem fou2-SV-Kanal lag bei einem vakuoldren pH-Wert
von 7,5 im Bereich von 35-45 pS. Mit ansteigender luminaler H*-Konzentration nahm
auch die Leitfahigkeit des WT- und fou2-SV-Kanals zu. Bei einem vakuolarem pH-
Wert von 4,5 lag die Leitfahigkeit mit 80-90 pS doppelt so hoch wie unter neutralem
pH-Wert von 7,5 (Abbildung 40B).
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Abbildung 40: Beeinflussung der SV-Einzelkanalleitfahigkeit y vom WT und von
fou2 durch den luminalen pH-Wert. (A) Einzelkanalereignisse wurden in der Outs-
ide-out-Konfiguration mit einem luminalem pH-Wert aufgezeichnet und gegen die
jeweils angelegte Spannung aufgetragen. Die Steigung der Ausgleichsgerade gibt
die Einzelkanalleitfahigkeit an. Die offenen Symbole représentieren Experimente
mit der fou2-Mutante, geschlossene mit dem WT. Im rechten Kasten wurden re-
prasentative Einzelkanalmessungen der fou2-Mutante bei einer Membranspannung
von -30 mV und einem vakuoldren pH-Wert von 7,5 (o) bzw. 4,5 (0) aufgezeigt. C
markiert das Grundstromniveau, bei der alle Kanéle geschlossen sind. O, O,, Os
gibt das Stromniveau an, bei der 1, 2 oder 3 Kandle gleichzeitig get¢ffnet sind. Die
Bad- und Pipettenldsungen enthielten jeweils 100 mM KCI. Genaue Ldsungsbe-
dingungen siehe Kapitel 2.1.10.2C. (B) Die Einzelkanalleitfdhigkeit y wurde unter
verschiedenen vakuoléaren pH-Werten (7,5 bis 4,5) bestimmt. Die schwarzen Bal-
ken stehen flr den WT, weiRe fir die fou2-Mutante. Die Balken zeigen Mittelwerte
aus je 3-4 Experimenten mit der jeweiligen berechneten Standardabweichung.

Anhand der Einzelkanalexperimente konnte gezeigt werden, dass der WT-SV-Kanal
sowohl in der Offenwahrscheinlichkeit als auch in der Einzelkanalleitfahigkeit tGber den
vakuolaren pH-Wert reguliert ist. Bei saurem pH-Wert wurden eine geringe Offenwahr-
scheinlichkeit und eine hohe Leitfédhigkeit verzeichnet. Im Vergleich dazu lag unter
neutralem pH-Wert eine hohe Offenwahrscheinlichkeit vor, die Leitfahigkeit dagegen
war stark verringert. Demgegentber reagierte die fou2-Mutante auf einen erhéhten va-
kuolaren pH-Wert vor allem mit einer erhéhten Einzelkanalleitfahigkeit (Abbildung
40), wahrend sich die Offenwahrscheinlichkeit nur wenig &nderte (vgl. Abbildung 38
mit Abbildung 39).

3.4.15 Aktivierung des WT- und fou2-SV-Kanals durch cytosolisches Ca?*

In den vorangegangenen Kapiteln wurde demonstriert, dass nicht nur das Ansauern des
luminalen pH-Werts, sondern auch eine Erhdhung der vakuoldren Ca®*-Konzentration
eine Abnahme in der absoluten Offenwahrscheinlichkeit des SV-Kanals bedingt. Im
Gegensatz dazu konnte Schulz-Lessdorf und Hedrich (1995) sowie Pottosin et al.
(1997) zeigen, dass eine Anhebung der cytoplasmatischen Ca®*-Konzentration stimulie-
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rend auf die SV-Kanalaktivitat wirkt. Um zu Gberpriifen, ob die fou2-Mutation auch die
cytosolische Ca**-Sensitivitat der SV-Kanale beeinflusst, wurden Whole vacuolar-
Messungen an WT- und fou2-Vakuolen unter verschiedenen cytosolischen Ca®'-
Konzentrationen (200, 300, 500, 1000 puM) durchgefihrt (Kap. 2.1.10.2D). Dabei wur-
den auf Einfachspannungspulse von +70 mV groRere Ganzzellstromantworten bei einer
cytosolischen Ca?*-Konzentration von 1 mM als bei 300 pM registriert (Abbildung
41A). Um festzustellen, ob diese Beobachtung auf eine verandere Spannungsabhéngig-
keit des SV-Kanals zurtckzufiihren ist, wurde die relative Offenwahrscheinlichkeit tiber
Tailstromexperimente ermittelt (Abbildung 41A; Kap. 2.1.8.3). Die relative Leitfahig-
keit (G) des SV-Kanals bei einer Haltespannung von -60 mV wurde gegen die Span-
nung aufgetragen, bei der die Kanéle voraktiviert wurden. Anschlieend wurde an die
verschiedenen Kurven eine einfache Boltzmanverteilung angeglichen (Abbildung 41B,;
Kap. 2.1.8.3, Gleichung 5). Die Anzahl der apparenten Elementarladungséquivalente
wurde mit z = 1,6 als fester Parameter vorgegeben. Die Werte wurden auf die maximale
Leitfahigkeit G/Gnax Nnormiert. Die aus der Boltzmanverteilung ermittelte halomaximale
aktivierende Spannung (Ui2) gibt die Spannung an, bei der die Aktivierung von 50%
aller SV-Kanale erreicht wird. Mit zunehmender cytosolischer Ca?*-Konzentration ver-
schob sich die halb-maximale Aktivierungsspannung Uy, von WT- und fou2-Kanélen
zu negativeren Membranspannungen hin (Abbildung 41B, C). Es konnte kein Unter-
schied in der Ca®*-Sensitivitat beziiglich WT und fou2 aufgezeigt werden, da die durch
die ermittelten Uy,-Werte gelegten Regressionsgeraden die gleiche Steigung aufwiesen
(Abbildung 41C).
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Abbildung 41: Cytosolisches Ca?* beeinflusst die spannungsabhangige Aktivierung
des SV-Kanals. (A) Reprasentative Ganzzellstrome von WT- und fou2-SV-
Kanélen mit den jeweils vergrofert dargestellten Tailstromen (rechts). Ausgehend
von einer Haltespannung von -60 mV wurde zur Voraktivierung der Kanéle auf
+70 mV gesprungen. Die Tailstrdme wurden bei einer Haltespannung von -60 mV
bestimmt. Die Stromspuren wurden in Gegenwart von 1 mM und 300 puM cytosoli-
schem Ca®* aufgezeichnet. Lésungsbedingungen siehe Kapitel 2.1.10.2D. (B) Die
aus den Tailstromen ermittelten relativen Offenwahrscheinlichkeiten sind als Funk-
tion der Membranspannung in Form von G(U) Kurven gezeigt. Offene Symbole
reprasentieren den WT, geschlossene die fou2-Mutante bei folgenden Ca®'-
Konzentrationen: m=1000 pM, A=500 uM, =300 uM. (C) Die ermittelten halb-
maximalen aktivierenden Spannungen (Uy;,) wurden gegen die cytosolische Ca?*-
Konzentration aufgetragen und deren Verlauf mit einer Regressionsgerade be-
schrieben. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der gebildeten Mittelwerte
an. Fur (B) und (C) wurde folgende Anzahl von Experimenten durchgefihrt: nyr =
7 und Ny = 6 flir 1000 pM Ca?*, nwr, fow = 4 filr 500 pM Ca®*, nwr, fouw = 3 fiir
300 pM Ca?*, nwr, fouz = 4 flir 200 pM Ca?*.

3.4.1.6 Spannungsabhangige Aktivierung des WT- und fou2-SV-Kanals unter K-
und Ca**-Gradienten

Der Einfluss des K*- und Ca®*-Gradienten auf die spannungsabhangige Aktivierung des
fou2-SV-Kanals wurde in der Whole-vacuolar-Konfiguration mittels der durch Einfach-
spannungspulsprotokolle (Kap. 2.1.7.1) induzierten Ganzzellstréme néher untersucht
(Abbildung 42). Das Aktivierungspotential des fou2-SV-Kanals war unter symmetri-
schen K*-Konzentrationen (150 mM) gegeniiber dem WT-SV-Kanal um etwa 30 mV
hin zu negativeren Spannungen verschoben (Abbildung 42A, links; vgl. Bonaventure et
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al., 2007a). Aufgrund dessen wurden sehr viel héhere auswarts- als auch einwartsge-
richtete Ganzzellstrome bei fou2-Vakuolen im Vergleich zum WT gemessen. Bei WT-
Vakuolen konnten nur unter einem K*-Gradient (30 mM K¢,/150 mM K*va) nen-
nenswerte einwartsgerichtete K*-Strome beobachtet werden (Abbildung 42B, Mitte;
vgl. Ivashikina und Hedrich, 2005). Der fou2-SV-Kanal aktivierte bei gleichem K-
Gradienten etwa 40 mV negativer, wodurch im Vergleich zum WT bei -5 mV ein etwa
funffach hoherer einwértsgerichteter Strom generiert wurde. Bei vollstandigem Aus-
tausch des cytosolischen K* durch Ca®* (15 mM Ca**cy/0 Ca*vak), wurden beim WT
als auch der fou2-Mutante weder einwartsgerichtete K*-Stréme noch auswértsgerichtete
Ca®*-Strome registriert (Abbildung 42C).
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Abbildung 42: Spannungsabhéngige Aktivierung der WT- und fou2-SV-Kanéle in
Abhangigkeit des K*- und Ca®*-Gradienten. Die Whole-vacuolar-Messungen wur-
den unter unterschiedlichen cytosolischen Losungsbedingungen durchgefiihrt: (A)
150 mM KCl und 1 mM Ca*, (B) 30 mM KCI und 1 mM Ca**, (C) 15 mM Ca’* in
der Badlésung. Die Pipettenldsung enthielt stets 150 mM KCI. Lésungsbedingun-
gen siehe Kapitel 2.1.10.2E. Die Ganzzellstromspuren (links und Mitte) wurden
ausgehend von einer Haltespannung von -60 mV (WT) bzw. -80mV (fou2) auf de-
polarisierende Spannungspulse von -50 bis +70 mV aufgezeichnet. Die Messspan-
nung wurde in 15 mV Schritten erhoht. Die steady-state-Strome wurden in einem
Strom-Spannungs-Diagramm gegen die jeweiligen Messspannungen aufgetragen
(rechts). Die Pfeile zeigen das Aktivierungspotential an. @ WT n=3 (A-C), o fou2
n=9 (A), n=7 (B), n=3 (C). Die Datenpunkte représentieren den Mittelwert der
durchgefuhrten Experimente mit den Standardfehlern.

Die Experimente zeigten eine Verschiebung der Spannungsabhéngigkeit des WT- und
fou2-SV-Kanals in Abhangigkeit vom K*-Gradienten auf. Eine geringe cytosolische K-
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Konzentration filhrte im physiologischen Spannungsbereich zum K*-Einstrom aus der
Vakuole in das Cytosol. Das Aktivierungspotential des fou2-SV-Kanal lag bei weit ne-
gativeren Membranspannungen, wodurch ein groRerer K*-Einstrom im Vergleich zum
WT generiert wurde. Mit Ca?* als alleiniges cytosolischem Kation konnte unter obigem
Spannungsbereich kein SV-Kanalstrom beobachtet werden.

3.4.2 Regulation der SV-Kanile durch 14-3-3-Proteine

Die Aktivitat von lonenkandlen kann nicht nur durch die Membranspannung und Inter-
aktionen mit lonen veréndert werden. Haufig werden membranstédndige Proteine Uber
Phosphorylierungs- oder Dephosphorylierungsreaktionen sowie Interaktionen mit regu-
latorischen Proteinen beeinflusst. De Boer (2002) und Bunney et al. (2002) konnten
zeigen, dass 14-3-3-Proteine die Aktivitat von Transportproteinen kontrollieren kénnen.
Im Genom von A. thaliana gibt es 13 Mitglieder der 14-3-3-Proteinfamilie (GRF1-
GRF13; engl.: general regulating factors). Diese sind etwa 30 kDa grof3 und im Zell-
kern und dem Cytoplasma lokalisiert (Paul et al., 2005). 14-3-3-Proteine interagieren
mit spezifischen Konsensussequenzen des Zielproteins, welche ein Phosphoserin oder
Phosphothreonin enthalten. Die Aminosdureabfolge dieser spezifischen Konsensusse-
quenzen wurde bestimmt und in Mode 1 (RSxp(S/T)X; Muslin et al. 1996), Mode 2
(RX(Y/F)Xp(S/T)XP; Yaffe et al., 2001) und Mode 3 (p(S/T)X1,2CO2H; Ganguly et
al., 2005) eingeteilt.

Die cytosolischen 14-3-3-Proteine GRF6 und GRF1 erhéhen spezifisch die Aktivitat
des im Tonoplasten lokalisierten K*-Kanals TPK1 von A. thaliana (Latz et al. 2007).
Um zu uberprifen, ob diese 14-3-3-Proteine ebenfalls an der Regulation des SV-Kanals
in WT-Mesophyllvakuolen von A. thaliana beteiligt sind, wurden Patch-Clamp-
Experimente durchgefiihrt und Ganzzellstrome sowie Einzelkanalereignisse aufge-
zeichnet. Die 14-3-3-Proteine wurden von Andreas Latz in E. coli Zellen heterolog ex-
primiert und aufgereinigt (Latz, 2007). Auf depolarisierende Spannungspulse von +70
mV wurden die typisch langsam aktivierenden SV-Kanal-Strome in der Whole-
vacuolar-Konfiguration gemessen. Wahrend der cytosolischen Applikation einer GRF6
(200 nM)-haltigen Badldsung mittels des Badperfusionssystems nahmen die SV-
Kanalstrome bis zum vollstdndigen Verschwinden stetig ab (Abbildung 43A). Nach
Auswaschen des GRF6 kehrte der SV-Kanalstrom vollstdndig auf das Ausgangniveau
zurtick. Um zu Uberprifen, ob dieser Effekt tatsédchlich auf die 14-3-3-Proteine zurlck-
zufuhren ist, wurden analoge Experimente mit GRF1 und denaturiertem GRF6 durchge-
fuhrt. Nach Zugabe von denaturiertem GRF6 und intaktem GRF1 (iber die Badperfusion
wurde in beiden Fallen nur ein leichter Rickgang des Kanalstroms verzeichnet
(Abbildung 43B). Diese Ergebnisse belegen, dass das 14-3-3-Protein GRF6 spezifisch
die SV-Kanal-Aktivitét reguliert.
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Abbildung 43: Regulation des A. thaliana SV-Kanalstroms von Mesophyllvakuo-
len durch 14-3-3 Proteine. (A) Ausgehend von einer Haltespannung von -60 mV
wurden depolarisierende Spannungen von +70 mV angelegt und Ganzzellstrome
vor (Kontrolle, schwarze Rohspur), sowie wéhrend cytosolischer Perfusion mit 200
nM GRF6 (GRF6), als auch nach dem Auswaschen von GRF6 (graue Rohspur)
aufgezeichnet. (B) Strom-Spannungs-Kennlinie von Gleichgewichts-Stromen des
SV-Kanals in Abwesenheit von 14-3-3-Proteinen (o, n=8), mit 200 nM GRF6 (e,
n=3), 200 nM GRF1 (A, n=3) und 200 nM denaturiertem GRF6 (m, n=3). Es wur-
de ein Spannungspulsprotokoll von -50 mV bis + 100 mV in 15 mV Schritten an-
gelegt. Die Stréme wurden auf die Stromamplitude bei +100 mV in Abwesenheit
von 14-3-3 Proteinen normiert. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. L6-
sungsbedingungen siehe Kapitel 2.1.10.1.

Im Patch-Clamp-Experimenten an Hefevakuolen konnte gezeigt werden, dass GRF6
eine starke Zunahme der TPK1-Kanalaktivitat vermittelt (Latz et al., 2007). Auf makro-
skopischer Ebene wurde solch ein TPK1-vermittelter Stromanstieg bei A. thaliana Me-
sophyllvakuolen allerdings nicht beobachtet. Dies kénnte durch eine geringe Expressi-
onsrate des TPK1-Kanalproteins und aufgrund dessen, einer niedrigen Kanalaktivitét
begriindet sein. Um den GRF6-férdernden Effekt auf TPK1 sichtbar zu machen wurden
Einzelkanalmessungen an A. thaliana Mesophyllvakuolen in der Outside-out-
Konfiguration (vgl. Kap. 3.4.1.3; 2.1.4.5) durchgefiihrt. Nach cytosolischer Applikation
von 100 nM GRF®6 tber die Badperfusion nahm die Einzelkanalaktivitat des SV-Kanals
in Analogie zu den Whole-vacuolar-Messungen stark ab (Abbildung 44A). Eine Zu-
nahme der TPK1-Kanalaktivitat konnte nicht beobachtet werden, was moglicherweise
durch das Abhandenkommen regulatorischer Faktoren bei der Vakuolenisolierung zu
erklaren ist. Nach Auswaschen von GRF6 nahm die Einzelkanalaktivitat des SV-Kanals
erneut zu (Abbildung 44B).
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Abbildung 44: GRF6-abhangige Hemmung der SV-Kanalfluktuationen von A.
thaliana Mesophyllvakuolen. Die Einzelkanalereignisse wurden in der Outside-
out-Konfiguration bei einer Membranspannung von +70 mV aufgezeichnet. Die
Einzelkanalaktivitat nahm wahrend der Perfusion mit GRF6 ab (A) und stieg nach
Auswaschen (Pfeil) der GRF6-haltigen Badldsung erneut an (B). Die umrahmten
Messbereiche in der oberen Einzelkanalaufzeichnung von Abbildung (A) und (B)
wurden darunter liegend vergroRert dargestellt. Die in (A) und (B) gezeigten
Stromspuren wurden an verschiedenen Vakuolen aufgezeichnet. Ldsungsbedin-
gungen siehe Kapitel 2.1.10.1.

Eine Analyse der TPC1-Proteinsequenz zeigte keine Konsensussequenz zum Binden
von 14-3-3-Proteinen auf. Allerdings konnten zwei Sequenzabschnitte im C-Terminus
(RS(XX)pSX) und zwischen den beiden EF-Handen (TX(Y)Xp(T)XP) des Proteins
identifiziert werden, welche auffallende Ahnlichkeiten zu den von Muslin et al. (1996;
RSxp(S/T)X) und Yaffe et al. (2001; RX(Y/F)Xp(S/T)XP) bestimmten spezifischen
Konsensussequenzen zeigten.

3.5 Charakterisierung des Schliefizell-SV-Kanals

Der SV-Kanal wird ubiquitér in Pflanzen exprimiert (Pottosin und Schonknecht, 2007).
In A. thaliana liegt das TPC1-Gen als ,,single copy gene* vor und wird nicht nur in Blu-
ten, Schoten, Blattern, Wurzeln und der Sprossachse (Furuchi et al., 2001), sondern
auch speziell in Schlie3zellen (Leonhardt et al., 2004) stark exprimiert. Ivashikina und
Hedrich, 2005; Peiter et al., 2005; Latz et al 2007; Ranf et al., 2008; Beyhl et al, 2009;
etc. haben die Funktion des SV-Kanals in A. thaliana Zellkultur- und Mesophyllvakuo-
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len studiert (siehe auch Kap. 3.4). Bisher wurden jedoch keine SV-Kanal-typischen Ei-
genschaften von A. thaliana SchlieRzellvakuolen aufgezeigt. In weiterfiihrenden Arbei-
ten wurde deshalb die Funktion des Schlie3zell-SV-Kanals experimentell untersucht
und zelltypspezifische Unterschiede in der Aktivierungskinetik, Ca?*-Sensitivitat und
Ca®*-Leitfahigkeit im Vergleich mit Mesophyll-SV-Kanélen herausgearbeitet.

3.5.1 SV-Kanalstromdichte bei SchlieBzellvakuolen

Zu Beginn wurden Patch-Clamp-Experimente an isolierten SchlieRzell- und Meso-
phyllvakuolen (Kap. 2.1.1) von WT-Pflanzen durchgefiihrt. Wahrend der SV-Kanal von
Mesophyllvakuolen erst nach vollstandiger Aquilibrierung der Pipettenlésung mit dem
Vakuoleninneren aktiviert, wurde bei SchlieBzellvakuolen unmittelbar nach dem
Durchbruch in die Whole-vacuole-Konfiguration vollstandig aktivierte SV-Kanalstrome
gemessen (siehe auch Rienmuller et al., 2010). Dies ist auf ein etwa 80 mal kleineres
Lumen der SchlieRzellvakuolen zurlickzufuhren, wodurch die Pipettenlésung schneller
aqulibriert. Unter symmetrischen Lésungsbedingungen (Bad: 150 mM KCI, 1 mM Ca*,
pH 7.5; Pipette 150 mM KCI, pH 7.5) wurden Einfachspannungspulse von -80 mV bis
+100 mV in 15 mV Schritten ausgehend von einer Haltespannung von -60 mV appli-
ziert (Kap. 2.1.7.1) und korrespondierende Ganzzellstréme aufgezeichnet. Bei Vakuolen
beider Zelltypen wurden langsam aktivierende SV-Kanal-Strome auf depolarisierende
Spannungen gemessen (Abbildung 45A). Jedoch zeigten Schliel3zellvakuolen (5644 +
1225 pA/pF) bei +100 mV etwa neun-mal héhere auswartsgerichtete Gleichgewichts-
strome im Vergleich zu Mesophyllvakuolen (630 = 89 pA/pF; Abbildung 45A, B) auf.
Bei Schlie}zellvakuolen der tpcl-2-knockout-Mutante wurden keine vergleichenden
spannungsinduzierten Strome detektiert (Abbildung 45A, Mitte). Das Aktivierungspo-
tential der Schliezell- u. Mesophyll-SV-Kanale vom WT lag bei etwa +10 mV
(Abbildung 45B). Ein Ansduern des vakuoldren Lumens (pH 7,5 auf pH 5,5) bewirkte
eine Abnahme des SV-Kanalstroms bei beiden Zelltypen (Abbildung 45B). Der Effekt
war jedoch bei Schlielzellvakuolen mit einer 50%igen Reduktion des Kanalstroms
deutlicher ausgeprégt als bei Mesophyllvakuolen, bei denen lediglich eine 30%ige
Stromabnahme verzeichnet wurde. Infolgedessen kann von einer héheren Sensitivitat
des SchlieRzell-SV-Kanals gegeniiber einem Ansduern des vakuoldren Lumens ausge-
gangen werden.

Unter einem einwartsgerichteten Kaliumgradienten (30 mM K™¢,/150 mM K™y4) konn-
ten bei SchlieBzell- und Mesophyllvakuolen sowohl auswaérts- als auch einwértsgerich-
tete Strdme beobachtet werden (Abbildung 45C; Ivashikina und Hedrich, 2005). Das
Aktivierungspotential der Schlief3zell-SV-Kanale lag um etwa 30 mV negativer als das
von Mesophyll-SV-Kanélen (vgl. Abbildung 42). Aufgrund dessen generierte der
SchlieRzell-SV-Kanal einen ausgepragteren einwartsgerichteten K*-Strom aus der Va-
kuole in das Cytosol.
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Abbildung 45: SV-Kanalstréme von SchlieBzell- und Mesophyllvakuolen. (A) Ty-
pische Ganzzellstromdichten (I/C,) von WT- bzw. tpcl-2-SchlielBzellvakuolen
(links bzw. Mitte) und WT-Mesophyllvakuolen (rechts) wurden unter symmetri-
schen K*-Konzentrationen (150 mM) und pH-Werten (pH 7.5) aufgezeichnet. Aus-
gehend von einer Haltespannung von -60 mV wurde von -80 mV in 15-mV-
Schritten zu +100 mV gesprungen. (B) Gleichgewichtsstromdichten von Schlief3-
zell- (SZ) und Mesophyllzellvakuolen (MZ) wurden bei unterschiedlichen lumina-
len pH-Werten (pH 7,5 oder pH 5,5) bestimmt und gegen die jeweils angelegte
Spannung aufgetragen. Die mittleren SV-Kanalstromdichten von Mesophyll- und
Schliel3zellvakuolen bei +100 mV wurden in einem Balkendiagramm dargestellt
(rechts). SZ pH 7,5 n=15; SZ pH 5,5 n=9; MZ pH 7,5 n=3; MZ pH 5,5 n=8. (C)
Die Gleichgewichtsstrome des SV-Kanals von Schliezell- und Mesophyllvakuo-
len wurden unter einwartsgerichtetem K*-Gradienten (30 mM KClc/150 mM
KClya) und symmetrischem pH-Wert (pH 7,5) ermittelt und gegen die angelegte
Spannung aufgetragen. Losungsbedingungen siehe Kapitel 2.1.10.3A. (B, C) Die
Fehlerbalken repréasentieren die Standardabweichung.
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3.5.2 Einzelkanalleitfahigkeit und absolute Offenwahrscheinlichkeit
des Schlie3zell-SV-Kanals

Bei SchlieRzellvakuolen wurde im Vergleich zu Mesophyllvakuolen eine stets héhere
SV-Kanalstromdichte detektiert. Daftir konnte neben dem negativeren Aktivierungspo-
tential (vgl. Kap. 3.5.1) eine erhohte Einzelkanalleitfdhigkeit, eine hohere absolute Of-
fenwahrscheinlichkeit sowie eine hdhere Expressionsdichte der SV-Kanale verantwort-
lich sein. Deshalb wurde zunichst die Einzelkanalleitfahigkeit y des SV-Kanals tber
Einzelkanalfluktuationen in der Outside-out-Konfiguration unter symmetrischen L06-
sungsbedingungen (100 mM KCI, pH 7.5) bestimmt. Die cytoplasmatische Seite der
vakuoldaren Membran war dabei dem Badmedium zugewandt. Der SchlieRzell-SV-
Kanal zeigte bei einer Membranspannung von +30 mV eine mit dem Mesophyll-SV-
Kanal vergleichbar groRe Einzelkanalstromamplitude auf (Abbildung 46).

Mesophyllzellen

100 ms

Abbildung 46: Einzelkanalaufzeichnungen des SV-Kanals von Schlie3zell- und
Mesophyllvakuolen. Die Outside-out-Messungen wurden unter symmetrischen Lo-
sungsbedingungen (100 mM KCI, pH 7,5) bei einer Membranspannung von +30
mV aufgezeichnet. Losungsbedingungen siehe Kapitel 2.1.10.3B. C gibt das
Grundstromlevel an, bei dem alle Kandle geschlossen vorliegen. O;, O,, O; stellen
die Stromniveaus dar, bei denen 1, 2 oder 3 Kanéle gleichzeitig getffnet sind.

Dies wurde durch Berechnung der SV-Einzelkanalleitfahigkeit (Kap. 2.1.8.1) bestatigt,
welche sich bei beiden Zelltypen unter neutralem pH-Wert (pH 7,5¢y/pH 7,5vak) zwi-
schen 70-76 pS bewegte (Tabelle 6). Ein Ansduern des vakuoldren Lumens (pH
7,5¢cyi/pH 5,5vak) flhrte sowohl bei Schlie3zell- als auch bei Mesophyll-SV-Kanalen zu
einer Erhdhung der Leitfahigkeit (109-116 pS; Tabelle 6; vgl. Kap. 3.4.1.4).
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Tabelle 6: SV-Einzelkanalleitfahigkeit y von Schliezell- und Mesophyllvakuolen.

Schlie3zellen Mesophyllzellen
76 £ 10 pS 70 £ 10 pS
pH 7,5 sym. n=7 n=3
116 +5pS 109 + 8 pS
PH 7,5¢cy/ pH 5,5vak n=3 n=4

Die Einzelkanalleitfahigkeiten wurden im Bereich von -20 mV bis -60 mV berech-
net und die Mittelwerte daraus mit den jeweiligen Standardabweichungen angege-
ben.

Von vergleichbaren Einzelkanalaufzeichnungen, wie in Abbildung 46 dargestellt, wurde
ein All-point-Amplitudenhistogramm erstellt und anhand dessen die absolute Offen-
wahrscheinlichkeit P, des SV-Kanals bestimmt (Kap. 2.1.8.2). Dabei zeigten die SV-
Kanale von SchlieBzellvakuolen in Abwesenheit von luminalem Ca?* eine geringere
Kanalaktivitat im Vergleich zu Mesophyllvakuolen auf (Abbildung 47).
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Abbildung 47: Absolute Offenwahrscheinlichkeit P, von SchlieRzell- und Meso-
phylizell-SV-Kandlen. Die Offenwahrscheinlichkeit wurde von Einzelkanalauf-
zeichnungen bei einer Membranspannung von -30 mV bestimmt. Lésungsbedin-
gungen siehe Kapitel 2.1.10.3B. Die Fehlerbalken repréasentieren die Standardab-
weichung aus nsz=5 und nyz=3 Experimenten.

Anhand der Einzelkanalexperimente konnte gezeigt werden, dass die hohen SV-Kanal-
Ganzzellstrome bei Schlie3zellvakuolen weder auf eine erhdhte Einzelkanalleitfahigkeit
noch auf einer gesteigerten absoluten Offenwahrscheinlichkeit zurtickzufiihren ist.

3.5.3 Expressionsniveau des SV-Kanals von Schliezellen und
Mesophyllzellen

Um abzukléren, ob eine erhohte Expressionsrate des TPC1-Proteins bei SchlieBzellen

vorliegt, wurde weiterfiihrend die Menge der TPC1-Transkripte mittels quantitativer
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Echtzeit-PCR bestimmt (Kap. 2.2.2.5). Aus Mesophyllblattern wurden intakte SchlieR3-
zellen und Mesophyllzellen gewonnen (Kap. 2.1.2). Die mRNA wurde isoliert (Kap.
2.2.1.1), mittels reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben (Kap. 2.2.1.2) und die
TPC1 Transkripte quantitativ ermittelt (Kap. 2.2.2.5). Dabei konnte eine vierfach héhe-
re TPC1 Transkriptmenge in Schlie3zellvakuolen (2729 + 389) im Vergleich zu Meso-
phyllzellvakuolen (691 + 117) gemessen werden (Abbildung 48). Dies deutet daraufhin,
dass die bis zu siebenfach hohere SV-Kanalstromdichte bei Schliezellvakuolen (siehe
Kap. 3.5.1) im Vergleich zu Mesophyllvakuolen wahrscheinlich auf eine hohere Ex-
pressionsrate des SV-Kanals zurtickzufiihren ist.
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Abbildung 48: TPC1-Transkriptmenge in Mesophyll- und Schliezellvakuolen. Die
Transkriptmenge von Mesophyll- und SchlieRzellvakuolen wurde Uber Echtzeit-
PCR ermittelt. Die Fehlerbalken représentieren die Standardabweichung des Mit-
telwerts von n=4 Messungen.

3.5.4 Aktivierungskinetik des Schlie8zell-SV-Kanals

Die makroskopischen Strome des Schliel3zell-SV-Kanals wiesen neben einer héheren
Stromdichte eine schnellere Aktivierungskinetik auf als SV-Kanale von Mesophyllva-
kuolen (Abbildung 45A, B). Zur genaueren Darstellung dieser Charakteristik wurde
daher die halbmaximale Aktivierungszeit (t12) der SV-Kanale bestimmt. Unter symmet-
rischen Ldsungsbedingungen (150 mM KCI, pH 7,5) erreichten die SchlieRzell-SV-
Kanalstrome - bei einer Aktivierungsspannung von +70 mV - 50% des Gleichgewichts-
stromniveaus nach ty, = 38,2 + 5,9 ms (Abbildung 49A und B). Ein Ansduern des va-
kuoldren Lumens (pH 5,5) verlangerte die halbomaximale Aktivierungszeit des Schlief3-
zell-SV-Kanals deutlich auf t;, = 269,7 £+ 33,9 ms.

Mesophyll-SV-Kandle hingegen aktivierten bei neutralem pH-Wert (pH 7,5) und einer
Spannung von +70 mV um den Faktor finf langsamer (ti, = 174,5 + 49,0 ms) als die
SchlieRzell-SV-Kanéle. Nach einer Absenkung des vakuoléren pH-Wertes (pH 5,5)
wurden halbmaximale Aktivierungszeiten von t;, = 308,4 + 53,9 ms fur die Mesophyll-
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SV-Kanéle ermittelt (Abbildung 49B). Vergleicht man die beiden Zelltypen untereinan-
der, so bewirkte ein Ansduern des vakuoldaren Lumens bei SchlieBzellvakuolen eine
siebenfache Verldngerung der halbmaximalen Aktivierungszeit, wohingegen bei Meso-
phyllvakuolen lediglich eine zweifache Zunahme von ty; beobachtet wurde. Dies deutet
auf eine hohere Sensitivitat des Schlie3zell-SV-Kanals beziiglich eines Ansduerns des
vakuoldren Lumens hin. Bei Spannungen positiver von +70 mV wurde des Weiteren bei
beiden Zelltypen eine Abnahme der halbmaximalen Aktivierungszeit beobachtet. Dies
ist bei einem spannungsabhangigem Kanal mit einer hoheren Aktivierungsrate bei posi-
tiveren Spannungen zu erklaren (Pottosin et al., 2004).
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Abbildung 49: Aktivierungskinetik und halbmaximale Aktivierungszeiten der
Schlie3zell- und Mesophyll-SV-Kanéle. (A) Die SV-Kanalstrome auf einen Span-
nungspuls von +70 mV wurden auf den Maximalstrom normiert (gestrichelte Li-
nie). Die Haltespannung betrug -60 mV. Ldsungsbedingungen siehe Kapitel
2.1.10.3C. (B) Die halbmaximale Aktivierungszeit t;,, wurde bei +70 mV der SV-
Kandle anhand vergleichbarer Stromspuren wie von (A) bestimmt. Die Daten wur-
den unter einem vakuolaren pH-Wert von 7,5 bzw. 5,5 und einem cytosolischem
pH-Wert von 7,5 erhoben. Weile Balken geben t;, von Mesophyllvakuolen (np,
75=9; Npn s5=7), schwarze von SchlieRzellvakuolen (Npn 75=9 ; Npn 55=5) wieder.
Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung aus den jeweiligen Mittelwerten.

3.5.,5 Cytosolische Ca’*"-Abhiingigkeit des Schliefizell- und
Mesophyllzell-SV-Kanals

Cytosolische Ca?*-lonen spielen unter anderem eine wichtige Rolle bei der Regulation
der Stomaweite. So bewirken ABA oder extrazellulares Ca®* eine Erhéhung des cytoso-
lischen Ca**-Spiegels, was wiederum zu einer veranderten Membranleitfahigkeit und zu
einem Turgor-induzierten Schlielen der Stomata fiihrt (Schroeder et al., 2001; McAinsh
et al., 1995). Der SV-Kanal als dominanter Kationenkanal im Tonoplasten wird durch
eine Erhohung der cytosolischen Ca®*-Konzentration stimuliert (Kap. 3.4.1.5). Um zu
uberprufen, ob SchlieRzell-SV-Kanéle im Vergleich zu Mesophyll-SV-Kandlen eine
andere Ca’*-Sensitivitat aufweisen, wurde die SV-Kanalstromdichte beider Zelltypen
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unter ausgewahlten cytosolischen Ca**-Konzentrationen quantifiziert (Mesophyllvakuo-
len: 0, 100, 200, 300, 500, 1000 uM; SchlieRzellvakuolen: 0, 50, 200, 500, 1000 puM).
Aufgrund des stark positiven Aktivierungspotentials bei geringen cytosolischen Ca?*-
Konzentrationen wurden die Stromdichten bei einer Membranspannung von +100 mV
gemessen. Die mittleren Stromdichten wurden gegen die jeweiligen Ca®-
Konzentrationen aufgetragen und die Datenpunkte zur qualitativen Beschreibung mit
einer Michaelis-Menten-Gleichung interpoliert (Abbildung 50). Im Rahmen dessen
wurde ein Ky-Wert von 130 puM und 1170 pM fiir den SchlieRzell- und Mesophylizell-
SV-Kanal ermittelt. Damit zeigte der Schliel3zell-SV-Kanal eine wesentlich hohere Sen-
sitivitat gegeniiber der cytosolischen Ca®*-Konzentration als der von Mesophyllvakuo-
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Abbildung 50: Dosis-Effekt-Kurve von cytosolischem Ca*" auf die SchlieBzell-
und Mesophyll-SV-Kanéle. Die Gleichgewichtsstrome bei einer Membranspan-
nung von +100 mV wurden gegen die cytosolische Ca**-Konzentration aufgetra-
gen. Die Punkte wurden durch eine Michaelis-Menten-Gleichung interpoliert und
daraus die Ky-Werte bestimmt. Gefiillte (®) und offene (o) Kreise zeigen die Mit-
telwerte von SchlieRzell- und Mesophyllvakuolen. Die Experimente wurden in der
Whole-vacuole-Konfiguration unter symmetrischen KCI und pH-Wertbedingungen
(100 mM KCI, pH 7,5) sowie mit 100 pM Ca’* in der Pipette und unterschiedli-
chen Ca*-Konzentrationen in der Badlésung durchgefiihrt. Lésungsbedingungen
siche Kapitel 2.1.10.3D. Die Fehlerbalken reprasentieren die jeweilige Stan-
dardabweichung.

3.5.6 Vakuolire Ca**-Sensitivitit der SchlieBzell-SV-Kaniile

Die Aktivitat der SV-Kanale ist abhangig von der cytosolischen Ca?*-Konzentration.
SchlieRzell-SV-Kanale wiesen eine hdhere Ca?*-Sensitivitat im Vergleich zu denen von
Mesophyllvakuolen auf (Kap. 3.5.5). Vakuolares Ca®* dagegen wirkt sich bei Meso-
phyllvakuolen negativ auf die SV-Kanalaktivitat aus (Kap. 3.4.1.3). So nahm die abso-
lute Offenwahrscheinlichkeit P, mit zunehmender Ca**-Konzentration ab. Um zu (iber-
priifen, ob die luminale Ca?*-Konzentration den SchlieRzell-SV-Kanal gleichermaRen
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beeinflusst, wurden Einzelkanalereignisse in der Outside-out-Konfiguration (Kap.
2.1.4.5) mit 0 mM bzw. 1 mM luminalen Ca®** aufgezeichnet und daraus die absolute
Offenwahrscheinlichkeit bestimmt (Kap. 2.1.8.2). Die Experimente wurden unter sym-
metrischen KCI (100 mM) und pH-Wert-Bedingungen (pH 7,5) durchgefuhrt. Bei einer
Membranspannung von -30 mV lag in Abwesenheit von luminalem Ca®* die absolute
Offenwahrscheinlichkeit P, bei 0,13. Entsprechend der SV-Kanalaktivitat von Meso-
phyllvakuolen ging die Offenwahrscheinlichkeit auch bei Schlieizellvakuolen nach
Erhéhung der luminalen Ca**-Konzentration auf 1 mM stark zuriick (Abbildung 51). In
der Né&he des physiologischen Membranpotentials wurden keine Einzelkanalereignisse
gemessen. Demzufolge scheinen die SV-Kanéle von SchlieRzell- und Mesophyllvakuo-
len eine ahnliche Sensitivitat gegentiber vakuoldrem Ca®* aufzuweisen.
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Abbildung 51: Luminales Ca®* verringert die absolute Offenwahrscheinlichkeit P,
des SV-Kanals von SchlieBzellvakuolen. Die Offenwahrscheinlichkeit P, wurde
Uber Einzelkanalexperimente bei einer Membranspannung von -30 mV bestimmt.
Die cytoplasmatische Seite der vakuoldren Membran war in Richtung des Badme-
diums orientiert. Es wurden symmetrische Losungsbedingungen (100 mM KCI und
pH 7,5) mit 0 bzw. 1 mM Ca* in der Pipette gewahlt. Die Badlésung enthielt 1
mM Ca”". Weitere Lésungsbedingungen siehe Kapitel 2.1.10.3E. Die Mittelwerte
mit den entsprechenden Standardabweichungen wurden aus n=5 Experimenten flr
0 mM Ca*" und n=3 fiir 1 mM Ca”" berechnet.

3.5.7 lonenleitfihigkeit des Schliefizell-SV-Kanals

Der K*-Gradient iiber die vakuolare Membran beeinflusste das Aktivierungspotential
und damit die K*-lonenleitfahigkeit des SchlieRzell- und Mesophyll-SV-Kanals gleich-
ermallen (Kap. 3.4.1.6, 3.5.1). Um zu uberprifen wie sich die lonenleitfahigkeit des
nicht selektiven Kationen-SV-Kanals bei einem Ca?*/K*- bzw. Na*/K*-Gradienten ver-
halt, wurden erneut Patch-Clamp-Messungen durchgefiihrt und SV-Stréme auf makro-
skopischer Ebene aufgezeichnet.

In Gegenwart eines Ca”- und K*-Gradienten (15 mM Ca”'¢,/150 K'va) konnte bei
Mesophyllvakuolen unter symmetrischem pH-Wert (pH 7,5) kein auswartsgerichteter
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Ca’*-Strom auf depolarisierende Spannungen beobachtet werden (Abbildung 42C, Kap.
3.4.1.6). Schliel3zellvakuolen dagegen zeigten unter den gleichen Lésungsbedingungen
auf einen Spannungspuls von +70 mV auswartsgerichtete Ca**-Strome von 60 pA/pF
(Abbildung 52A). Bei Schliel3zellvakuolen wurde nach Ansduern des vakuoldren Lu-
mens (pH 5,5) eine Zunahme von SV-vermittelten Ca®*-Strémen um das 2,5fache her-
vorgerufen (Abbildung 52). Unter einem physiologischen pH-Gradienten (pH 7,5¢,+/pH
5,5va) konnte auch beim SV-Kanal von Mesophyllvakuolen ein signifikanter Ca®'-
Strom von 50 pA/pF bei +70 mV beobachtet werden. Die Membranleitfahigkeit des SV-
Kanals fir Ca**-lonen wurde somit in beiden Zelltypen vom luminalen pH-Wert beein-
flusst. Dabei scheint der pK-Wert eine wichtige regulatorische Seite des Kanalproteins
zu modifizieren und so die Ca®*-Leitfahigkeit des SV-Kanals von A. thaliana vorzuge-
ben (vgl. Kap. 3.4.1.3). Der SV-Kanal von Schlie3zellvakuolen wies unter saurem va-
kuoldren pH-Wert eine hohere Ca’*-Membranleitfahigkeit auf als der von Mesophyll-
zellen, was wahrscheinlich auf die hohere TPC1-Transkriptrate zurtickzufiihren ist.
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Abbildung 52: SV-Kanal-vermittelte auswartsgerichtete Ca®*-Stréme von SchlieR-
zell- und Mesophyllzellvakuolen. (A) Die Ca*-Strdme wurden in der Whole-
vacuole-Konfiguration aufgezeichnet. Ausgehend von einer Haltespannung von -60
mV wurde zu +70 mV gesprungen und die Gleichgewichtsstromdichte ermittelt.
(B) Das Balkendiagramm gibt die mittleren Stromdichten bei +70 mV wieder, wel-
che aus Rohspuren wie in Abbildung A dargestellt, bestimmt wurden. Die Fehler-
balken zeigen die Standardabweichung von pH 7,5 aus nyz=3, nsz=5 Experimenten
und von pH 5,5 aus nyz=7, nsz=5 Experimenten. Die Messungen wurden in Ge-
genwart eines Ca*- und K'-Gradienten (15 mM Ca®*¢,/150 K'ya) und unter-
schiedlichen vakuoldren pH-Werten (pH 5,5, pH 7,5) durchgefihrt. Losungsbedin-
gungen siehe Kapitel 2.1.10.3F.

Ivashikina und Hedrich (2005) konnten zeigen, dass der SV-Kanal von A. thaliana
Zellkulturvakuolen neben K* und Ca** auch permeabel fiir Na* ist. Unter einem Na*/K*-
Gradienten (30 mM Na'c/150 K'va) wurden auswartsgerichtete Na*-Strome detek-
tiert. Waren jedoch Na*-lonen (50 mM bzw. 150 mM) in der Vakuole prasent, wurden
weder einwartsgerichtete Na* noch K* Stréme hervorgerufen. Zur Ermittlung der Na'-
lonenleitfahigkeit des SchlieRzell-SV-Kanals wurden in der Whole-vacuolar-
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Konfiguration Einfachspannungspulsprotokolle (siehe Kap. 2.1.7.1) von -80 bis +100
mV, ausgehend von einer Haltespannung von -60 mV an die Membran angelegt und die
makroskopische Stromantwort aufgezeichnet (Abbildung 42). Zunachst wurden SV-
Kanal-Experimente unter reiner Anwesenheit von K*-lonen (30 mM K'¢/150 mM
K*vak) durchgefiihrt. Unter einem einwdrtsgerichteten K*-Gradienten lag das Aktivie-
rungspotential des SV-Kanals bei -50 mV und das Umkehrpotential (siehe Kap. 2.1.8.5)
bei Uy = +34,0£ 0,6 mV.

Beim Austausch der K*-lonen durch Na*-lonen auf der cytosolischen bzw. vakuoliren
Seite wurden im Gegensatz zu Messungen an Zellkulturvakuolen (lvashikina und Hed-
rich, 2005) sowohl auswérts- als auch einwartsgerichtete Na'-Strome vermittelt
(Abbildung 53). Dabei stieg der einwartsgerichtete Na*-Strom bei einer Membranspan-
nung von -30 mV (30 mM KClc,/150 mM NaCly.x) bzw. -5 mV (30 mM NaClc,/150
MM KClya) um das 2,5fache an. Mit 150 mM Na* auf der vakuolaren Seite entsprach
das Aktivierungspotential dem unter reinen K'-Bedingungen, wiahrend ein Na'-
Austausch auf der cytosolischen Seite das Aktivierungspotential des SV-Kanals um -15
mV verschob. Unter einem auswartsgerichteten Na'-Gradienten (30 mM NaClc,/150
mM KClva) lag das Umkehrpotential des Schlie3zell-SV-Kanals (Uy, = +31,0 £ 1,5
mV) um 3 mV negativer als unter einem reinen K*-Gradienten (30 mM K¢,/150 mM
K'vak), Was darauf hindeutet, dass Na*-lonen leichter durch den SV-Kanal permeieren
als K'-lonen. Im Gegensatz dazu war bei inversen Losungsbedingungen (30 mM
KClc,/150 mM NaClyak) das Umkehrpotential zu positiveren Spannungen hin verscho-
ben (Uyey = +47,0 £ 1,4 mV).
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Abbildung 53: Na'- und K*-Strome durch den SV-Kanal von SchlieRzellvakuolen.
Die Gleichgewichtsstromdichten des Schlief3zell-SV-Kanals wurden unter asym-
metrischen Na’- und K*-Konzentrationen in der Whole-vacuole-Konfiguration auf-
gezeichnet und gegen die jeweils angelegte Spannung aufgetragen. Dabei wurde
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von -80 mV in 15 bzw. 10 mV Schritten bis zu +100 mV gesprungen. Die Halte-
spannung betrug dabei -60 mV bzw. -80 mV. In der Abbildung sind die errechne-
ten Mittelwerte mit den dazugehorigen Standardfehlern aufgezeigt. @ = 30 mM
KClc,/150 mM KClya (n=5); A = 30 mM KClc,/150 mM NaClya (n=7). o = 30
mM NaClc,/150 mM KCly. (n=4). Die Badlésung enthielt 1 mM Ca®" wahrend
die Pipettenldsung Ca?*-frei war. Losungsbedingungen siehe Kapitel 2.1.10.3G.

Unter der Annahme, dass die einzigen permeierenden Kationen durch den SV-Kanal
K*- und Na'-lonen darstellen, wurde mit Hilfe der Goldman-Hodgin-Katz-
Spannungsgleichung (Kap. 2.1.9; Goldman, 1943; Hodgkin und Katz, 1949) die relative
Permeabilitit des SchlieRzell-SV-Kanals fiir K*- und Na'-lonen (Pna /Pk’) mit 1,3:1
grob bestimmt. Da jedoch zusétzlich Mg®*- und Ca®*-lonen in den L8sungen prasent
waren, wurden die Messungen erneut von Florian Rienmiller unter symmetrischen
Ca®*-Bedingungen (1 mM Ca*") und unter Ausschluss von Mg*-lonen durchgefiihrt.
Dabei wurde die hier errechnete relative Permeabilitat des SchlieRzell-SV-Kanals fir
K*- und Na'-lonen (Pna'/Px’) mit 1,3:1 bestatigt. Zusammenfassend kann gesagt wer-
den, dass Na'-lonen etwas besser als K*-lonen durch den SchlieRzell-SV-Kanal permei-
eren konnen.

3.5.8 Zelltypspezifische SV-Kanal-Eigenschaften hervorgerufen
durch unterschiedliches RNA-Splicing?

SV-Kandle von SchlieRzell- und Mesophyllvakuolen zeigten zelltypspezifische Unter-
schiede in der Aktivierungskinetik, der cytosolischen Ca®*-Sensitivitat und der Ca?*-
lonenleitfahigkeit auf (Kap. 3.5.4, 3.5.5 und 3.5.7). Da das fir den SV-Kanal kodieren-
de TPC1-Gen im Genom von A. thaliana als single copy gene vorliegt, wurde Uberpruft,
ob durch posttranskriptionale Modifizierung (z. B. splicing, editing) die TPC1-RNA-
Sequenz von SchlieRzellvakuolen im Vergleich zur RNA-Sequenz von Mesophyllva-
kuolen veréndert wurde. Dazu wurde mRNA von Mesophyll- und SchlieR3zellprotoplas-
ten aus 6 Wochen alten A. thaliana Blattern isoliert (Kap. 2.2.1.1) und mittels reverser
Transkription in cDNA umgeschrieben (Kap. 2.2.1.2). Sieben Primerpaare wurden aus-
gewahlt, um definierte TPC1-Fragmente mit einer Lange von 444 bis 591 Basenpaaren
mittels PCR (Kap. 2.2.2.1) zu vervielféaltigen (Abbildung 54A). Die PCR-Produkte
wurden mittels Gelelektrophorese (Kap. 2.2.2.2) in einem 3%igen Agarosegel aufge-
trennt. Anhand des Bandenmusters wurde Uberprift, ob die TPC1-Fragmente beider
Zelltypen unterschiedliche L&ngen aufzeigten. Hierbei konnten keine GroRenunter-
schiede der TPC1-PCR-Fragmente nachgewiesen werden (Abbildung 54B). Die PCR-
Produkte wurden aus dem Agarosegel oder direkt aus dem PCR-Ansatz isoliert und
aufgereinigt (Kap. 2.2.2.3). Anschlieend wurde die genaue Basenabfolge der TPC1-
cDNA mittels Sequenzierung Uberprift (Kap. 2.2.2.4). Jedoch konnten auch dabei we-
der Splicevarianten noch eine Anderung in der Nukleotid-Abfolge der TPC1-cDNA-
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Sequenzen beider Zelltypen festgestellt werden. Die zelltypspezifischen Eigenschaften
des SV-Kanals von SchlieRzell- und Mesophyllvakuolen wurden demzufolge nicht
durch eine posttranskriptionale Modifikation hervorgerufen.

(A 1pPCI $:> i
1 ”

7 P1-Loop ¢y topl Linker mit EF Hand P2-Loop 2218 bp
PCR Produkt 1 ! :
PCR Produkt2 T PCR Produkt

PCR Produkt 3 _ PCR-Produkt 6
PCRProdukt5

PCR Produkt 4

(B)

Abbildung 54: Uberpriifung der TPC1-cDNA von SchlieRzell- und Mesophyllva-
kuolen auf putative Splicevarianten. (A) Die Primer (rote Pfeile) wurden fur die
Synthese von TPC1-PCR-Produkten mit einer GréRe von 444 bis 591 Basenpaaren
gewdhlt. Die grauen Pfeile markieren jeweils die erste und zweite Porendoméne
sowie die cytoplasmatische Schleife mit den beiden EF Hénden. (B) Die TPC1-
PCR-Fragmente 1-7 von Schliezell- und Mesophyll-cDNA wurden in einem
3%igen Agarosegel aufgetrennt. Dabei wurden jeweils 5 pl der PCR und 8 pl 100
Bp Marker eingesetzt. Die Grof3en der Banden und somit die Anzahl der Basenpaa-
re sind in der jeweiligen Abbildung angegeben.
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4 Diskussion

4.1 Protonenpumpen in Mesophyll- und

Schlief3zellvakuolen

Die pflanzliche Vakuole ist ein multifunktionales Organ und einzigartig unter eukaryo-
tischen Organellen, da sie neben der vakuoldren V-ATPase eine weitere Protonenpum-
pe, die vakuoldre Pyrophosphatase aufweist (Bethke und Jones, 2000). Diese pumpen
unter Verbrauch von ATP bzw. Pyrophosphat H* in das vakuolare Lumen. Wahrend fiir
die Pyrophosphatase organisches Pyrophosphat als einziges Substrat zur Verfligung
steht, zeigt die V-ATPase auch geringe Aktivitat bezlglich organischem Pyrophosphat,
GTP, UTP und CTP (Rea und Poole, 1986). Durch die Protonenpumpen wird die cyto-
solische pH-Homdostase reguliert und zugleich ein Membranpotential tber die vakuol-
re Membran generiert (Bethmann et al., 1995; Krebs et al., 2010). Durch den Aufbau
eines elektrochemischen Gradienten kann die Aktivitdt von spannungsgesteuerten lo-
nenkandlen beeinflusst und sekundare Transportprozesse an der vakuoldren Membran
energetisiert werden. Dariiber hinaus kann eine Anderung der H*-Konzentration im Cy-
tosol oder vakuoldren Lumen eine Funktionsanderung von pH-sensitiven Transportsys-
temen herbeifthren.

In der vorliegenden Arbeit konnte die Pumpaktivitat der H*-Pyrophosphatase und der
V-ATPase an Mesophyllvakuolen von A. thaliana WT-Pflanzen durch Patch-Clamp-
Messungen belegt und quantifiziert werden. Die cytosolische Applikation von 150 pM
PP; bewirkte durch die Pyrophosphatase vermittelte Pumpstrome von 0,19 pA/pF. Eine
zusatzliche Gabe von 5 mM ATP verursachte eine weitere Zunahme von 2,3 pA/pF
(Abbildung 18, Abbildung 19). Sowohl der PP;- als auch ATP-induzierte Effekt war
durch Auswaschen des jeweiligen Substrats vollstandig reversibel. Bereits 1989 konnte
Hedrich et al. vergleichbare Pumpstrome messen, die durch ATP und PP; induziert wur-
den. Mit Hilfe des spezifischen V-ATPase-Inhibitors Concanamycin A (Huss et al.,
2002; Drose und Altendorf, 1996) wurde gezeigt, dass es sich bei den ATP-vermittelten
positiven Strémen tatsachlich um einen durch die V-ATPase vermittelten H*-Transport
handelte. In den Patch-Clamp-Experimenten wurde nach cytosolischer Applikation von
20 uM Concanamycin A ein vollstandiger Riickgang des ATP-induzierten Pumpstroms
beobachtet (Abbildung 20). Da die Versuchsbedingungen so eingestellt wurden, dass
keine passiven Strome auch bei ATP-abhangiger Aktivierung fliesen, ist dies ein weite-
rer Beleg dafiir, dass die positiven Strome durch die V-ATPase hervorgerufen werden,
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indem sie unter ATP-Hydrolyse H* aus dem Cytosol in das vakuolare Lumen pumpt
(Abbildung 20).

4.2 V-ATPase- und Pyrophosphatase-Aktivitit der vha-a2-
vha-a3-Doppelmutante

Die vakuolare V-ATPase kann in einen integralen Membrankomplex Vo und einen peri-
pheren Vi-Komplex unterteilt werden. Beide Komplexe sind aus einer Vielzahl von
Untereinheiten aufgebaut (Beyenbach und Wieczorek, 2006). Wéahrend der peripher
liegende Vi-Komplex fur die ATP-Hydrolyse verantwortlich ist, verlagert der V-
Komplex die Protonen aus dem Cytosol in das vakuoldre Lumen (Kap. 1.3.4; Cipriano
et al., 2008). Schumacher et al. (1999) identifizierte det3 (de-etiolated 3) als V-ATPase-
Mutante mit eingeschrankter Funktionalitdt. DET3 codiert flr die C-Untereinheit der V-
ATPase. Die det3-Mutante weist einen um die Halfte reduzierten mRNA- und dadurch
auch Proteingehalt der V-ATPase C-Untereinheit auf. Dies fiihrt zu einem zwergenahn-
lichen Wuchs, vergleichbar mit dem Wachstumsphanotyp der vha-a2-vha-a3-Mutante,
was wahrscheinlich mit einer Reduktion der Zellexpansion zu begriinden ist (Schuma-
cher et al., 1999). Das geringe Wachstum der det3-Mutanten wurde aber auch mit einem
gestorten Vesikeltransport in Verbindung gebracht (Dettmer et al., 2006). Mittels eines
kolorimetrischen Versuchaufbaus konnte eine 60%ige Reduktion der V-ATPase-
Aktivitat an finf Tage alten det3-Keimlingen aufgezeigt werden (Schumacher et al.,
1999). Diese wurde durch elektrophysiologische Messungen an det3-1-Mutanten im
Vergleich zum WT bestatigt (Rienmuller et al., 2012).

Die V-ATPase-Doppelmutante vha-a2-vha-a3 weist neben der det3-Mutante ebenfalls
einen stark reduzierten Pumpstrom auf. Sie besitzt ein am N-Terminus um 41 Amino-
séuren verkirztes Protein der VHA-a Untereinheit (Krebs et al., 2010). Die VHA-a-
Untereinheit bildet einen Halbkanal aus, durch den die Protonen aus dem cytosolischen
Raum in das vakuolare Lumen geschleust werden (Beyenbach und Wieczorek, 2006).
Arabidopsispflanzen weisen drei Isoformen fiur die VHA-a-Untereinheit des VV-ATPase-
Vo-Komplexes auf, wobei VHA-al in den frihen vesikuldren Endosomen des trans-
Golgi-Netzwerks vorliegt (Dettmer et al., 2006; Hanitzsch, 2007; Krebs et al., 2010).
Die beiden Isoformen VHA-a2 und VHA-a3 wurden dagegen ausschlief3lich in der va-
kuolaren Membran gefunden (Kluge et al., 2004; Krebs et al., 2010).

Die vha-a2-vha-a3-Doppelmutante besitzt ein am N-Terminus um 41 Aminoséuren
verkurztes Protein der VHA-a Untereinheit (Krebs et al., 2010) und zeigt einen ausge-
pragten Phanotyp mit einem verringerten Rosettendurchmesser auf (Abbildung 21). Das
Wachstum der Pflanze ist stark abhangig von der Tageslange. Dariiber hinaus weist die
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vha-a2-vha-a3-Mutante eine 80% geringere Nitratkonzentration auf im Vergleich zu
WT-Pflanzen (Krebs et al., 2010). Ein Kleiner Teil des Nitrats verbleibt im Cytoplasma,
wahrend der gréRte Anteil durch den NO*/H* Antiporter AtCLCa pH-Wert abhangig in
die pflanzliche Vakuole transportiert und dort gespeichert wird (De Angeli et al., 2006).
Die Auswirkungen der Mutation auf den Metabolismus und die Entwicklung der Pflan-
ze korrelieren mit einem Funktionsverlust der V-ATPase wie die elektrophysiologische
Charakterisierung der vha-a2-vha-a3-Mutante und die damit verbundene Quantifizie-
rung der Pumpstromaktivitat belegen. So wurden im Vergleich zum WT bei der vha-a2-
vha-a3-Mutante nur noch 7% der ATP-induzierten Pumpstrome generiert (Abbildung
22). Uberraschenderweise konnten diese Rest-Pumpstréme der vha-a2-vha-a3-Mutante
nicht durch den spezifischen V-ATPase-Inhibitor Concanamycin A inhibiert werden
(Abbildung 23). Darlber hinaus konnten bei der vha-a2-vha-a3-Mutante keine ATP-
induzierten Pumpstromen gemessen werden, wenn diese zundchst mit PP; und anschlie-
Rend mit PP; und ATP perfundiert wurde (Abbildung 24), im Gegensatz zur alleinigen
Gabe von ATP (Abbildung 22). Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass es sich
bei den Rest-Pumpstromen nicht um Pumpstrome der V-ATPase handelt. In Einklang
mit diesen Daten konnten Florian Rienmuller (AG Hedrich, Universitat Wirzburg) im
Rahmen seiner Diplomarbeit zeigen, dass vha-a2-vha-a3-Mutanten lediglich ein Memb-
ranpotential von -1,7 mV generieren konnten, was in etwa 3% der Membranpolarisie-
rung (-57 mV) von WT-Vakuolen entsprach. Diese Studien belegen, dass die VHA-a-
Untereinheit ein essentieller funktioneller Bestandteil des Vo-Komplexes der V-ATPase
ist. Der Verlust der V-ATPase-Aktivitat in der vha-a2-vha-a3-Mutante fiihrt ferner zu
einer Alkalisierung des vakuoldaren pH-Werts um 0,5 pH-Wert-Einheiten auf pH 6,4
(Krebs et al., 2010). Das heift, trotz funktionsunféhiger V-ATPase besteht bei der Dop-
pelmutante ein Protonengradient tber der vakuoldaren Membran, der - bei Annahme ei-
nes cytosolischen pH-Werts von pH 7,4 - durch eine 10-fach héhere Protonenkonzentra-
tion im vakuoldren Lumen charakterisiert ist. Interessanterweise konnte keine signifi-
kant erhéhte Pumpaktivitat der Pyrophosphatase in der V-ATPase-Doppelmutante er-
mittelt werden. (Abbildung 24). Demzufolge scheint die Pyrophosphatase die fehlende
V-ATPase und die damit verbundene eingeschrankte Membranpolarisierung nicht zu
kompensieren. Es stellt sich somit die Frage, ob der in der Doppelmutante beobachtete
Protonengradient alleinig durch die H*-Pyrophosphatase generiert wird. Mdglicherweise
kdnnten Vesikel des trans-Golgi-Netzwerks mit intakter VHA-al-Untereinheit zum va-
kuolaren Anséuern beitragen (Krebs et al., 2010).
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4.3 Rolle der vakuoliren Protonenpumpen bei

Schlie3zellbewegungen

Wiéhrend der Anreicherung von Kalium, Calcium, Chlorid, Nitrat, Zucker, etc. in der
SchlielRzellvakuole bei Stoma6ffnung ist eine hohe Aktivitat der vakuoldren Protonen-
pumpen entscheidend. Durch den Aufbau eines Protonengradienten an der vakuoléren
Membran wird eine protonenmotorische Kraft fir den Transport dieser Stoffe generiert.
Expressionsstudien an A. thaliana zeigten, dass in SchlieRzellen die Transkriptanzahl
des vakuolenspezifischen VHA-a2-Allels um das 20-fache erhoht war im Vergleich zu
Mesophyllzellen (Abbildung 25A). Das VHA-a2-Allel, was fir die Untereinheit a des
Vo-Komplex codiert, wurde stellvertretend fir alle Untereinheiten des vakuolaren V-
ATPase-Proteins herangezogen, da die Untereinheit a nur einmal in der vakuoldren V-
ATPase vorliegt (Kap. 1.3.4). Die Pumpstromdichte der Schliel3zell-V-ATPase lag bei
einer Gabe von 5 mM ATP 15-fach hoher im Vergleich zu Mesophyllzellen
(Abbildung 25A). Willmer et al. (1995) haben mit Hilfe eines Enzymtests ebenfalls eine
hohere V-ATPase-Aktivitat in Schliefzellvakuolen von Commelina communis im Ver-
gleich zu Mesophyllvakuolen gefunden. Die V-ATPase von SchlieRzellvakuolen zeigte
jedoch dhnliche Sattigungswerte, pH- und Temperatur-Optima wie in anderen Zelltypen
auf (Willmer et al., 1995). Durch die hohe Pumpleistung der V-ATPase an der vakuola-
ren Membran der hoch spezialisierten Schlie3zellen wird eine starke protonenmotori-
sche Kraft generiert. Dies konnte zu der von Irving et al. (1992) beobachteten Alkalisie-
rung des Cytosols von bis zu 0,3 pH-Wert Einheiten nach ABA-Applikation beitragen.
Des Weiteren wurde eine verstarkte Bindung von H” in der Zelle als méglicher Grund
fur die Alkalisierung angefihrt (Blatt und Grabov, 1997).

Uber die Regulation der vakuolaren SchlieRzell-V-ATPase ist bis heute wenig bekannt.
Wahrend blaues Licht die Aktivitdt der Plasmamembran-gebundenen ATPase in
SchlielRzellen stimuliert (Kinoshita und Hayashi, 2011), zeigte die vakuolare V-ATPase
von Commelina communis Schlie3zellen nach Belichtung mit fluoreszierendem Licht
(300 pmol m? s PAR) bzw. Kunstlicht (100 pmol m? s PAR) keine Anderung der
Aktivitat auf (Willmer et al., 1995). Trotzdem scheint die vakuolare V-ATPase eine
essentielle Rolle in SchlieRzellen bei der Weiterleitung von Umweltsignalen zu spielen.
So wird bei WT-Pflanzen ein Stomaschluss durch ABA, oxidativen Stress, Kélte und
externem Ca”* induziert (McAinsh et al., 1996; McAinsh und Pittman, 2009; Roelfsema
et al., 2012). Dem Stomaschluss geht ein oszillierender Ca?*-Strom voraus (Gilroy et
al., 1990; Allen et al., 2001). Bei SchlieRzellen der det3-Mutante (Kap. 1.3.4) konnte
durch eine Erhdhung der extrazellularen Ca®*-Konzentration und einer Applikation von
H,0, keine Ca®*-Oszillation, sondern nur eine stetige Ca**-Erhéhung hervorgerufen
werden, was nicht mehr zum SchlieRen der Stomata fuhrte (Allen et al., 2000). Daraus
kann geschlossen werden, dass die V-ATPase an der Kontrolle von Ca®*-Stromen -

92



Vakuolédre Zuckertransporter Diskussion

wahrscheinlich indirekt durch Einwirkung tber das Membranpotential auf beteiligte
Transportproteine - beteiligt ist.

Die Rolle der vakuolaren Pyrophosphatase in SchlieRzellen wird dagegen kontrovers
diskutiert. In jungen Pflanzengeweben wurde eine hohe Aktivitat der Pyrophosphatase
nachgewiesen (Maeshima, 2000). Dies ist durch die hohe Konzentration von Pyrophos-
phat bedingt, welches bei verschiedenen metabolischen Prozessen in der Zelle anfallt. In
sich entwickelnden SchlieRzellen wird jedoch eher eine geringe Syntheserate dieses
Makromolekils vermutet (Roelfsema und Hedrich, 2005) und deshalb der Pyrophos-
phatase nur eine unbedeutende Rolle bei der Energetisierung der Schlief3zellvakuole
zugeordnet. Im Gegensatz dazu postulierte Darley et al. (1995; 1998), dass die Pyro-
phosphatase als backup-System fir die Energetisierung des Tonoplasten zur Verfiigung
stehen konnte, wenn bei schwierigen Umweltbedingungen wie z. B. niedrigen Tempera-
turen oder Sauerstoffmangel kein ATP fur die Funktion der V-ATPase zur Verfligung
steht.

4.4  Vakuolidre Zuckertransporter

Die funktionelle Charakterisierung verschiedenster Zuckertransportproteine ist seit Jah-
ren ein wichtiger Bestandteil der Forschungsarbeit. Einige wurden auf molekularbiolo-
gischer Ebene erfasst und genauer charakterisiert. Die elektrophysiologische Charakte-
risierung von vakuol&ren Zuckertransportern im nativen System gestaltete sich jedoch
aufgrund der geringen Umsatzrate als schwierig.

4.4.1 AtINT1 — ein vakuolirer H'/myo-Inositol-Symporter

Das Transportprotein AtINT1 wurde durch subzellulare GFP-Lokalisationsstudien im
Tonoplasten von A. thaliana lokalisiert (Schneider et al., 2008). Die ebenfalls zur INT-
Familie gehdrenden, nah verwandten Transportproteine INT2 (Schneider et al., 2007)
und INT4 (Schneider et al., 2006) werden dagegen in der Plasmamembran exprimiert.
Die subzelluldre Lokalisation der pflanzlichen Inositoltransportproteine wird durch eine
Doméne am C-Terminus vorgegeben (Wolfenstetter et al., 2012). Durch heterologe Ex-
pression in Xenopus Oozyten wurden INT2 und INT4 als H*/Inositol-Symporter elekt-
rophysiologisch charakterisiert. Aufgrund des engen Verwandtschaftsgrades wvon
AtINT1 zu AtINT2 und AtINT4 (Abbildung 5; Schneider et al., 2008) lag es nahe, bei
AtINT1 ahnliche Transporteigenschaften anzunehmen. Eine Bestatigung der Sympor-
ter-Funktion von AtINT1 konnte nun im Rahmen dieser Arbeit mittels Patch-Clamp-
Studien an Mesophyllvakuolen von WT-Pflanzen sowie der intl.1- und intl.2-Mutanten
erlangt werden. Es wurde unter inversen pH-Wert-Bedingungen (pH 5.5¢y/pH 7.5vak)
gearbeitet, damit trotz konstanter pH-Bedingungen ein H*/myo-Inositol-Symport (iber
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die Anderung der myo-Inositol-Konzentration induziert werden konnte. Da WT-
Vakuolen eine positive Stromantwort (Abbildung 27) auf die cytosolische Applikation
von 50 mM myo-Inositol zeigten, kann auf einen H*-gekoppelten Transport von myo-
Inositol aus dem Cytosol in das vakuolare Lumen geschlossen worden. Wie bereits Car-
paneto et al. (2005) am ZmSUT1-Protein zeigte, ist der H*-gekoppelte Transport von
Zuckern umkehrbar, in Abhé&ngigkeit des Zucker- und pH-Gradienten sowie dem anlie-
genden Membranpotentials. Unter physiologischen Bedingungen (saurer vakuolarer pH-
Wert, neutraler cytosolischer pH-Wert, negatives cytosolisches Membranpotential) wére
demzufolge ein H*/myo-Inositol Symport ausschlieBlich aus dem vakuolaren Lumen in
das Cytosol zu erwarten. Die molekulare Identifizierung des zugrundeliegenden Trans-
porters ermdoglichten schlieBlich die Studien an den intl.1/1.2-Vakuolen (Abbildung
26). Im Gegensatz zu WT-Vakuolen wurde bei intl.1-Vakuolen auf die cytosolische
Gabe von myo-Inositol keine wesentliche Veranderung der Stromamplitude registriert
(Abbildung 27, Abbildung 28B), was intl.1 als Verlustmutante identifiziert. Bei intl.2-
Vakuolen wurden jedoch niedrige myo-Inositol-induzierte H*-Strome gemessen, welche
etwa 30% der mittleren Stromamplitude des Wildtyps betrugen (Abbildung 27, Abbil-
dung 28B). Die stark reduzierten Strome der intl.2-Mutante sowie die Quantifizierung
der mRNA (Schneider et al., 2008) charakterisieren diese nicht als Knockout-, sondern
eher als Knockdown-Pflanze. Die Patch-Clamp-Messungen an den intl.1- und intl.2-
Mutanten bestatigen ferner, dass (i) INT1 im Tonoplasten lokalisiert ist und (ii) die my-
o-Inositol-induzierte positive Stromantwort (iber dieses Transportprotein hervorgerufen
wird.

Weitere Patch-Clamp-Untersuchungen zur Substratspezifitat legen nahe, dass INT1
maRgeblich einen H'-gekoppelten Transport von myo-Inositol an der vakuolaren
Membran vermittelt. So wiesen WT-Vakuolen als auch Atintl.1-Vakuolen eine positive
Stromantwort auf, wenn unter inversen Lésungsbedingungen auf der cytosolischen Sei-
te 50 mM Glucose statt myo-Inositol appliziert wurde (Abbildung 28A). Im Vergleich
zum WT fielen bei Atintl.1-Vakuolen diese Strome jedoch um 50% geringer aus
(Abbildung 28A, B). Ob dies durch die Abwesenheit des INT1-Transportproteins be-
grindet ist, welches eine geringe Transportaktivitat fir Glukose aufweist, oder dies auf
einen indirekten Effekt beruht, konnte nicht hinreichend erdrtert werden. Die Glucose-
induzierten Stréme der Atintl.1-Vakuolen miissen somit von einem anderen Symporter
generiert werden. Mittels der Patch-Clamp-Analysen an Mesophyllvakuolen wurde
jedoch schlussendlich gezeigt, dass AtINT1 myo-Inositol H*-gekoppelt aus der Vakuole
in das Cytosol transportiert.

Eine Aufnahme von cytoplasmatischem myo-Inositol in die pflanzliche Vakuole oder
eine Ansammlung von hohen Konzentrationen in der Vakuole wurde bis heute nicht
beschrieben (Schneider et al., 2008). Die pflanzliche Vakuole beinhaltet jedoch eine
grolRe Anzahl von Enzymen, welche an der Aufbereitung nicht mehr benétigter Zellbe-
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standteile beteiligt sind. In Mesophyllvakuolen von Hordeum vulgare wurden vakuolare
Phosphatasen identifiziert, welche Inositol-1,4,5-triphosphat hydrolysieren und myo-
Inositol produzieren (Martinoia et al., 1993). Phosphatidylinositol-3-phosphat, welches
am Vesikeltransport beteiligt ist, wird im trans-Golgi Netzwerk synthetisiert und zum
Abbau in die Zentralvakuole von A. thaliana transportiert (Kim et al., 2001). Durch den
Abbau der verschiedenen zelluldren Bestandteile wird myo-Inositol im vakuolaren Lu-
men gebildet. Im Anschluss daran scheint der H*/myo-Inositol Symporter das recycelte
myo-Inositol aus der Vakuole in das Cytoplasma zu transportieren, wo es erneut fur bio-
synthetische Prozesse zur Verfugung steht.

myo-Inositol ist an unterschiedlichsten metabolischen Reaktionen der Zelle beteiligt und
spielt als Vorlaufermolekil bei der Synthese von Uridin-diphosphat-glucuronsaure
(UDPGA) eine bedeutende Rolle, welches anschliellend fiir die Synthese von Galactu-
ronséure, Xylose, Apiose und Arabinose zur Verfligung steht (Schneider et al., 2008).
Diese Verbindungen sind wichtige Bestandteile von pflanzlichen Zellwandpolymeren
(Loewus und Murthy, 2000; Kanter et al., 2005). myo-Inositol stellt die strukturelle Ba-
sis fur Membranen und in der Membran verankerte Proteine bereit, da es ein Bestandteil
von Phospholipiden (Lehle, 1990) und Glycosylphosphatidylinositol (Schultz et al.,
1998) ist. Durch die Umwandlung des Phospholipids Phosphatidylinositol (PI) entsteht
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;), welches hydrolysiert durch die Phospholi-
pase C in Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3), einen wichtigen
second messenger der Zelle umgewandelt wird. In SchlieRzellen wurden z. B. Kandle
identifiziert, welche durch Inositol-1,4,5-Triphosphat aktiviert vakuolares Ca®* mobili-
sieren (Allen et al., 1995; Allen und Sanders 1994a; Gilroy et al., 1990). Neben dem
Zuckeralkohol myo-Inositol kommen eine Vielzahl anderer Zucker und Zuckerderivate
wie z.B. Glukose, Mannitol, Sorbitol, Stachyose und auch Saccharose in der pflanzli-
chen Zelle vor.

4.4.2 ATSUC4 — ein vakuolirer H'/Saccharose-Symporter

Saccharose wird im Cytosol aus Triosephosphat, dem Produkt der Photosynthese syn-
thetisiert. Das Disaccharid stellt das ideale Transportmolekil in der Pflanze dar und
wird Uber den Phloemsaft von photosynthetisch aktiven source-Geweben, zu sink-
Geweben transportiert. Dort wird es in der Vakuole gespeichert oder in Starke umge-
wandelt. Saccharose ist ein nicht reduzierenden Zucker und chemisch inert. Flr die Ak-
kumulation von Saccharose in Vakuolen, sowie deren Entlassung werden Saccharose-
transporter benétigt, die aktiv den Saccharosetransport tiber die Membran koordinieren.
In Patch-Clamp-Experimenten zeigten WT- und Atsuc4.1-Vakuolen von A. thaliana
unter physiologischen pH-Wert Bedingungen (pH 7.5¢y/pH 5.5vak) nach cytosolischer
Applikation von 50 mM Saccharose stets eine negative Stromantwort (Abbildung 30,
Abbildung 32). Nach Bertl et al. (1992) deutet dieser negative Strom auf eine
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H*/Saccharose-Antiport hin, wobei sowohl der saure pH-Wert in der Vakuole als auch
die hohe Saccharosekonzentration auf der cytoplasmatischen Seite treibende Kréfte dar-
stellen. Schulz et al. (2011) konnten zeigen, dass TMT1 an der vakuoldren Membran
exprimiert wird und sowohl Saccharose als auch Glukose im Antiport mit H", aus dem
Cytosol in das vakuoldre Lumen transportiert. TMT1 scheint Saccharose mit hoher Ka-
pazitat in die Vakuole zu verlagern (Schulz et al., 2011) und ist wahrscheinlich stérker
an der vakuoldaren Membran vertreten als das schwach exprimierte AtSUC4-Protein
(Schneider et al., 2011). Die Expression dieses potentiellen Saccharosetransporters
(AtSUT4) in der vakuolaren Membran konnte von Endler et al. (2006) Uber Lokalisati-
onsstudien nachgewiesen werden. Weiterfiihrende Studien an ATSUC4-transformierten
Hefen wiesen auf einen H'-gekoppelten Saccharose-Symportmechanismus hin (Weise
et al., 2000). Diese Beobachtung konnte in der vorliegenden durch Patch-Clamp-
Messungen an AtSUC4-Uberexprimierern (AtSUC4-UE) und Atsuc4.1-Verlustmutanten
unter inversen pH-Wert Bedingungen (pH 5.5¢y/pH 7.5va) bestatigt werden. Wahrend
Atsuc4.1-Vakuolen ausschlieRlich negative Strome auf Applikation von 50 mM Saccha-
rose zeigte (Abbildung 32), wurden bei iiber 60% der Messungen an AtSUC4-UE posi-
tive Strome hervorgerufen, was mit einem H*/Saccharose-Symport aus dem Cytosol in
das vakuolare Lumen zu erkléren ist (Abbildung 31). Unter physiologischen pH-Wert-
Bedingungen (pH 7.5¢y/pH 5.5vak) und einem negativen Membranpotential wiirde dies
bedeuten, dass AtSUC4 Saccharose im Symport mit H* aus der Vakuole in das Cytosol
schleust. Eine Beteiligung des AtSUCA4-Proteins am Saccharoseexport steht auch im
Einklang mit Beobachtungen von Schneider et al. (2011), nach denen Extrakte von At-
SUC4-UE im Gegensatz zu WT- und Atsuc4.1-Pflanzen rund 30% weniger Saccharose
enthielten. Die Gehalte von Glukose, Fruktose oder myo-Inositol zeigten sich dagegen
unveréndert.

AtSUC4 kann flr die Remobilisierung der in der Vakuole gespeicherten Saccharose
bereit stehen. Dabei wird Saccharose entlang dem Zucker- und H*-Gradienten transpor-
tiert, was eine effiziente und schnelle Versorgung von sink-Geweben oder eine schnelle
Reaktion auf veranderte Umweltbedingungen ermdglicht. Des Weiteren ist es denkbar,
dass AtSUC4 auch eine Rolle beim Stomaschluss spielt, indem Saccharose aus der Va-
kuole transportiert wird, um das osmotische Potential der VVakuole zu verringern.

4.4.3 Rolle von Saccharose und deren Transporter bei
Schlief3zellbewegungen

Anfang des 20. Jahrhunderts wurde die Regulierung der Stomaweite alleinig durch die

Starke-Zucker-Hypothese erklart, welche bei Stomadffnung eine Umwandlung von os-

motisch inaktiver Stérke in osmotisch aktive Zucker postulierte (LIoyd, 1908). Die un-
16sliche und dadurch osmotisch inaktive Starke kann in das osmotisch aktive Disaccha-
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rid Saccharose und weiter in die Einfachzucker Glukose und Fruktose aufgespalten
werden. Bei A. thaliana konnte die Starke-Zucker-Hypothese jedoch nicht bestétigt
werden. Dort wird - entgegen der aufgestellten Theorie - Starke wahrend der Stomaoff-
nung synthetisiert und bei Stomaschluss im Dunkeln abgebaut (Stadler et al., 2003).

Jedoch ist eine Aufnahme von osmotisch aktiven Zuckern tiber sekundér aktive Trans-
porter in das Cytosol und weiter in das vakuoldre Lumen wahrscheinlich. Ritte et al.
(1999) beobachtete eine verstarkte Aufnahme von Glukose, sowie von Fruktose und
Saccharose in Schlief3zellprotoplasten von Pisum sativum. Auch in Schliel3zellen von
Vicia faba und Commelina benghalensis wurde eine Akkumulation von Saccharose
nachgewiesen (Tallman und Zeiger, 1988; Talbott und Zeiger, 1993; Poffenroth et al.,
1992; Reddy und Rama Das, 1986), die mit der Weite der Pore korreliert (Outlaw und
Manchester, 1979). Das Offnen der Stomata am Morgen steht jedoch eher mit der Auf-
nahme von K*-lonen in Verbindung und wird nur zu einem geringeren Teil durch Ak-
kumulation von Saccharose beeinflusst. Am Nachmittag nimmt jedoch die K-
Konzentration ab und Saccharose wird zum dominanten Osmotikum (Talbott und Zei-
ger, 1996). Wiahrend das Offnen der Stomata relativ langsam vonstattengeht, zeigten
Roelfsema et al. (2004), dass der ABA-induzierte Stomaschluss innerhalb weniger Mi-
nuten vollzogen werden kann. Jedoch kénnen die dafiir ndtigen osmotischen Anderun-
gen nicht alleine Uber Starkesynthese oder durch aktiven Zuckertransport bewirkt wer-
den (Roelfsema und Hedrich, 2005). Die maligebliche osmotische Kraft bei der Stom-
abewegung muss deshalb durch die Akkumulation und Abgabe von organischen und
anorganischen lonen erzielt werden.

Uber die Regulation der Saccharosetransporter in SchlieRzellen ist bisher wenig be-
kannt. Wahrend die Expression von LeSUT1 und StSUT1 scheinbar durch Licht ange-
regt wird, bewirkt Dunkelheit dagegen eine verringerte Expressionsrate der putativen
Saccharosetransporter (Kihn et al., 1997). Weiterhin konnten Saftner und Wyse (1984)
einen stimulierenden Effekt von ABA und anderen Phytohormonen auf die Aktivitét
von Saccharosetransportern nachweisen.

4.5 Regulation und Funktion des SV-Kanals

Der slow vacuolar (SV) Kanal ist der bekannteste Kationenkanal in der pflanzlichen
Vakuole. Die langsam aktivierenden Strome des SV-Kanals auf depolarisierende Span-
nungspulse wurden 1986 erstmalig von Hedrich et al. bei Patch-Clamp-Messungen an
Mesophyllvakuolen der Gerste aufgezeigt. In der darauffolgenden Zeit erschienen zahl-
reiche Publikationen ber den SV-Kanal (Hedrich und Marten 2011). Jedoch gelang es
erst 2005 das TPC1-Gen zu identifizieren, welches fir den SV-Kanal kodiert (Peiter et
al., 2005). Bei elektrophysiologischen Studien zeigten TPC1-iberexprimierende Pflan-
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zen deutlich hohere SV-Kanal-Strome auf im Vergleich zum WT. In der T-DNA Ver-
lustmutanten-Linie tpcl-2 wurden jedoch keine vergleichbaren zeitabhangigen Strome
festgestellt (Peiter et al., 2005; Rienmdller et al. 2010). Die Zuordnung des TPC1-Gens
ermoglichte somit die Funktion des SV-Kanals durch Veranderung der genetischen In-
formation n&her zu untersuchen (Dadacz-Narloch et al. 2011).

Die vorliegende Arbeit befasste sich ebenfalls mit elektrophysiologischen Studien zum
SV-Kanal an Mesophyll- und SchlieRzellvakuolen von A. thaliana. Dabei wurden bei
beiden Zelltypen vergleichbare langsam aktivierende Strome bei Membrandepolarisie-
rung gemessen (Abbildung 34; Abbildung 45A). Die typischen SV-Kanalstréme blieben
jedoch bei Messungen an SchlieRzellvakuolen der tpcl-2-Verlustmutante aus
(Abbildung 45A; Rienmdller et al. 2010). Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit
den Ergebnissen von Peiter et al. (2005) und identifizierten auch in Schlief3zellvakuolen
TPC1 als SV-Kanal- kodierendes Gen.

4.5.1 Regulatorische Proteine des SV-Kanals

Um elektrophysiologische Studien am SV-Kanal mittels Patch-Clamp-Technik durchzu-
fihren, mussen zuvor einzelne Vakuolen aus pflanzlichen Zellen isoliert werden. Dabei
gehen 16sliche cytoplasmatische Bestandteile verloren, welche regulatorische Funktio-
nen tUbernehmen konnen. Da das Aktivierungspotential des spannungsabhangigen SV-
Kanals meist positiver in Bezug auf den physiologisch relevanten Membranpotentialbe-
reich (0 bis -30 mV; Bethmann et al. 1995; Walker et al., 1996) liegt, wurde neben der
Funktion des dominierenden vakuoldren Kationenkanals viel (ber dessen Regulation
gemutmalit. In diversen Studien konnte gezeigt werden, dass cytosolische Faktoren ei-
nen Einfluss auf das Kanalprotein ausiiben und dadurch der SV-Kanal spezifisch in sei-
ner Aktivitat beeinflusst wird (Hedrich und Neher, 1987; Allen und Sanders, 1996; Al-
len und Sanders, 1995; Carpaneto et al., 2001; Dobrovinskaya et al., 1999; Pei et al.,
1999; Bethke und Jones, 1997). Zu diesen Faktoren zdhlen auch 14-3-3 Proteine, die
neben der Regulation von pflanzlichen K*-Kanilen und humanen CI-Kanilen der
Plasmamembran auch an der Regulation von Drosophila Transportproteinen beteiligt
sind (Booij et al., 1999; Zhou et al., 1999; Chan et al., 2000). Durch Patch-Clamp-
Studien wurde gezeigt, dass die im Tonoplasten lokalisierten Kationenkanéle TPK1 und
TPC1 spezifisch vom 14-3-3 Protein GRF6 reguliert werden (Abbildung 43; Abbildung
44; Latz et al., 2007). Wahrend GRF6 die Aktivitdt des SV-Kanals vermindert, wird
TPK1 durch das gleiche 14-3-3 Protein aktiviert. Dies steht im Einklang mit Messungen
an Hordeum vulgare, wobei das 14-3-3B-Protein die Aktivitat des SV-Kanals stark
vermindert (van den Wijngaard et al., 2001).

Anhand der Aminosauresequenz des TPC1-Proteins konnten zwei putative Bindestellen
flr 14-3-3-Proteine identifiziert werden, wobei eine davon im cytosolischen Loop, die
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andere zwischen den EF-Handen lokalisiert war (Kap. 1.3.1, Abbildung 3). Der Regula-
tionsmechanismus kann zum einen auf eine direkte Interaktion des 14-3-3 Proteins mit
dem Kanalprotein zurtickzufiihren sein. Andererseits zeigten Korthout und Boer (1998),
dass 14-3-3 Proteine auch Ca”*-lonen binden kénnen. Dies macht eine Verdrangung der
aktivierenden Ca®*-lonen von den beiden SV-Kanal-EF-Héanden wahrscheinlich. In-
wieweit jedoch diese Sequenzabschnitte bei der Regulation durch 14-3-3-Proteine eine
Rolle spielen, ist ungewiss und kdnnte durch Einbringen von Punktmutationen oder
Entfernen des Sequenzabschnittes am C-Terminus mit anschlieBenden Patch-Clamp-
Experimenten weiter abgeklart werden.

Da 14-3-3-Proteine an den HYKCO1 Kanal von Gerste binden (Sinnige et al., 2005) und
auch eine regulatorische Funktion bei der vakuolaren V-ATPase tbernehmen (Bunney
et al., 2002), wurde dartber diskutiert, ob 14-3-3-Proteine als ,,molekulare Schalter*
beim vakuolaren Transport fungieren (Latz et al. 2007). In diesem Zusammenhang ist
interessant, dass die Kationenkanale TPK1 und TPCL1 nicht nur durch das gleiche 14-3-
3-Protein GRF6 reguliert, sondern auch beide Kanéle durch eine Erhéhung der cytosoli-
schen Ca?*-Konzentration aktiviert werden (Abbildung 50; Latz et al., 2007). Ca*" ist
ein ubiquitares Signalmolekiil, und ein Anstieg der cytosolischen freien Ca®'-
Konzentration wird durch diverse Faktoren verursacht (Kudla et al., 2010). Gao et al.
(2004) fand beispielsweise, dass eine Erhdhung der cytosolischen Ca**-Konzentration
infolge einer schnellen Anderung des zellularen osmotischen Potentials und Salzstress
verursacht wird. Calmodulin (CaM), ein Ca?*-bindendes regulatorisches Protein, wurde
als second messenger Molekiil identifiziert, welches den SV-Kanal gegenuber cytosoli-
schem Ca®" sensitiviert. Calmodulin Antagonisten wie W-7 (N-(6-Aminohexyl)-5-
Chloro-1-naphthalenesulfonamid Hydrochlorid), TFP (Trifluoperazin) und R24571
(Calmidazolium Hydrochlorid) blocken den SV-Kanal dagegen antagonistenspezifisch
(Schulz-Lessdorf und Hedrich, 1995; Bethke und Jones, 1994).

Das 14-3-3 Protein GRF6 reguliert die beiden vakuolaren Kationenkanale invers. Wah-
rend der K*-Kanal TPK1 eine Erhéhung der Kanalaktivitit aufweist (Latz et al., 2007),
nimmt die Aktivitat des nicht-selektiven Kationenkanals TPC1 stark ab (Kap. 3.4.2).
Damit sind 14-3-3-Proteine in der Lage, die K'/Na'-Leitfahigkeit der vakuoldren
Membran hin zu einer vorrangigen K*-Leitfahigkeit zu verschieben. Somit kann unter
Salzstress die K*-Leitfahigkeit der Membran aufrechterhalten und das bei hohen Kon-
zentrationen toxisch wirkende Na* (Pilon-Smits et al., 2009) in der Vakuole akkumu-
liert werden.

14-3-3-Proteine binden an bestimmte Proteinabschnitte, welche zuvor von spezifischen
Kinasen an einem Serin oder Threonin des TPC1-Proteins phosphoryliert wurden. Doch
ist Phosphorylierung nicht nur ein wichtiger Prozess zur Ausfihrung von Protein-
Protein-Interaktionen. Eine Regulierung der Aktivitat von Transportproteinen kann auch
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uber den Phosphorylierungszustand spezifischer Phosphorylierungssequenzen bestimmt
werden, woflr neben einer Kinase zur Gegenregulation eine Phosphatase bendtigt wird.
Das TPC1-Kanalprotein weist mehrere putative Phosphorylierungsstellen auf. Darauf-
hin schlugen Bethke und Jones (1997) ein Model zur Regulation der SV-Kanalaktivitét
in Hordeum vulgare vor, wobei die Aktivitat des SV-Kanals ber die Phosphorylierung
zweier Stellen des Kanal-Proteins reguliert ist. Allen und Sanders (1995) zeigten, dass
die Aktivitat des SV-Kanals von Vicia faba durch die Proteinphosphatase Calcineurin
moduliert werden kann.

4.5.2 fou2-SV-Kanile aktivieren bei physiologischen

Membranspannungen

Der SV-Kanal wurde als spannungsabhéangiger Kationenkanal beschrieben, welcher bei
positiven Membranspannungen und erhdhten cytosolischen Ca?*-Konzentrationen akti-
viert (Hedrich und Neher, 1987). Dabei scheint cytosolisches Calcium das Aktivie-
rungspotential des SV-Kanals hin zu physiologisch relevanten Membranspannungen zu
verschieben und eine spannungsabhangige Aktivierung des Kanalproteins erst zu er-
méglichen. In Abwesenheit von cytosolischem Ca** konnten selbst bei einer Membran-
spannung von +100 mV keine SV-Kanal6ffnungen beobachtet werden (Abbildung 50),
da die Aktivierungsschwelle der SV-Kanéle vermutlich bei noch positiveren Membran-
spannungen liegt. Beim fou2-(D454N)-SV-Kanal ist die spannungsabhéngige Aktivie-
rung in Abhangigkeit von cytosolischem Ca”* unverandert. Eine Erhéhung der Ca®'-
Konzentration von 200 uM auf 1 mM bewirkt bei fou2 eine mit dem WT vergleichbare
Verschiebung in der Spannungsabhéngigkeit (Abbildung 41). Dies deutet auf eine un-
veranderte Sensitivitat des fou2-SV-Kanals gegeniiber der cytosolischen Ca?'-
Konzentration hin.

Neben der cytosolischen Ca**-Konzentration wird der Spannungssensor des SV-Kanals
vom K*-Gradienten (lvashikina und Hedrich, 2005) tiber die vakuolire Membran beein-
flusst. Ein ins Cytosol gerichteter K*-Gradient (30 mM K'¢/150 mM K'y4) bewirkt
eine Verschiebung des Aktivierungspotentials zu negativeren Membranspannungen
(Abbildung 42B; Ivashikina und Hedrich, 2005), so dass die SV-Kanéle 6ffnen und K*
ans K*-verarmte Cytosol entlassen kénnen.

Das Aktivierungspotential des fou2-SV-Kanals liegt im Gegensatz zum WT-SV-Kanal
schon unter symmetrischen K*-Bedingungen bei negativen Membranspannungen
(Bonaventure et al., 2007a; Abbildung 42A), so dass der fou2-Kanal als hyperaktiver
Kanal bezeichnet werden kann (Hedrich et al., 2012). Aufgrund dessen wies die fou2-
Mutante groRere einwartsgerichtete K*-Stréme im Vergleich zum WT auf, wodurch
unter physiologischen Membranspannungen mehr K* ins Cytosol verlagert wird
(Abbildung 42A). Dies resultiert in einer geringeren vakuolaren K*-Konzentration
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(Abbildung 37), was hauptsachlich den verdnderten Wachstumsphéanotyp der fou2-
Mutante hervorzurufen scheint. Das Genexpressionsprofil der fou2-Mutante weist starke
Annlichkeiten mit Pflanzen auf, die unter K*-Mangel kultiviert wurden (Armengaud et
al., 2004; Bonaventure et al., 2007 b). Wihrend die Expression der K'-
Transportproteine unter K*-Mangel unverandert stark ist, wurde eine erhéhte Expressi-
on von CAX3 festgestellt (Armengaud et al., 2004). CAX3 ist ein Ca**/H*-Antiporter
und vermittelt Ca®*-Aufnahme in die Vakuole (Shigaki und Hirschi, 2000; Cheng et al.,
2005). Nach Quantifizierung des CAX3-Expressionslevels durch Echtzeit-PCR (Daten
wurden nicht gezeigt) konnte jedoch die Vermutung nicht bestatigen werden, dass die
erhohte vakuolare Ca**-Konzentration der fou2-Mutante (Abbildung 37) durch CAX3
vermittelt wurde. Der erhohte Ca®*-Gehalt in fou2-Mesophyllvakuolen konnte auch
nicht auf eine veranderte Ca®*-Permeabilitat des fou2-SV-Kanals zuriickgefiihrt werden.
Weder bei Mesophyllvakuolen des A. thaliana Wildtyps noch der fou2-Mutante wurde
mit Ca* als alleiniges cytosolisches Kation und unter neutralem vakuolaren pH-Wert
(pH 7.5) ein Ca®*-Einstrom aus dem Cytosol in die Vakuole beobachtet (Abbildung
42C). Die erhdhte luminale Ca?*-Konzentration der fou2-Mutante kénnte jedoch durch
den hyperaktiven SV-Kanal getriggert werden, der verstarkt K* in das Cytosol entlasst
und somit eine entgegengesetzten Transport von Gegenionen durch die H'-
transportierende V-ATPase und den Ca?*/H*-vermittelten CAX-Transporter ermdglicht.

4.5.3 Hohere Toleranz der fou2-SV-Kanile gegeniiber vakuolirem
Ca2+

Wahrend cytosolisches Ca®* zu einer starken Aktivierung des SV-Kanals fihrt, zeigt
luminales Ca®* beim WT eher eine kontrare Wirkung auf den SV-Kanal. Mit ansteigen-
der luminaler Ca®*-Konzentration nimmt die absolute Offenwahrscheinlichkeit des SV-
Kanals stark ab (Abbildung 38). Die SV-Kanale der fou2-Mutante bleiben hingegen
selbst unter hohen vakuoldren Ca?*-Konzentrationen aktiv. Die veranderte fou2-K*-
Homd@ostase scheint deshalb neben der veranderten Spannungsabhéangigkeit auf die ge-
ringere Sensitivitdt des fou2-SV-Kanals beziiglich erhdhten vakuolaren Ca®'-
Konzentrationen zurtickzufiihren zu sein (Abbildung 38, Abbildung 39). Demzufolge
kann fou2 mehr Ca®* in der Vakuole akkumulieren bis der SV-Kanal vollstandig ge-
blockt ist.

Die fou2-Mutante zeichnet sich durch eine veranderte Jasmonatsynthese aus, weswegen
auch von einer Gain-of-Function-Mutation des TPC1-Gens gesprochen wird (Bonaven-
ture et al., 2007a; Bonaventure et al., 2007b). Bei Verwundung einer Pflanze steigt je-
doch nicht nur der Jasmonsiurespiegel, sondern auch die cytosolische Ca?'-
Konzentration stark an (Chico et al., 2002; Fisahn et al., 2004; Dombrowski und Ber-
gey, 2007; Creelman und Mullet, 1997). Da die Vakuole neben dem Apoplasten ein
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wichtiger Ca?*-Speicher ist (Johannes et al., 1992) und der Ca**-regulierte SV-Kanal
der dominierende Kationenkanal im Tonoplasten darstellt (Hedrich und Neher, 1987),
kénnte der SV-Kanal eine wichtige Rolle bei der Ca®*-vermittelten Signaltransduktion
bei Verwundung spielen. Das cytosolische Ca?*-Signal fiihrt zu einer Aktivierung von
spezifischen Genen, welche bei Verwundung induziert werden (Dombrowski und Ber-
gey, 2007). Mdoglicherweise kann die fou2-Mutante bei Verwundung aufgrund der er-
hohten vakuolaren Ca®*-Konzentration ein starkeres cytosolisches Ca**-Signal generie-
ren im Vergleich zum WT und somit eine verdnderte Genexpression bewirken. Bei vier
Wochen alten fou2-Pflanzen wurde eine 25-fach hohere Genexpression der Lipo-
xygenase 2 festgestellt, was eine 4fach angestiegene 18:3 Oxygenierungsrate zur Folge
hatte (Bonaventure et al. 2007a). Die Lipoxygenase 2 spielt in A. thaliana eine Rolle bei
der Produktion von Jasmonsdure (Bell et al., 1995).

Die Einzelkanalleitfahigkeit bei A. thaliana Mesophyllvakuolen des Wildtyps als auch
der fou2-Mutante stieg unter Abwesenheit von luminalem Ca** mit Erhéhung der lumi-
nalen Protonenkonzentration an (Abbildung 40). Im Gegensatz dazu wurde nach An-
séuern des vakuolaren Lumens beim WT eine Abnahme der absoluten Offenwahr-
scheinlichkeit beobachtet (vgl. Abbildung 38 mit Abbildung 39). Die Abnahme der ab-
soluten Offenwahrscheinlichkeit vom A. thaliana SV-Kanal bei luminalem Ansduern
konnte deshalb eher auf eine pH-abhangige Anderung in der Spannungssensitivitat als
in der Spannungsabhangigkeit zuriickzufiihren sein. Unter vakuolarem Ca?* wird bei der
fou2-Mutante im Gegensatz zum WT die absolute Offenwahrscheinlichkeit durch An-
séuern des vakuolaren Lumens kaum beeintréchtigt (vgl. Abbildung 38 mit Abbildung
39). Mdglicherweise wurde durch die Punktmutation auf der luminalen Seite der pK-
Wert der Regulierungsstelle veréndert. Im TPC1-Kanalprotein scheint demzufolge die
Aminosdure Aspartat an der Stelle 454 die Spannungssensitivitat in Abhéngigkeit des
vakuolaren pH-Wertes zu regulieren und somit die Offenwahrscheinlichkeit zu bestim-
men.

Eine Erhdhung der luminalen Ca?*-Konzentration von 0 mM auf 100 pM nach Ans&u-
ern des vakuoldren Lumens (pH 5,5), bewirkte proportional gesehen eine geringere Ab-
nahme der Offenwahrscheinlichkeit als unter neutralem pH-Wert (vgl. Abbildung 38
mit Abbildung 39). Die fou2-Mutante zeigte nach Erhhung der vakuolaren Ca*'-
Konzentration dagegen weiterhin eine erstaunlich hohe absolute Offenwahrscheinlich-
keit (Abbildung 39). Unter luminalem pH 5,5 war die Abnahme der absoluten Offen-
wahrscheinlichkeit des SV-Kanals nach Anstieg der vakuoldaren Ca®*-Konzentration
geringer als unter pH 7,5. Da die Offenwahrscheinlichkeit der fou2-Mutante sowohl auf
Anséuern des vakuolaren Lumens als auch auf eine Erhéhung der vakuoldren Ca?*-
Konzentration weniger sensitiv reagiert als der WT, kann angenommen werden, dass
die luminale Ca**-Bindestelle sich nahe am vakuolaren Spannungssensor befindet.
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4.6  SchlieB3zell- und Mesophyllzell-spezifische SV-Kanal-

Eigenschaften

4.6.1 Zelltyp-spezifische SV-Kanal-Eigenschaften werden nicht

durch posttranskriptionale Modifikation hervorgerufen

Das SV-Kanal kodierende Gen, TPC1, liegt im Genom von A. thaliana als ,,single copy
Gen “ vor und stellt somit das einzige Mitglied der TPC-Genfamilie dar (Peiter et al.,
2005). Zelltypspezifische Unterschiede konnen bei ,,single copy “ Genprodukten durch
Splicevarianten oder ,,RNA-editing “ hervorgerufen werden. In Caenorhabditis elegans
wurden beispielsweise zwei Splicevarianten des Anionenkanalproteins ICIn identifi-
ziert, welche unterschiedliches Verhalten in der Inaktivierung aufweisen (Furst et al.,
2002). Deshalb wurden in dieser Arbeit ausfuhrliche Fragmentanalysen beziiglich der
TPC1 mRNA von A. thaliana durchgefuhrt. Dabei zeigte sich jedoch, dass die GroRe
und die Basenabfolge des TPC1 Transkripts von SchlieRzellen und Mesophyllzellen
nicht voneinander abweichen (Abbildung 54). Dies deutet darauf hin, dass Unterschiede
in den TPC1-Kanaleigenschaften der beiden Gewebetypen wahrscheinlich nicht durch
unterschiedliches ,,Splicing“ und ,,RNA editing*“ hervorgerufen werden, sondern wohl
eher durch eine zelltypspezifische posttranslationale Modifikation. Dartiber hinaus ware
eine Regelung der zelltypabhéngigen Kanaleigenschaften durch Interaktion mit zelltyp-
spezifischen regulatorischen Proteinen denkbar.

4.6.2 Hohe SV-Kanal-Stromdichte bei Schlief3zellvakuolen

TPC1 wird in SchlieBzellvakuolen von A. thaliana exprimiert (Leonhardt et al., 2004)
und Ubernimmt auch dort die dominante Rolle beziglich der lonenleitfahigkeit an der
vakuolaren Membran. Bei Ganzzellmessungen an Arabidopsis Schlieizellvakuolen
wurde eine SV-Kanal-Stromdichte von 5644 pA/pF bestimmt (Abbildung 45). Diese
war um das Neunfache héher im Vergleich zu Arabidopsis Mesophyllvakuolen (630
pA/pF). Unter neutralen pH-Wert-Bedingungen wurden jedoch bei A. thaliana Meso-
phyll- und Schliel3zellvakuolen vergleichbare Einzelkanalleitfahigkeiten von 70-76 pS
bestimmt (Tabelle 6). Unter einem physiologischen pH-Gradienten (100 mM Kgm)
stieg die Einzelkanalleitfahigkeit auf 109-116 pS an. In vorangegangenen Studien wur-
den SV-Kanal-Einzelkanalleitfahigkeiten von 60-80 pS bei Hordeum vulgare Meso-
phyllvakuolen (50 mM K*gm; Hedrich et al., 1987), aber auch weitaus héhere von 210
pS bei Allium cepa (200 mM K'ym; Amodeo und Zeiger, 1994) bzw. 280 pS bei Vicia
faba SchlieRzellen (200 mM K'g,m Schulz-Lessdorf und Hedrich, 1995) ermittelt. Unter
200 mM K™ wurde aber auch schon bei Wurzelzellen von Beta vulgaris eine SV-Kanal-
Einzelkanalleitfahigeit von 60-80 pS gemessen (Hedrich und Neher, 1987). Aufgrund
der Messungen bei A. thaliana ist daher zu vermuten, dass die Einzelkanalleitfahigkeit
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des unspezifischen Kationen-SV-Kanals eher mit der Pflanzenspezies und weniger mit
dem Zelltyp differiert.

Waihrend die Einzelkanalleitfahigkeit von SchlieRzellen und Mesophylizellen nicht
voneinander abwich, wurde jedoch eine vierfach hohere Anzahl der TPC1-Transkripte
in Schliel3zellen detektiert (Abbildung 48). Aufgrund dessen wurde zusétzlich die Tran-
skriptmenge der V-ATPase Untereinheit VHA-a2 bestimmt, welche in SchlielRzellen
20-fach hoher exprimiert ist als in Mesophyllzellen (Abbildung 25A; Kap. 4.3). In die-
sem Zusammenhang wird darauf hingewiesen, dass auch Vicia faba Schliel3zellen eine
zweifach hohere Proteinkonzentration der plasmamembrangebundenen V-ATPase im
Vergleich zu Mesophylizellen beinhalten (Becker et al., 1993). Die erhéhten Tran-
skriptmengen von TPC1 und VHA-a2 in Schliel3zellvakuolen deuten darauf hin, dass
Transportproteine mit einer wichtigen Rolle fir schnelle zelluldre Volumenanderungen
starker exprimiert werden. Somit wird eine ziigige Anpassung der Schlie3zellen auf
veranderte Umweltbedingungen gewéhrleistet.

Neben einer htheren TPC1-Transkriptrate zeigten SchlieRzell- im Vergleich mit Meso-
phyllzellvakuolen eine schnellere Aktivierungskinetik (Abbildung 49) des SV-Kanals
auf. Eine veranderte Aktivierungszeit wurde bei KAT1-Kanélen, exprimiert in Oocyten,
mit einem verdnderten Expressionsniveau des Kanalproteins in Verbindung gebracht
(Véry et al., 1994). Bei hoher KAT1-Expression wurde ebenfalls eine schnellere Akti-
vierungskinetik beobachtet.

Des Weiteren wiesen die SV-Kanéle von Schliel3zellvakuolen gegentiber Mesophyllva-
kuolen eine hohere pH-Sensitivitat auf (Abbildung 45). Die Sensitivitat gegentber va-
kuolarem Ca®* war jedoch gleich. Die absolute Offenwahrscheinlichkeit der SchlieRzell-
SV-Kanale nahm mit Anstieg der vakuolaren Ca**-Konzentration stark ab (Abbildung
51). Dagegen war die Ca?*-Affinitat der SchlieRzell-SV-Kanale groRer, als bei Meso-
phyll-SV-Kanélen, wodurch erstere eine hohere Sensitivitiat gegenuiber cytosolischem
Ca®* aufweisen (SchlieBzellen: Ky, = 130 pM; Mesophylizellen: Ky, = 1167 uM; Abbil-
dung 50). Da sich die cytosolische Ca®*-Affinitat im uM-Bereich bewegt, wird die Af-
finitat des SV-Kanalproteins als sehr gering bewertet. Jedoch wurde gezeigt, dass cyto-
solische Komponenten wie z. B. Calmodulin oder Mg®* in der Lage sind, die Sensitivi-
tat der SV-Kanale beziiglich Ca?* zu erhdhen (Pei et al., 1999; Bethke und Jones, 1994;
Schulz-Lessdorf und Hedrich, 1995; Carpaneto et al., 2001). Da die Ca®*-Affinitat unter
Abwesenheit von Mg®*-lonen bestimmt wurde, ist eine Verschiebung der Ca?*-
Sensitivitat hin zu physiologisch relevanteren Ca**-Konzentrationen wahrscheinlich.

4.6.3 Na'-Ionenleitfihigkeit des SchlieBzell-SV-Kanals

Der nichtselektive SV-Kanal weiflt gegeniiber alkalischen Kationen wie Na* eine hohe
Permeabilitat auf (Amodeo et al., 1994; Paganetto et al., 2001). In SchlieRzellvakuolen
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von Allium cepa konnte eine Na'/K*-Permeabilitit des SV-Kanals von 1,6:1 aufgezeigt
werden. Unter einem Na*/K*-Gradienten (30 mM Na® oder K*c,/150 mM Ky4) wurde
mittels Tailstromanalyse eine dhnliche Na'/K*-Permeabilitat (1,3:1) des SV-Kanals von
Arabidopsis SchlieBzellvakuolen ermittelt (Abbildung 53). Demgegeniiber wiesen SV-
Kanéle von Vigna uniguiculata, Plantago maritima, Plantago media und Beta vulgaris
eine leicht niedrigere Na'/K*-Permeabilitat von 1:1 auf (Coyaud et al., 1987; Hedrich
und Neher, 1987; Maathuis und Prins, 1990). Unter hohen cytosolischen Na*- oder K-
Konzentrationen (150 mM) mit 150 mM vakuolarem K* wurden entsprechend der recht
dhnlichen Na'/K*-Permeabilitat bei Arabidopsis SchlieRzellvakuolen vergleichbare
auswartsgerichtete SV-Kanalstromamplituden gemessen (Rienmuller et al., 2010). In
SchlieRzellvakuolen steigt die vakuolare Na'-Konzentration unter Salzstress an (Rien-
mdller et al., 2010), was durch semi-quantitative EDX-Analysen festgestellt wurde. Da
der SV-Kanal Na* in beiden Richtungen uber die vakuolare Membran transportiert
(Abbildung 53), kénnte unter Salzstress Na* als Osmotikum fiir SchlieRzellbewegungen
zur Verfiigung stehen, wobei Na* durch den SV-Kanal geschleust wird. Dariiber hinaus
wurde AtNHX1 als Na*/H*-Antiporter identifiziert (Apse et al., 2003), welcher potenti-
ell Na*-lonen tiber die vakuolare Membran von SchlieBzellen in die Vakuole verlagern
konnte.

Unter asymmetrischen, einwartsgerichteten monovalenten Kationenkonzentrationen
liegt das Aktivierungspotential des Schliel3zell-SV-Kanals bei physiologischen Memb-
ranspannungen, so dass sowohl auswarts- als auch einwértsgerichtete Stréme gemessen
werden (Abbildung 53). Durch einen Austausch von K* mit Na* im vakuoldren Lumen
konnte bei gleichbleibendem Aktivierungspotential ein zweifacher Anstieg der ein-
wartsgerichteten Stromantwort beobachtet werden (Abbildung 53). Bei Zellkulturva-
kuolen hingegen ist das Aktivierungspotential des SV-Kanals hin zu positiveren Memb-
ranspannungen verschoben, so dass kein SV-Kanal vermittelter Na'-Einstrom ins Cyto-
sol moglich ist (Ivashikina und Hedrich, 2005). Demzufolge reagiert der SV-Kanal zell-
typspezifisch auf die Anwesenheit von Na'-lonen und vermittelt daraufhin einen zell-
typspezifischen lonenfluss. Der Arabidopsis SV-Kanal ist somit in der Lage, sowohl K*
als auch Na* lonen beim Stomaschluss in das Cytosol zu entlassen. Aufgrund der hohen
Na'-Leitfahigkeit des SV-Kanals wére ein Ausgepragter Phanotyp der tpcl-2-Mutante
unter Salzstressbedingungen zu erwarten. Jedoch konnten bei WT und tpcl-2-Pflanzen,
unter Salzstressbedingungen (200 mM) kein unterschiedliches Verhalten in der
Stomaaktivitat detektiert werden (Hedrich und Marten, 2011). Dieses Verhalten wird
mit einem Anstieg der Na*-K*/H*-Antiporter- (Apse und Blumwald, 2002; Queiros et
al., 2009; Jiang et al., 2010) und K*-Kanalaktivitat in Verbindung gebracht (Hedrich
und Marten, 2011).

105



Diskussion SchlieRzell- und Mesophylizell-spezifische SV-Kanal-Eigenschaften

4.6.4 Rolle des SV-Kanals am vakuoliren Ca**-Transport

Aufgrund der Ahnlichkeit des SV-Kanals mit tierischen Ca”*- und Na‘-Kanélen
(Ishibashi et al., 2000) wird dem SV-Kanal eine Rolle beim Ca?*-Transport an der va-
kuolaren Membran zugeschrieben (Pottosin et al., 2009). Bei heterotrophen Zellkultur-
vakuolen von A. thaliana wurden SV-Kanal-vermittelte auswartsgerichtete Ca®*-Stréme
unter einem Ca**/K*-Gradienten (15 mM Ca®*¢,/150 mM K'y4) registriert (Ivashikina
und Hedrich, 2005). Auch Arabidopsis Schlief3zellvakuolen zeigten unter gleichem lo-
nengradienten einen SV-Kanal vermittelten Ca®*-Ausstrom auf, welcher durch Ansau-
ern des vakuolaren Lumens signifikant erhoht wurde (Abbildung 52). Mesophyllvakuo-
len des Wildtyps wiesen lediglich unter physiologischen pH-Wert-Bedingungen einen
auswartsgerichteten Ca?*-Transport durch den SV-Kanal auf. Unter neutralen pH-
Werten (pH 7,5¢cyuvak) konnten keine relevanten Ca®*-Strome in das vakuoldre Lumen
abgebildet werden (Abbildung 42C; Abbildung 52). Ein kanalvermittelter Ca®*-
Ausstrom in die Vakuole ist unter physiologischen Bedingungen wahrscheinlich wenig
relevant, da dieser entgegen dem elektrochemischen Gradienten verlaufen wiirde (Felle
1988; Pérez et al., 2008). Ein Ca®*-Transport aus dem Cytosol in die VVakuole ist durch
sekundar aktive P-type Ca**-Pumpen (Geisler et al., 2000; Sze et al., 2000) und H*/Ca**
Antiportern (Shigaki und Hirschi et al., 2006) viel eher wahrscheinlich.

Durch die Tatsache, dass der SV-Kanal zum Offnen cytosolisches Ca®" benétigt und
gleichzeitig permeable fir dieses Kation ist, wurde ein Ca®*-induzierter Ca®*-Ausstrom
(CICR: calcium induced calcium release) aus der Vakuole in das Cytosol von Ward und
Schroeder (1994) postuliert. Diese Vorstellung des CICR wird bis heute jedoch sehr
kontrovers diskutiert (Allen und Sanders, 1996; Pottosin et al., 1999; Carpaneto et al.,
2001; Ivashikina und Hedrich, 2005; Ranf et al., 2008). Ward und Schroeder (1994)
konnten an Messungen von Vicia faba Schliel3zellvakuolen zeigen, dass der SV-Kanal
unter 5 mM cytosolischem Ca®* und 50 mM luminalem Ca®* Kationenstréme in das
vakuolére Lumen vermittelt. Anhand der K*- und Ca®*-Gradienten und den durch Tail-
strome ermittelten Umkehrpotentialen wurde eine Ca®*/K* Permeabilitat des SV-Kanals
von Vicia faba Schlie3zellen von 3:1 berechnet (Ward und Schroeder, 1994). Deshalb
vermuteten Ward und Schroeder (1994), dass der SV-Kanal eine Rolle bei der ABA-
Signaltransduktion spielen konnte, indem das cytoplasmatische Ca**-Signal durch CICR
des SV-Kanals erhdht bzw. verstarkt wird. Unter physiologischen Ca®*- (10-1000 nM
Cytosol/200-2000 uM Vakuole; Felle, 1988; Bethke und Jones, 1994; Pérez et al.,
2008) und K*-Konzentrationen (symmetrisch 100 mM; Pérez et al., 2008) konnte bisher
jedoch kein Ca®*-Strom - generiert durch den SV-Kanal - beobachtet werden. Sowohl
Mesophyll- als auch SchlieBzell-SV-Kanale weisen bei erhohten vakuolaren Ca?*-
Konzentration eine sehr geringe Offenwahrscheinlichkeit auf (Abbildung 38, Abbildung
51). Ein méglicher Ca®*-Strom in das Cytosol wiirde sehr gering ausfallen und ein aus-
gepragtes Ca®*-Signal vermittelt durch den SV-Kanal somit unmoglich machen.
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Um zu klaren, inwieweit der SV-Kanal an der Vermittlung von cytoplasmatischen Ca?*-
Signalen beteiligt ist, wurden Experimente an Aequorin-exprimierenden WT, tpcl-2-
knockout und TPC1-Uberexprimierer Pflanzen durchgefiihrt (Ranf et al., 2008). Diese
wurden verschiedenen biotischen und abiotischen Stimuli (Kélte, Salzstress, oxidativer
Stress, Mannitol) ausgesetzt, welche Ca®*-Signale induzieren. Dabei werden Ca**-lonen
entweder Uber die Plasmamembran transportiert oder aus intrazellularen Ca®*-Speichern
wie z. B. der Vakuole entlassen. Bei keinem dieser Stimuli konnte jedoch ein Unter-
schied in der cytosolischen Ca?*-Konzentration der verschiedenen Pflanzen hervorgeru-
fen werden (Ranf et al., 2008). Dies deutet darauf hin, dass der SV-Kanal nicht an der
Ausbildung von Ca®*-Signalen bzgl. dieser verschiedenen Stimuli involviert ist und
keinen Einfluss auf die cytosolische Ca**- Homdostase hat (Ranf et al., 2008). Die phy-
siologische Rolle des SV-Kanals scheint daher eher in der Aufrechterhaltung der zellu-
laren K*-Homaostase zu liegen.

4.7 Rolle des SV-Kanals bei der Stomabewegung

Auch im Hinblick auf die Stomabewegung wurde viel tber den CICR des SV-Kanals
und damit verbunden die Ausbildung von Ca**-Signalen diskutiert (Ward und Schro-
eder, 1994; Ward et al., 1995; Dietrich et al., 2001; Peiter et al., 2005; Ranf et al., 2008;
Hedrich und Marten, 2011). Deshalb wurde von Peiter et al. (2005) erstmalig gepruft,
inwieweit der SV-Kanal bei der Ubermittlung von Ca®*-Signalen eine Aufgabe iiber-
nimmt. Eine Erhdhung der ABA-, MeJA-, CO,- bzw. extrazellularer Ca®'-
Konzentration bewirkt einen Anstieg der cytosolischen Ca®*-Konzentration und an-
schlieBend ein oszillierendes Ca**-Signal, was zum SchlieRen der Stomata fiihrt (Schro-
eder et al., 2001; Allen et al., 2000; Islam et al., 2010). Vergleichende Messungen an
WT und tpcl-2 Pflanzen zeigten, dass der CO,- und ABA-induzierte Stomaschluss
gleich verlief und das erneute Offnen der Stomata in derselben Weise inhibiert wurde
(Peiter et al., 2005; Ranf et al., 2008). Auch bei einer Applikation von MeJA konnte
kein Unterschied zwischen WT und der tpcl-2 Mutante in der basalen Ca*'-
Konzentration oder der Ca?*-Oszillation beobachtet werden (Islam et al., 2010). Jedoch
war die tpcl-2 Mutante, im Gegensatz zum WT und dem TPC1- Uberexprimierer nicht
in der Lage, einen wirksamen Stomaschluss auf eine Erhdhung der externen Ca®'-
Konzentration zu induzieren (Peiter et al., 2005; Islam et al., 2010). Auch eine Aktivie-
rung des in der Plasmamembran lokalisierten S-Typ Anionenkanals SLAC1 blieb bei
der tpcl-2 Mutante aus (Islam et al., 2010) Dies konnte bedeuten, dass der SV-Kanals
bei extrazellularen Ca**-Stimuli als K*-Kanal zur Aktivierung der S-Typ Anionenkana-
len beitragt (Islam et al., 2010). Demgegenuber kann ein Einfluss des SV-Kanals auf die
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cytosolische Ca**-Oszillation ausgeschlossen werden. Eine Rolle des SV-Kanals
downstream der cytosolischen Ca**-Oszillation hingegen ist wahrscheinlich.

Aufgrund der oben erwéhnten Experimente ist die Rolle des SchlieRzell-SV-Kanals
wahrscheinlich eher beim K*-und Na’-Transport (bei Salzstress) und damit verbunden
der Regulation der zellularen Kalium-Homdostase zu suchen. Durch die hohe Leitfé-
higkeit des SV-Kanals (Abbildung 45) kénnen beim Stomaschluss effektiv K*-lonen
uber die vakuoldre Membran ins Cytosol verlagert werden (White, 2000). Der einwaérts-
gerichtete K*-Transport kann an der vakuoldren SchlieRzellmembran durch den VK-
Kanal, einem weiteren K*-selektiven-Kanal unterstiitzt werden (Ward und Schroeder,
1994). Wahrend der VK-Kanal in Abwesenheit von cytosolischem Ca®* nicht aktiv ist
(Gobert et al., 2007), wurde unter physiologischen Ca®*-Konzentrationen (1 pM Ca*")
jedoch eine starke und schnelle Aktivierung beobachtet (Ward et al., 1995). Ein VK-
vermittelter K*-Einstrom koénnte eine Depolarisierung der vakuoldren Membran und
somit einer Aktivierung der SV-Kanale bewirken, was zu einem anhaltenden K-
Einstrom in das Cytosol fuhrt. Das im Vergleich zu Mesophyll-SV-Kanélen sensitivere
Verhalten des SchlieBzell-SV-Kanals bzgl. cytosolischen Ca**-lonen (Abbildung 50)
ermoglicht dartiber hinaus eine friihe Aktivierung bei negativeren Membranpotentialen,
wodurch bei einem auswértsgerichteten K*-Gradienten sogar ein K*-Efflux in die
SchlielRzellvakuole mdglich ware.
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5  Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden neue Einblicke beztglich des Transport-
prozesses vakuoldrer Protonenpumpen, Zuckertransporter und des SV-Kanals von Ara-
bidopsis thaliana gewonnen:

1. Mittels Patch-clamp-Technik wurden ATP- und Pyrophosphat-induzierte Pump-

strome an Mesophyllvakuolen des Wildtyps gemessen. Die durch ATP hervor-
gerufenen Pumpstrome konnten durch den spezifischen V-ATPase-Inhibitor
Concanamycin A vollstdndig inhibiert werden. Messungen an der V-ATPase-
Doppelmutante vha-a2-vha-a3 hingegen zeigten eine kaum vorhandene ATPase-
Aktivitdt auf. Die vakuoldre Pyrophosphatase-Aktivitdt der vha-a2-vha-a3-
Mutante war mit dem WT vergleichbar und konnte die verminderten Pumpstro-
me der V-ATPase nicht kompensieren.
Zudem wurde an A. thaliana WT-Pflanzen die Expressionsrate und Pump-
stromdichte der V-ATPase von Schlielzellen und Mesophyllzellen untersucht.
Dabei konnte bei SchlieRzellen eine hohere Expressionsrate sowie Pumpleistung
im Vergleich zu Mesophyllzellen detektiert werden, wodurch an der vakuoléren
Membran von SchlieRzellen eine starke protonenmotorische Kraft generiert
werden kann.

2. Des Weiteren wurden die Transporteigenschaften des im Tonoplasten lokalisier-
ten Transportproteins AtINT1 an Arabidopsis Mesophyllzellen des Wildtyps né&-
her untersucht. Unter inversen pH-Wert-Bedingungen konnte AtINT1 als Sym-
porter identifiziert werden, welcher myo-Inositol H*-gekoppelt aus der Vakuole
in das Cytosol transportiert. Diese Daten wurden durch weitere Messungen an
den Mutantenlinien Atintl.1 und Atintl1.2 gestitzt, da bei diesen keine bzw. nur
stark reduzierte Stromantworten durch Applikation von myo-Inositol hervorge-
rufen werden konnten.

3. Uberdies wurde eine elektrophysiologische Charakterisierung des AtSUCA4-
Transporters durchgefiihrt. Unter einem physiologischen Protonengradienten
konnte bei WT- und Atsuc4.1-Vakuolen ausschlieRlich ein Saccharose/H™ ge-
triebener Antiportmechanismus detektiert werden. Im Gegensatz dazu zeigten 60
% der AtSUC4-UE unter inversen pH-Gradienten wihrend Saccharose-
Applikation Stréme, die auf einen Saccharose/H*-Symportmechanismus hinwei-
sen. Bei der Atsuc4.l-Verlustmutante hingegen konnten unter gleichen L6-
sungsbedingungen ausschliel3lich Strome detektiert werden, die mit einem Sac-
charose/H*-gekoppelten Antiportmechanismus in Einklang zu bringen sind.
Durch die Erkenntnisse der Arbeitsgruppe unter Norbert Sauer, Universitat Er-
langen, wird die Vermutung untermauert, dass AtSUC4 Saccharose im Symport
mit H" aus der Vakuole in das Cytosol transportiert und somit eine Rolle bei der
Remobilisierung der in der Vakuole gespeicherten Saccharose tbernimmt.

4. Dartiber hinaus konnten Studien am nichtselektiven spannungsabhangigen
»slow-vacuolar-channel“ (SV-Kanal) von Arabidopsis Mesophyllvakuolen
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durchgefuhrt werden. Dabei wurde das 14-3-3-Protein GRF6 als regulatorisches
Protein identifiziert, welches die SV-Kanalaktivitat stark verringert.

Die gain-of-function Mutante fou2 mit der Punktmutation D454N im TPC1-
Kanalprotein zeigt abweichende Kanaleigenschaften zum WT auf. Das Aktivie-
rungspotential des fou2-SV-Kanals liegt bei 30 mV negativeren Membranspan-
nungen, was die Offenwahrscheinlichkeit des SV-Kanals unter physiologischen
Membranspannungen erhéht. Die fou2-Mutation beeinflusst auRerdem die lumi-
nale Ca**-Bindestelle des SV-Kanals, wodurch die Affinitat bzgl. luminalem
Ca®* geringer ist und die fou2-SV-Kanalaktivitat bei hohen luminalen Ca?*-
Konzentrationen bestehen bleibt. Die absolute Offenwahrscheinlichkeit des WT-
SV-Kanals nimmt mit Ansauern des vakuoldren Lumens im Gegensatz zum
fou2-SV-Kanal stark ab, die Einzelkanalleitfahigkeit des WT- als auch des fou2-
SV-Kanals dagegen zu.

Anhand der durchgefuhrten Messungen konnte eine regulatorische, vakuolar ge-
legene Ca**-Bindestelle des TPC1-kodierten Kanals lokalisiert und charakteri-
siert werden, welche sich vermutlich nahe am Spannungssensor befindet und un-
ter physiologischen Membranspannungen einen einwaértsgerichteten Kationen-
strom ermdglicht.

Ferner wurden SV-Kanéle von Schliel3zellen untersucht und deren spezifische
Eigenschaften mit Mesophyll-SV-Kanélen verglichen. In SchlieRzellen liegt ne-
ben einer erhéhten Transkriptmenge des single-copy Gens TPC1 eine hohere
Stromdichte des SV-Kanals vor. Unter einwartsgerichtetem K*-Gradienten liegt
das Aktivierungspotential von SchlieRzell-SV-Kanéle um 30 mV negativer als
bei Mesophyllvakuolen, was unter physiologischen Membranspannungen zu ei-
nem ausgepragtem K'-Einstrom fiihrt. Dariiber hinaus zeigte der SchlieRzell-
SV-Kanal eine héhere Permeabilitit von Na*- gegeniiber K*-lonen (1,3:1) auf.
Wiéhrend Schliel3zell- und Mesophyll-SV-Kanéle eine vergleichbare luminale
Ca?*-Sensitivitat aufweisen, zeigen SchlieRzell-SV-Kanale eine hohere cytosoli-
sche Ca®*- und vakuolare pH-Sensitivitat auf. Sequenzanalysen der TPC1-cDNA
zeigten, dass die Zelltypspezifischen Unterschiede des SV-Kanals nicht durch
posttranskriptionale Modifikation hervorgerufen werden.
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6  Summary

As an output of this dissertation, the following new insights into vacuolar transport pro-
cesses of proton pumps, sugar transporters and slow vacuolar channels (SV-channels)
via the patch clamp technique were gained:

1. The vacuolar V-ATPase of A. thaliana mesophyll cells of the WT as well as of

the double mutant vha-a2-vha-a3 were analyzed. The specific V-ATPase-
inhibitor concanamycin A inhibits the WT V-ATPase activity completely. In
vha-a2-vha-a3 mutant the V-ATPase activity was completely absent and shows
no ATP induced H* currents. However, the vacuolar vha-a2-vha-a3 pyrophos-
phatase current density was indistinguishable from the WT and could not com-
pensate the missing V-ATPase pump currents.
Additionally, the V-ATPase expression rate and H* currents of A. thaliana guard
cells and mesophyll cells were examined. In guard cells the expression rate as
well as the pump currents were higher compared to mesophyll cells which re-
sulted in a stronger proton motive force.

2. Furthermore, the transport mechanism of the vacuolar membrane protein
AtINT1 was studied on Arabidopsis WT mesophyll cells. At high vacuolar and
low cytoplasmic pH values AtINT1 could be identified as an H*/inositol sym-
porter. These data was confirmed by further measurements of the mutant lines
Atintl.1 and Atintl1.2. After application of myo-inositol the currents were com-
pletely absent in Atint1.1 and strongly reduced in the Atint1.2 mutant.

3. Besides transport characteristics of the tonoplast localized AtSUC4 protein was
analyzed. After application of cytosolic sucrose, WT as well as Atsuc4.1 vacu-
oles showed an H*/sucrose driven Antiport mechanism in presence of physiolog-
ical H'-gradient. However, in the presence of an inverse pH gradient, 60 % of
the AtSUC4-overexpressing mutant showed sucrose induced currents indicating
an H'/sucrose Symport mechanism of the AtSUC4 transport protein. Corre-
sponding currents could not be detected in AtSUC4 less vacuoles (Atsuc4.1). In
the inverse system sucrose induced currents of the Atsuc4.1 mutant were in ac-
cordance with an H'/sucrose coupled antiport mechanism. These patch clamp
measurements confirm the findings of the working group of Norbert Sauer, Uni-
versity of Erlangen. AtSUC4 acts as a symporter by transporting sucrose cou-
pled with H" out of the vacuole into the cytosol and therefore plays a role in the
remobilization of stored vacuolar sucrose.

4. Additionally the non-selective voltage dependent slow vacuolar channel (SV
channel) of Arabidopsis mesophyll vacuoles was electrophysiologically charac-
terized. Thereby the 14-3-3 protein GRF6 could be identified as a regulatory
protein of the SV channel, which down-regulates the SV channel activity.

The gain-of-function mutant fou2 containing the point mutation D454N on the
vacuolar lumen side of the SV channel protein, shows different channel proper-
ties compared to WT. The fou2 channel activation was shifted to 30 mV more
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negative membrane potentials which resulted in higher open probability than
WT SV channels. The fou2 mutation also affected the luminal Ca** binding site
of the SV channel and lowered the affinity to vacuolar Ca®*. fou2 channel activi-
ty remained high even at inhibitory vacuolar Ca** concentrations. The WT SV
channel open probability decreased strongly with luminal acidification in con-
trast to fou2. However, the single channel conductance of WT and fou2 SV
channels increased.

The regulatory vacuolar Ca®* binding site of the TPC1 channel seems to be lo-
cated nearby the voltage sensor and enables a pronounced fou2 inward current
under physiological membrane voltages.

. The A. thaliana guard cell SV channel features were compared with mesophyll

cells. In guard cells the transcript number of the single copy gene TPC1 was ele-
vated which resulted in a higher SV current density than in mesophyll cells.
When the K* gradient was directed out of the vacuolar lumen the guard cell SV
channel activated at about 30 mV less negative voltages compared to mesophyll
cells and mediated distinct inward currents. The guard cell SV channel showed
permeability for Na* over K (1,3:1). SV channels from guard cells and meso-
phyll cells exhibited comparable luminal Ca?* sensitivities. However, the guard
cell SV channel is more sensitive to cytosolic Ca** and vacuolar pH. Sequence
analyses of the TPC1 cDNA showed that the varying features of the guard cell
and mesophyll cell SV channels are not related to post-transcriptional modifica-
tions.
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