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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die pflanzliche Vakuole und ihre Funktionen im Uberblick

Pflanzliche Vakuolen sind multifunktionelle Organellen, die wichtige Aufgaben in allen
pflanzlichen Entwicklungsstadien (bernehmen. Sie haben einige grundlegende
Eigenschaften mit den Vakuolen von Algen, Hefen und den Lysosomen tierischer Zellen
gemeinsam und entstehen als Endprodukt des sekretorischen Weges in Pflanzenzellen
(Marty, 1999). In ausdifferenzierten Zellen des vegetativen Gewebes kann die Vakuole dabei
zwischen 80% und 90% des Zellvolumens einnehmen und ist dadurch ein wichtiger Faktor flr
Turgorregulation, Zellexpansion und das Pflanzenwachstum (Sze et al., 1992; Wink, 1993;
Marty, 1999; Martinoia et al., 2012; Faraco et al.,, 2014). Zum Beispiel tragt die Vakuole
schon allein durch ihre GroBe und der daraus resultierenden Expansion der Zelloberflache
zur Optimierung der Lichtabsorption fiir die Photosynthese bei (Martinoia et al., 2012).

In Pflanzen kann man grundsatzlich zwei verschiedene Vakuolentypen unterscheiden:
lytische und proteinspeichernde Vakuolen (Paris et al., 1996; Marty, 1999; Carter et al., 2004
Martinoia et al., 2007, 2012). Die Klassifizierung erfolgt zum Einen anhand der enthaltenen
gelosten Proteine (Paris et al., 1996; Martinoia et al., 2007, 2012). Lytische Vakuolen
enthalten eine grofSe Anzahl an hydrolytischen und oxidierenden Enzymen, wie zum Beispiel
Hydrolasen, Lipasen, Esterasen, Nukleasen und Peroxidasen. Die Enzymzusammensetzung ist
dadurch fast identisch mit den Lysosomen in tierischen Zellen (Wink, 1993).
Proteinspeichervakuolen beinhalten hingegen Kohlenhydrate und Reserveproteine und
schitzen ihren Inhalt vor dem vorzeitigen Abbau (Marty, 1999). Dieser Vakuolentyp kommt
vor allem in Samen und spezialisierten Speichergeweben vor (Paris et al., 1996; Marty,
1999). Dieser Vakuolentyp ist zwar kleiner, kann daflir aber in einer Zelle in groBer Zahl
auftreten (Trentmann and Haferkamp, 2013). Die zweite Moglichkeit zur Differenzierung
beider Vakuolentypen erfolgt anhand von verschiedenen Aquaporinklassen am Tonoplasten,
die als Wasser-permeable Kanéale fungieren. Lytische Vakuolen enthalten y-TIPs (tonoplast
intrinsic proteins), wahrend in der Membran von proteinspeichernden Vakuolen a- und 6-
TIPs zu finden sind (Paris et al., 1996; Jauh et al., 1999; Marty, 1999; Martinoia et al., 2007,

2012). Beide Vakuolentypen kénnen auch gleichzeitig in einer Zelle vorkommen, wobei es in
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ausdifferenzierten Geweben dann haufig zu einer Fusion der lytischen und
proteinspeichernden Vakuolen kommt. Die daraus entstehende grofle Zentralvakuole
Ubernimmt dann die funktionellen Aufgaben der urspriinglichen Kompartimente (Marty,
1999; Carter et al., 2004; Martinoia et al., 2012).

Neben ihrer Funktion als enzym- oder proteinspeicherndes Kompartiment und ihrer
wichtigen Rolle beim Pflanzenwachstum erfiillen Vakuolen dariiber hinaus auch noch andere
wichtige Aufgaben. Sie fungieren in Abhéangigkeit vom Gewebetyp als Speicher fir
Metabolite und Pigmente, fiir Komponenten von intrazelluldaren Signalwegen, fir Zucker-
und Aminosduren, organische Sdauren und lonen. Sie spielen eine entscheidende Rolle bei
der Vermeidung von intrazellularem Salzstress, der Zellentgiftung, der Feindabwehr, der
Zellhomoostase und der Regulation des cytoplasmatischen pH-Wertes (Barkla and Pantoja,
1996; Marty, 1999; Martinoia et al. 2007; Etxeberria et al.,, 2012; Martinoia et al., 2012).
Vakuolen sind dadurch intrazellulare Organellen, die hochspezialisierte Funktionen in
Abhdngigkeit von Zell- und Gewebetyp und deren Entwicklungsstadiums (ibernehmen

(Martinoia et al., 2007).

1.2 Aktiver und passiver Transport an der Vakuolenmembran

Damit die Vakuolen ihre multifunktionale Rolle erfiillen konnen, sind in der
Vakuolenmembran eine Vielzahl unterschiedlicher Transportproteine eingelagert. Diese
Proteine ermdglichen die Akkumulation und Freisetzung von lonen sowie von geladenen und
ungeladenen Molekiilen, wobei in Abhangigkeit vom zugrundeliegenden Transport-
mechanismus der Transport gegebenenfalls auch gegen einen (elektro)chemischen
Gradienten verlaufen kann. Beim Transport unterscheidet man deshalb zwischen dem
passiven und aktiven Membrantransport (Hedrich and Schroeder, 1989; Schroeder and
Hedrich, 1989; Barkla and Pantoja, 1996; Lodish et al., 2000; Martinoia et al., 2007; Alberts
et al., 2008; Martinoia et al., 2012).

Der passive Transport wird dabei von Membran-durchquerenden Kanalproteinen vermittelt
und ermoglicht die Diffusion von lonen entlang ihres elektrochemischen Gradienten mit
einer Transportrate von 107-10® lonen oder Molekiilen pro Sekunde (Lodish et al., 2000;
Alberts et al., 2008). Prominente Vertreter in der pflanzlichen Vakuole sind: (i) Der fir mono-
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und divalente Kationen selektive TPC1- Kanal (two-pore channel; Abb. 1.1), der auch als SV-
Kanal (slow vacuolar) bezeichnet wird (Hedrich and Neher, 1987; Hedrich and Kurkdjian,
1988; Beyhl et al., 2009; Rienmiiller et al., 2010; Dadacz-Narloch et al., 2011; Hedrich and
Marten, 2011). (ii) Der Kalium- und Natrium-permeable TPK1-Kanal (= two-pore K, Abb. 1.1;
Bihler et al., 2005; Dreyer and Uozumi, 2011; Hedrich, 2012) oder (iii) der fir Chlorid und
Malat durchlassige ALMT9-Kanal (= aluminium-activated malate transporter, Abb. 1.1;
Kovermann et al., 2007; De Angeli et al., 2013).

Beim aktiven Transport wird zwischen primar- und sekundar-aktiv unterschieden. Bei den
sekundar-aktiven Transportern oder ,,Carrier”-Proteinen wird in Pflanzen die Energie eines
bestehenden elektrochemischen Protonengradienten ausgenutzt, um dadurch ein oder
mehrere Substrate durch Konformationsanderungen tber die Membran zu transportieren
(Schroeder and Hedrich, 1989; Sze et al., 1992 Lodish et al., 2000; Alberts et al., 2008).
Aufgrund dieser engen energetischen Kopplung ist es deshalb moglich, Substrate auch gegen
ihren Konzentrationsgradienten zu transportieren und dadurch zu akkumulieren (Lodish et
al., 2000). Je nach Art der Kopplung unterscheidet man zwischen Symporter und Antiporter.
Beim  Symport lauft der Transport von lonen/Molekiile  gegen ihren
Konzentrationsgradienten entlang des Protonengradienten in die gleiche Richtung ab (Lodish
et al, 2000). Beim Antiport werden die Ilonen/Molekille entgegengesetzt zur
Protonenflussrichtung transportiert (Lodish et al., 2000). Durch diesen aufwendigeren
sekundar-aktiven Transportmechanismus ist die Translokationsrate bei diesen Proteinen mit
102%-10" Substrate pro Sekunde deshalb deutlich geringer als bei den lonenkanilen (Lodish et
al., 2000). Beispiele fiur Protonen-gekoppelte Transporter sind (i) der Ca2+/H+—Antiporter
CAX1 (= calcium exchangers, Abb.1.1), der Calcium in der Vakuole akkumuliert (Hirschi et al.,
1996; Mei et al., 2007) oder (ii) SUC4 (Abb. 1.1), der als H*/Saccharose-Symporter Zucker aus
der Vakuole exportiert (Schulz et al., 2011). Eine Sonderform der Carrier stellen die
Uniporter dar, bei denen lonen/Molekiile entlang ihres Konzentrationsgradienten
transportiert werden und dabei eine hohere Transportrate im Vergleich zur einfachen
passiven Diffusion aufweisen. Deshalb wird in diesem Fall auch von einer erleichterten
Diffusion gesprochen (Lodish et al., 2000).

Beim primar-aktiven Transport hingegen liegt eine ,direkte Energetisierung” des
Transportproteins vor. Dabei findet die Hydrolyse von Adenosintriphosphat (ATP) bzw.

Guanosintriphosphat, (GTP) oder Pyrophosphat (PP;) direkt durch das Transportprotein statt.
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Die Hydrolyseenergie wird anschlieRend verwendet, um das jeweilige Substrat auch gegen
einen Gradienten Uber die Membran zu transportieren (Hedrich et al., 1988; Nelson, 1988;
Lodish et al.,, 2000; Martinoia et al.,, 2002; Wink, 1993). Aufgrund dieser aktiven
Energetisierung ist es flr die primar-aktiven Transportproteine auch moglich, sehr grofle

elektrochemische Gradienten zu Giberwinden.

Vakuole

Abbildung 1.1. Ubersicht aktiver und passiver Transportsysteme in der Vakuole. lllustration
ausgewahlter Transportproteine in der Vakuolenmembran mit ihren jeweiligen Leitfahigkeiten.
Passiv: TPC1-Kanal (X', X**), TPK1-Kanal (K*; Na*), ALMT-Kanal (Malat, Fumarat, CI'). Sekundar-aktiv:
CAX-Antiporter (Ca®*/H*), NHX-Antiporter (K*, Na*/H"), CLC-Antiporter (NO;,CI'/H"), SUC-Symporter
(Saccharose/H"), Primar-aktiv: H*-ATPase, H'-PPase und P-Typ-Ca*-ATPase (In Anlehnung an
Martinoia et al.,2012).
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Ein Beispiel fiir ein primar-aktives Transportprotein ist die P-Typ-Ca**-ATPase (Abb. 1.1), die
Calcium mit Hilfe der ATP-Hydrolyseenergie in die Vakuole pumpt und bei der
Calciumhomoostase eine wichtige Rolle spielt (Lee et al., 2007; Martinoia et al., 2012). Die
prominentesten primar-aktiven Transportproteine sind allerdings die vakuoldren
Protonenpumpen ATPase und PPase. Im Vergleich zur Ca®*-ATPase liegt der Fokus bei diesen
Proteinen allerdings weniger auf einem direkten Metabolittransport, sondern vielmehr im
Aufbau einer protonenmotorischen Kraft (proton-motive force, PMF, Kap. 1.4.1), die dann
sekundar-aktiven Transportern als indirekter Energielieferant zur Verfligung steht (Nelson,
1988; Hedrich et al., 1989; Schroeder and Hedrich, 1989; Barkla and Pantoja, 1996;
Martinoia et al., 2007; Etxeberria et al., 2012). Mit 10-10° lonen pro Sekunde besitzen diese
Pumpproteine die niedrigste Transportrate (Lodish et al., 2000). Einen weiteren Vertreter
des primar-aktiven Transportes stellen die ABC-Transporter dar. Sie kéonnen sowohl als
Exporter oder auch als Importer wirken und transportieren im Unterschied zu den Calcium-
und Protonenpumpen ganze Molekiile Gber die Membran (Martinoia et al., 2002; Kang et al.,
2011). Die Translokation erfolgt dabei ebenfalls unter Verwendung der Hydrolyseenergie von
ATP oder GTP (Martinoia et al., 2002; Kang et al., 2011). Dadurch kénnen im Vergleich zum
sekundar-aktiven Transport hohere Molekiilkonzentrationen akkumuliert werden (Martinoia

et al., 2002).

1.2.1 Anionentransport am Tonoplasten

In Pflanzen spielen Anionen unter anderem eine wichtige Rolle als Osmotika und helfen das
Ladungsgleichgewicht in der Pflanzenzelle im Gleichgewicht zu halten. Anorganische
Anionen, wie Chlorid (CI) oder Nitrat (NOs’) sind dabei auch noch essentielle Baustoffe fir
Wachstum und Entwicklung des pflanzlichen Organismus. Organische Anionen, wie Malat
und Fumarat sind Zwischenstufen in verschiedenen Stoffwechselwegen und an der pH-
Homodostase beteiligt (Meyer et al., 2010; Hedrich, 2012; Martinoia et al., 2012).

Fiir den Transport von Nitrat und Chlorid Uber den Tonoplasten wurden in den letzten
Jahren in Arabidopsis thaliana (A. thaliana) sieben Mitglieder der CLC-Transporterfamilie
identifiziert (Marmagne et al., 2007; De Angeli et al., 2009), von denen mindestens drei im
Tonoplasten lokalisiert sind: (i) AtCLCa, der als nitratspezifischer Protonen-Anionen-
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Antiporter agiert (Abb. 1.1) und zwei Nitratmolekile im Austausch gegen ein Proton in die
Vakuole transportiert, aber auch eine geringe Chlorid-Selektivitat besitzt (De Angeli et al.,
2006, 2009; Martinoia et al., 2012). (ii) AtCLCb, der ebenfalls als NOs/H'-Antiporter der
Nitratakkumulation in der Vakuole dient (Martinoia et al., 2012; von der Fecht-Bartenbach et
al., 2010) und (iii) AtCLCc (Abb. 1.1), der vor allem in der Vakuolenmembran von
SchlieRzellen und Pollen zu finden ist und wahrscheinlich chloridspezifisch ist (Jossier et al.,
2010; Martinoia et al., 2012).

Neben der AtCLC-Familie gibt es aber auch noch mit AtNRT2.7 einen weiteren Transporter,
der in Samenvakuolen an der Nitratakkumulation beteiligt ist und hier die Aufgabe des
Nitrattransportes libernimmt (Chopin et al., 2007; Martinoia et al., 2012).

Der Transport von Malat und Fumarat in Arabidopsis wird von der AtALMT-Familie
vermittelt, zu der bisher 15 Mitglieder gezdhlt werden (Kovermann et al., 2007). Ein Mitglied
davon ist AtALMT9 (Abb. 1.1), der Uberwiegend in Mesophyllzellvakuolen vorkommt, nach
neuesten Erkenntnissen aber hauptsachlich als Chloridkanal fungiert und von cytosolischem
Malat aktiviert wird (Meyer et al., 2010; De Angeli et al., 2013). Der Kanal leitet allerdings
auch Malat und Fumarat und wird nicht durch cytosolisches Calcium reguliert (Kovermann et
al., 2007; Martinoia et al., 2012; De Angeli et al., 2013). Ein zweites Mitglied, AtALMT6 (Abb.
1.1) ist nahezu exklusiv in der SchlieBzellvakuolenmembran lokalisiert. Der Kanal wird durch
mikromolare cytosolische Calciumkonzentrationen und Hyperpolarisation aktiviert und
vermittelt ebenfalls Malat- bzw. Fumaratstrome (Meyer et al., 2011; Martinoia et al., 2012).
Mit ALMT4 und -5 sind kirzlich noch zwei weitere Mitglieder im Tonoplast gefunden
worden, darlber hinaus ist allerdings bezlglich ihrer Funktion, und Leitfahigkeiten nichts

weiter bekannt (Martinoia et al., 2012).

1.2.2 Kationentransport am Tonoplasten

Das am héaufigsten auftretende Kation in Pflanzen ist Kalium (Clarkson and Hanson, 1980;
Dreyer and Uozumi, 2011; Wang et al., 2013; Wang and Wu, 2013), wobei der Kaliumgehalt
bis zu 10% der pflanzlichen Trockenmasse betragen kann. Das lon ist wichtig fir die
Enzymaktivitat, stabilisiert die Proteinbiosynthese, neutralisiert negative Ladungen bei
Proteinen und erzeugt zusammen mit der protonenmotorischen Kraft die

6



Einleitung

Membranpotentiale innerhalb der Pflanzenzelle (Marschner, 1995; Sharma et al., 2013).
Kalium ist auch an der Aufrechterhaltung der cytosolischen pH-Homdostase beteiligt und
spielt u.a. eine groRe Rolle als Osmotikum fiir den hydrostatischen Druck der Pflanzenzelle
(Clarkson and Hanson, 1980; Leigh and Jones, 1984; Marschner, 1995; Dreyer and Uozumi,
2011; Pittman, 2012; Sharma et al., 2013). Die Konzentration von Kalium im Apoplast variiert
zwischen 10 mM und 200 mM (Leigh and Jones, 1984; Wang et al., 2013). Wahrend fir die
Vakuole eine Kaliumkonzentration von ca. 200 mM oder héher angenommen wird, kénnten
in gedffneten Stomata sogar 500 mM moglich sein (Leigh and Jones, 1984; Davies et al.,
1992). Im Cytosol dagegen sollen ca. 100 mM Kalium vorliegen, was als optimal fir die
enzymatischen Aktivitaten gilt (Clarkson and Hanson, 1980; Dreyer and Uozumi, 2011; Wang
and Wu, 2013). Damit eine bestmoglichste Stoffwechselaktivitdit innerhalb der
intrazellularen Kompartimente, wie Cytosol, Nukleus, Stroma oder mitochondrialer Matrix
gewahrleistet werden kann, missen genaue Kaliumkonzentrationen aufrechterhalten
werden (Dreyer and Uozumi, 2011). Die pflanzliche Zelle besitzt deshalb zwei
Hauptspeicherorte fiir intrazellulares Kalium. Zum einen das Cytosol und zum anderen die
Vakuole, die den groRten Kaliumpool darstellt (Walker et al., 1996). Es ist deshalb fiir die
Kaliumhomoostase erforderlich, dass die Pflanzenzelle fein regulierte Kalium-
Transportproteine in der Vakuolenmembran besitzt. Fiir den Transport von Kalium in die
Vakuole konnten bisher AtNHX1 und AtNHX2 eindeutig identifiziert werden (Abb. 1.1). Diese
Transporter kénnen sowohl Natrium als auch Kalium im Antiport gegen Protonen in die
Vakuole befordern (Apse, 1999; Barragdn et al., 2012; Martinoia et al., 2012; Pittman, 2012;
Wang and Wu, 2013) und sind daher wichtig fiir die vakuoldre Natrium- und
Kaliumanreicherung (Martinoia et al., 2012). Da Natrium in hoher Konzentration toxisch
wirkt, ist die Auslagerung in die Vakuole ein wichtiger Schutzmechanismus der Pflanzenzelle
gegen Salzstress (Martinoia et al., 2012). Der Transport entlang des Kaliumgefélles aus der
Vakuole in das Cytosol wird von Kaliumkandlen vermittelt. Zu deren Vertretern im
Tonoplasten zahlen TPK1, TPK2, TPK3, TPK5 und TPC1 (Abb. 1.1). Zusatzlich gibt es noch K-
dhnliche Kaliumkanale, die aber faktisch zu den TPKs gehéren (Sharma et al., 2013). Die
Familie der TPK-Kanéle sind alle spannungsunabhéangig (Dreyer and Uozumi, 2011; Hedrich,
2012). Davon sind TPK1 und TPK2 in der Vakuolenmembran von Wurzeln, Bldttern und
Bliiten lokalisiert, wahrend TPK3 in Wurzeln, Bliten, Samen und seneszierenden Blattern

gefunden wird. TPK5 hingegen ist nur in Bliiten und alterndem Blattgewebe zu finden
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(Sharma et al., 2013). Von TPK1 ist bekannt, dass er cytosolische EF-Hand Motive und 14-3-3
Protein-Bindestellen aufweist (genauso wie TPK2, -3 und -4), sensitiv gegeniiber
cytosolischen Calciumanderungen ist und Kalium aus der Vakuole ins Cytosol entlasst (Bihler
et al., 2005; Hedrich, 2012; Sharma et al., 2013). Zusatzlich ist TPK1 auch an der Keimung,
der intrazelluldren Kaliumhomdostase und an der Stomabewegung beteiligt (Sharma et al.,
2013; Wang and Wu, 2013). Im Gegensatz zu den vakuolaren TPK-Kanadlen wurde TPC1 als
nichtselektiver, langsam aktivierender, spannungsabhidngiger und calciumregulierter
Kationenkanal identifiziert, der unter physiologischen Bedingungen Kalium leitet, unter
Salzstress aber auch fir Natrium permeabel ist (Hedrich and Neher, 1987; Hedrich and
Marten, 2011; Hedrich, 2012). Aber auch Ammonium, Calcium und Magnesium kénnen den
Kanal passieren (Hedrich and Marten, 2011; Martinoia et al., 2012). Es wird vermutet, dass
TPC1 in nahezu allen Geweben lokalisiert ist und unter normalen physiologischen
Bedingungen an der Kaliumhomoostase beteiligt ist (Hedrich, 2012).

Ein weiteres sehr wichtiges Kation neben Kalium ist das divalente Calciumion (Ca%). Es
Ubernimmt im pflanzlichen Organismus viele verschiedene wichtige Funktionen. Als
divalentes Kation tragt es in hoher apoplastischer Konzentration zur Festigung der
pflanzlichen Zellwande bei. Zusatzlich stabilisiert es auch Zellmembranen, indem es
verschiedenste Proteine und Lipide an die Membranoberflache bindet (White and Broadley,
2003; Hirschi, 2004; Roelfsema and Hedrich, 2010; Martinoia et al., 2012). Calcium dient
auch als positives Gegenion fir organische und anorganische Anionen und ist an der
Regulation der Offnungsweite bei den Spaltdffnungen von SchlieRzellen beteiligt (White and
Broadley, 2003; Dodd et al., 2010). Bei Calciummangel kann es zur Auflosung der Zellwand
und Gewebeinstabilitdt im betroffenen pflanzlichen Organismus kommen (Hirschi, 2004).
Auf der anderen Seite fuhrt eine zu hohe Calciumkonzentration im Boden zu vermindertem
Pflanzenwachstum und verhindert die Samenreifung (White and Broadley, 2003). Der
Pflanzliche Organismus nimmt Calcium Uber die Wurzel aus dem umgebenden Erdreich auf
und transportiert es sowohl symplastisch als auch apoplastisch zum Xylem. Von dort wird es
anschliefend in den Spross gebracht. Dieser Transportprozess muss von der Pflanze sehr
genau reguliert werden, so dass einerseits hohe Calciumkonzentrationen in der Wurzel
cytosolische Calciumsignale nicht einfach Uiberlagern und andererseits eine schadigende
Anhaufung von Calcium im Spross verhindert wird (White and Broadley, 2003). Die

Aufnahme von Calcium in die Vakuole, kann im Gegensatz zu Natrium oder Kalium entweder
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primar-aktiv (Kapitel 1.2) oder sekundar-aktiv erfolgen. Der aktive Calciumimport iber den
Tonoplast wird von zwei P-Typ-Ca**-ATPasen (ACA4 und ACA11) bewiltigt (Lee et al., 2007;
Martinoia et al., 2012; Kap. 1.2, Abb. 1.1), wahrend die passive Aufnahme mit Hilfe
vakuoldrer CAX-Calciumtransporter (Abb. 1.1) aus der Uberfamilie der Kationen/Calcium-
Austauscher erfolgt (Hirschi et al., 1996; Pittman, 2012). Einige diese CAX-Transporter sind
spezifisch flir Calcium, wahrend andere Transporter dieser Familie auch andere zweiwertige
Kationen, wie Mangan oder Cadmium transportieren konnen (Hirschi et al., 1996; Shigaki et
al., 2003; Mei et al., 2007; Edmond et al.,, 2009; Martinoia et al., 2012). CAX1 — der am
haufigsten vorkommende Transporter in Pflanzen — ist ein Ca2+/H+-Antiporter, der in den
Vakuolen des Mesophyllgewebes sehr hoch exprimiert wird. Dadurch wird die Beobachtung
unterstitzt, dass Calcium hauptsachlich in Mesophyllzellen gespeichert wird (Hirschi et al.,
1996; Mei et al.,, 2007; Martinoia et al.,, 2012). Aufgrund ihrer unterschiedlichen
Eigenschaften geht man deshalb davon aus, dass beide Systeme verschiedene Aufgaben
erfullen. Die P-Typ-Ca**-ATPasen besitzen im Allgemeinen eine hohe Affinitat fur Calcium
und eine geringe Transportkapazitat. Die CAX-Transporter verfligen dagegen Uber eine
relativ niedrige Affinitat fiir Calcium, dafiir aber eine hohe Transportkapazitat (Shigaki and
Hirschi, 2006; Bose et al., 2011; Roelfsema and Hedrich, 2010). Daher wird angenommen,
dass Ca**-ATPasen fur die Aufrechterhaltung eines niedrigen Calciumspiegels im Cytosol
verantwortlich sind, die Calciumtransporter hingegen ein Ubermall an Calcium — zum
Beispiel nach Signalereignissen — abbauen (Shigaki and Hirschi, 2006; Roelfsema and

Hedrich, 2010).

1.3 Calciumsignale im pflanzlichen Organismus

Neben den in Kapitel 1.2.2 angesprochenen Funktionen von Calcium in der Pflanze erfiillt
das divalente Kation als ein intrazellularer second messenger auch noch eine weitere sehr
wichtige zelluldre Aufgabe (White and Broadley, 2003; Hashimoto and Kudla, 2011; Batistic
and Kudla, 2012). Viele Signalwege werden erst durch Anderungen des cytosolischen
Caliumspiegels ausgeldst (White and Broadley, 2003; Martinoia et al., 2007). Dazu muss der
cytosolische Calciumlevel in ,ruhenden” Zellen konstant gehalten werden. Studien gehen

von einer freien cytosolischen Calciumkonzentration von 100-200 nM aus (Schroeder and
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Hedrich, 1989; White, 2000; Hirschi, 2004; Bose et al., 2011; Schonknecht, 2013). In der
Vakuole kann die freie Calciumkonzentration zwischen 0,2 mM und 10 mM variieren und gilt
damit als groRter intrazelluldarer Calciumspeicher, wahrend die Konzentration im Apoplasten
zwischen 1 mM und 10 mM Calcium betragen kann (Bose et al., 2011; Schénknecht, 2013).
Calciumsignale konnen durch verschiedenste biotische und abiotische Faktoren, wie Licht
oder Berlihrung, Temperaturanderungen, Wassermangel, oxidativer oder osmotischer
Stress, Elicitoren, Nodulationsfaktoren oder Verwundung ausgelost werden (Knight et al.,
1993; Ledn et al., 2001; Chico et al., 2002; White and Broadley, 2003; Martinoia et al., 2007;
Hashimoto and Kudla, 2011;) Dabei kommt es zu einem Anstieg des cytosolischen
Calciumspiegels (White and Broadley, 2003). So kdénnen zum Beispiel Hitze- oder ein
hyperosmotischer Stress in A. thaliana Setzlingen einen langsamen, transienten
Calciumanstieg von mehreren Minuten oder eine langerfristige Erhéhung des Calciumlevels
(bis zu mehreren Stunden) hervorrufen (Knight et al., 1997; Kiegle et al., 2000; White and
Broadley, 2003). Die Anderungen der Calciumkonzentration kénnen dabei entweder direkt
am Protein durch entsprechende Bindemotive, durch Calciumbindeproteine und
Proteinkinasen (z. B. LeCDPK1) oder durch indirekte Signalwege weitergegeben werden
(Heizmann and Hunziker, 1991; Baumann et al., 1993; Nalefski and Falke, 1996; Lewit-
Bentley and Réty, 2000; Chico et al., 2002). Mehrere Studien konnten auch zeigen, dass es je
nach Entwicklungsprozess und biotischen bzw. abiotischen Einfliissen eine Vielzahl von
spezifischen Modulationen (Amplitude, Geschwindigkeit, rdumliche und zeitliche
Ausdehnung) bei den Calciumsignalen gibt (Berridge et al., 2000; White and Broadley, 2003;
Dodd et al., 2010; Batisti¢ and Kudla, 2012). Diese Signale kénnen innerhalb der pflanzlichen
Zelle dann an unterschiedlichen Stellen durch indirekte oder direkte Signalwege wirken
(Hirschi, 2004).

Eine Moglichkeit des indirekten Signalweges ist die transkriptionelle Regulation. Im Jahr
2006 konnte Kaplan et al. sogenannte ,early response” Gene identifizieren, die teilweise
schon ca. 30 Minuten nach einem Calciumsignal maximal exprimiert wurden (Kaplan et al.,
2006; Dodd et al., 2010). Andere Arbeiten gehen davon aus, dass sogar ca. 3% des gesamten
Genoms von A. thaliana durch Calcium reguliert werden (Dodd et al., 2010). Calcium kann
aber auch posttranslational direkt tGber die Bindung an das jeweilige Zielprotein einwirken
und damit dessen Aktivitat beeinflussen. Das haufigste Calcium-Bindemotiv bei Proteinen

stellt dabei die EF-Hand dar (Lewit-Bentley and Réty, 2000). Als Beispiel fir eine direkte
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Calciumregulation kann hier der Kationenkanal TPC1 angefiihrt werden, der cytosolische EF-
Hand-Motive in der Proteinstruktur besitzt und durch hohe cytosolische
Calciumkonzentrationen aktiviert werden kann (Hedrich and Neher, 1987; Hedrich and
Schroeder, 1989; Beyhl et al., 2009; Rienmiiller et al., 2010; Hedrich and Marten, 2011;
Schulze et al., 2011). Dabei moduliert das erste EF-Hand-Motiv die Calciumsensitivitat,
wahrend das zweite EF-Hand-Motiv flr die Kanal6ffnung zustandig ist (Schulze et al., 2011).
Ein anderes Beispiel fiir einen calciumaktivierten, vakuoldren Kanal ist TPK1, der ebenfalls
EF-Hand-Motive besitzt und durch cytosolisches Calcium aktiviert wird (Bihler et al., 2005).
Eine zusatzliche Option fir die direkte und sehr schnelle Signalliibertragung bieten
Calciumsensorproteine. Diese werden reprasentiert durch Calmodulin (CaM), Calmodulin-
dhnliche Proteine (CML, calmodulin-like), die Familie der calciumabhangigen Proteinkinasen
(CDPK, calcium-dependent protein kinases) und durch die Familie der Calcineurin-B ahnlichen
(CBL, calcineurin B-like) Proteine (Hashimoto and Kudla, 2011). Die Sensorproteine kénnen
wiederum in zwei Klassen eingeteilt werden: ,sensor relay” oder ,sensor responder”
Proteine. CDPKs sind ,,sensor responder”, die mit Calciumbindedomanen ausgestattet sind
und mit einem anderen Protein verknipft sind. Diese kdnnen dann zum Beispiel andere
Kinasen in ihrer Aktivitat regulieren (Dodd et al., 2010). Im Gegensatz dazu interagieren
»sensor relay“-Proteine (CaM, CMLs und CBLs) direkt mit dem Zielprotein (Dodd et al., 2010;
Hashimoto and Kudla, 2011). Ein Beispiel fiir eine Aktivierung Gber Sensorproteine ist der S-
Typ-Anionenkanal in der Plasmamembran von N. tabacum SchlieRzellen. Dieser wird ohne
messbare Verzogerung durch einen Anstieg des cytosolischen Calciumlevels aktiviert. Da bei
dem entsprechenden Gen SLAC1 keine Calciumbindemotive identifiziert werden konnten,
sind vermutlich Proteinkinasen an der calciumabhangigen Aktivierung beteiligt (Geiger et al.,
2009; Stange et al., 2010).

Direkte Messungen der Regulation von lonenkandlen an der Vakuolenmembran durch
Calciumsignale in intakten Pflanzen wurden bislang allerdings noch nicht durchgefiihrt. Ein
direkter Nachweis im intakten System steht deshalb bislang noch aus und konnte tiefere

Einblicke in die Calciumregulation von Leitfahigkeiten am Tonoplasten in vivo gewahren.
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1.3.1 Intrazelluldre Calciumfreisetzung

Um Calciumsignale zu erzeugen, stromt Calcium entweder aus dem Apoplasten Uber die
Plasmamembran in das Cytosol ein oder es wird aus internen Speicherorten wie dem
Endoplasmatischen Retikulum bzw. der Vakuole in das Cytosol entlassen (White and
Broadley, 2003; Martinoia et al., 2007; Hashimoto and Kudla, 2011). Fir die Plasmamembran
werden dabei verschiedene Calciumkanadle postuliert, die entweder durch Hyper- oder
Depolarisation aktiviert werden oder ganzlich spannungsunabhangig sind (Roelfsema and
Hedrich, 2010). Weiterhin werden auch von zyklischen Nukleotiden gesteuerte CNGC-Kanéle
(cyclic nucleotide gated channels) und Glutamatrezeptor-ahnliche Proteine (GLR, glutamate
receptor-like) mit einer Calciumleitfahigkeit vorgeschlagen. (Roelfsema and Hedrich, 2010;
Jammes et al., 2011). Auch Vertreter der mechanosensitiven, calciumpermeablen MSCC-
Kanile (mechanosensitive Ca** permeable channels) koénnen am cytosolischen
Calciumanstieg beteiligt sein (Jammes et al., 2011). Neben der Plasmamembran ist die
Vakuolenmembran sehr wahrscheinlich ein weiteres wichtiges Ziel fiir die gesteuerte
Freisetzung des second messengers in das Cytosol (Roelfsema and Hedrich, 2010). Da der SV-
Kanal neben seiner Kaliumpermeabilitdt auch eine Leitfahigkeit flir zweiwertige Kationen,
wie Calcium und Magnesium besitzt (Martinoia et al., 2012), wurde der Kanal in
SchlielRzellvakuolen unter experimentellen Bedingungen sehr haufig als Kandidat fiir eine
calciuminduzierte Calciumfreisetzung postuliert (Ward and Schroeder, 1994). Allerdings
konnte die Rolle von TPC1 in der durch Calcium ausgel6dsten Freisetzung von eben diesem
Kation bis heute unter physiologischen Bedingungen nicht eindeutig nachgewiesen werden

(Hedrich and Marten, 2011; Hedrich, 2012).

1.4 Aktiver Protonentransport am Tonoplasten

Zur Akkumulation oder Freisetzung von geldsten Stoffen in die bzw. aus der Vakuole gegen
einen Konzentrationsgradienten mittels eines sekundar-aktiven Transportmechanismus
(Kap. 1.2) wird Energie bendtigt (Hedrich et al., 1988; Wink, 1993; Lodish et al., 2000;
Martinoia et al., 2012). Diese Energie wird am Tonoplasten in Form eines elektrochemischen

Protonengradienten hauptsachlich von der Protonen-ATPase (V-ATPase) und zu einem
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geringeren Anteil von der Protonen-Pyrophosphatase (V-PPase) erzeugt (Martinoia et al.,
2007; Krebs et al., 2010; Etxeberria et al., 2012; Martinoia et al.,2012), indem die Energie aus
der Hydrolyse von ATP bzw. PP; genutzt wird, um Protonen Uber die Vakuolenmembran zu

transportieren (Hedrich et al., 1986, 1989; Hedrich and Schroeder, 1989).

1.4.1 Molekulare Struktur und Funktionsweise der vakuoldren Protonen-

ATPase

Die V-ATPase ist ein ubiquitdares Enzym, das in den verschiedensten Membranen von Pro-
und Eukaryoten, inklusive Pilze, allen Pflanzen, Tieren und beim Menschen zu finden ist
(Hedrich and Schroeder, 1989; Cross and Taiz, 1990; Sze et al., 1999; Martinoia et al., 2007;
Neuhaus, 2007; Ma et al., 2011). Sie hat einen gemeinsamen Ursprung mit der F-ATPase
(ATP-Synthase) aus der inneren Mitochondrienmembran, den Chloroplasten von Eukaryoten
und der A-ATPase (Archae-ATPase) aus Archaebakterien (Cross and Taiz, 1990; Nelson et al.,
1992; Bickel-Sandkotter et al., 1998; Forgac, 1998, 1999; Schumacher and Krebs, 2010). Die
V-ATPase ist in den Vakuolen von Pflanzen und Pilzen, in Lysosomen, Endosomen, Chlatrin-
Uberzogenen und synaptischen Vesikeln ebenso wie in sekretorischen- und Speichergranula
lokalisiert (Nelson, 1988; Hedrich and Schroeder, 1989; Gambale et al., 1994; Forgac, 1998)
und bildet zusammen mit der V-PPase ca. 30% der gesamten Proteine im Tonoplasten
(Schumacher, 2006). Das pflanzliche V-ATPase-Holoenzym besteht aus 12 bis 14
verschiedenen Untereinheiten (Kluge et al., 2003; Diepholz et al., 2008; Ma et al., 2011), die
je nach Art von 14 Genen in Chlamydomonas, 23 in A. thaliana oder von bis zu 54 Genen in
der Sojabohne kodiert werden (Seidel et al., 2008; Schumacher and Krebs, 2010). Die V-
ATPase-Untereinheiten (VHA) bilden zwei grolRe Protein-Subkomplexe: (i) Den peripheren,
dem Cytoplasma zugewandten Vi-Komplex (Abb. 1.2, blaue Farbung), der aus den acht
Untereinheiten VHA-A, -B, -C, -D, -E, -F, -G und -H besteht und ein Molekulargewicht von ca.
400-600 kDa besitzt (Sze et al., 1999; Beyenbach and Wieczorek, 2006; Ma et al., 2011).
Innerhalb diese Komplexes gibt es einen Kern, der aus einem alternierenden Hexamer aus
VHA-A und VHA-B (A3B3) Untereinheiten aufgebaut ist (Kluge et al., 2003; Beyenbach and
Wieczorek, 2006; Schumacher and Krebs, 2010; Ma et al., 2011). (ii) Der zweite V-ATPase-

Subkomplex (Abb. 1.2, griine Farbung) ist der in der Vakuolenmembran eingebettete Vq-
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Komplex und enthdlt die Untereinheiten VHA-a, -c, -¢’, ¢, -d und -e mit einem
Molekulargewicht von 150-350 kDa (Sze et al., 1999; Beyenbach and Wieczorek, 2006; Ma et
al., 2011;). VHA-c, -¢’ und -¢”* weisen dabei groRe strukturelle Ubereinstimmungen auf (Ma
et al., 2011). Die Untereinheiten c und -c” sind aus jeweils vier transmembranen a-Helices
aufgebaut, wahrend bei ¢’* fiinf Membran-durchquerende a-Helices vorkommen (Ma et al.,
2011). Der zentrale Bestandteil des Vo-Komplexes besteht aus einem Proteolipid-Ring, der
sich wahrscheinlich aus mindestens sechs Kopien der Untereinheit VHA-c zusammensetzt
(Grabe et al., 2000; Kluge et al., 2003; Beyenbach and Wieczorek, 2006; Martinoia et al.,
2007; Schumacher and Krebs, 2010; Ma et al.,, 2011). Die genaue Anzahl der c-
Untereinheiten scheint aber je nach Spezies zu variieren. So wurde zum Beispiel bei der
verwandten F-ATPase in Enterococcus hirae und Manduca sexta 10 c-Untereinheiten
entdeckt, die an der Bildung des Vo- Komplexes beteiligt sind, bei Spinat-Chloroplasten sogar
14 (Murata et al., 2005; Beyenbach and Wieczorek, 2006; Muench et al., 2009). Die genaue
Anzahl der VHA -c, -¢" und -c¢”” Untereinheiten in A. thaliana ist bis heute noch nicht
vollstandig aufgeklart und es ist unklar, ob VHA-c”" in Arabidopsis Giberhaupt vorkommt (Kluge
et al., 2003). An den Proteolipid-Ring grenzen zusatzlich die Untereinheiten VHA-a und VHA-
e an (Abb. 1.2). Die beiden zentralen Bestandteile der Subkomplexe V; und Vo werden durch
einen im Zentrum gelegenen Stiel aus den Untereinheiten VHA-D, VHA-F und VHA-d und drei
peripheren, statischen Stielen aus VHA-E, VHA-G, VHA-C, VHA-H und der N-terminalen
Domane von VHA-a verbunden (Schumacher and Krebs, 2010, Abb. 1.2). Diese Stiele halten
das AsBs-Hexamer in einer stationdren Position und sind am Protonentransport Gber die
Membran beteiligt (Beyenbach and Wieczorek, 2006; Schumacher and Krebs, 2010).

Die Hydrolyse von ATP zu ADP, unter Abspaltung eines anorganischen Phosphates, findet am
A3Bs-Hexamer des peripheren V;-Komplexes statt (Hedrich and Schroeder, 1989; Beyenbach
and Wieczorek, 2006; Ma et al., 2011):

H+Cyt0p|asma +ATP + HZO - I'|+Vakuole + ADP + Pi

Der ins Cytoplasma gerichtete V;-Komplex enthalt dazu katalytische Bindungsstellen in VHA-
A, die an der Hydrolyse beteiligt sind (Hedrich and Schroeder, 1989; Beyenbach and
Wieczorek, 2006; Schumacher and Krebs, 2010; Ma et al., 2011). Die freiwerdende Energie
aus der ATP-Spaltung bewirkt Konformationsanderungen, die vermutlich unter Mitwirkung

des zentralen Stieles zu einer Drehbewegung — in Analogie zur F-ATPase — des Vy-Komplexes
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fihren (Grabe et al.,, 2000; Kinosita et al., 2000; Kluge et al., 2003; Beyenbach and
Wieczorek, 2006; Okuno et al., 2011).

ATP ADP + P,

AN, .

Abbildung 1.2. Schematisches Modell der V-ATPase. Die Grafik zeigt das aus zwei Teilen bestehende
V-ATPase Holoenzym: die periphere, dem Cytosol zugewandte V,-Doméne aus alternierenden A- und
B-Untereinheiten (blau) und die Membran-integrierte Vo-Domaéne aus fiinf Kopien der Untereinheit
VHA-c und einer Kopie der Untereinheit VHA-c"* (griin). V; und V, sind durch drei periphere, statische
Proteinstiele miteinander verbunden. Ein zentraler Stiel, bestehend aus den Untereinheiten VHA-D,
VHA-F und VHA-d und drei peripheren, statischen Stielen aus VHA-E, VHA-G, VHA-C, VHA-H und der
N-terminalen Domane von VHA-a verbinden die Komplexe V; und V, (Aus Schumacher and Krebs,
2010, mit freundlicher Genehmigung von Elsevier).

Auf Grundlage der Funktionsweise der F-ATPase-Synthase wurde ein hypothetisches Modell
zur Protonentranslokation fir die V-ATPase entwickelt (Forgac, 1998; Grabe et al., 2000;
Kluge et al., 2003; Beyenbach and Wieczorek, 2006; Abb. 1.3). Nach diesem Modell besitzt
die an den Proteolipid-Ring angrenzende Untereinheit VHA-a zwei Halbkanale, die mit dem
Cytosol bzw. dem Vakuolenlumen Kontakt haben. Die Halbkandle stehen jedoch in keiner
direkten Verbindung zueinander. Ein Proton kann den Halbkanal auf der cytosolischen Seite
passieren und an eine freie Protonenbindungsstelle an der VHA-c Untereinheit im
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Proteolipid-Ring binden (Abb. 1.3). Durch eine von der ATP-Hydrolyse ausgeloste Rotation
dreht sich die besetzte c-Untereinheit weiter und ein weiteres Proton kann an die nachste,
freie c-Untereinheit binden. Dieser Ablauf wiederholt sich, bis nach einer ca. 360° Drehung
die erste, mit einem Proton besetzte Untereinheit den zweiten Halbkanal erreicht. Dort kann
das Proton dann den Proteolipid-Ring in Richtung des Vakuolenlumens wieder verlassen
(Beyenbach and Wieczorek, 2006, Abb. 1.3). Der Vorgang kann kontinuierlich wiederholt

werden, solange im Cytosol ATP zur Verfligung steht.

Cytosol

Halbkanadle

Vakuolenlumen

0

Abbildung 1.3 Schematische Darstellung des Protonentransportes iiber die Vakuolenmembran.

Veranschaulichung der hypothetischen Protonentranslokation im Vy-Komplex mit Hilfe der beiden
Halbkanéle in der Untereinheit VHA-a (violett) zusammen mit dem Proteolipid-Ring aus sechs VHA-c
Untereinheiten (gelb). Das Proton passiert dabei auf der cytosolischen Seite den Halbkanal und
bindet an eine freie VHA-c Untereinheit. Die durch ATP-Hydrolyse angetriebene Rotation fiihrt
schlieRlich die besetzte c-Untereinheit zum zweiten Halbkanal, durch den das Proton in das
Vakuolenlumen entlassen wird. Die roten Pfeile geben die Richtung des Protonentransportes wieder.
(Darstellung frei nach Beyenbach and Wieczorek, 2006)

Zusatzlich tragt die elektrogene Protonentranslokation wesentlich zur Entstehung eines
elektrischen Feldes und einer Membranpotentialdifferenz an der Vakuolenmembran bei

(Hedrich et al., 1989; Hedrich and Schroeder, 1989; Davies, 1997; Martinoia et al., 2012). So
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konnte zum Beispiel fir Hordeum vulgare L. mit Hilfe intrazellularer Mikroelektroden
Tonoplastenpotentiale zwischen -9 und -23 mV in vivo erfasst werden (Walker et al., 1996),
wahrend in intakten Eremosphaera viridis Membranpotentiale zwischen -30 bis -65 mV
beobachtet wurden (Bethmann et al, 1995). Generell wird aber ein
Vakuolenmembranpotential im Bereich von ca. -20 mV bis -30 mV in vivo angenommen
(Barbier-Brygoo et al., 1986; Bethmann et al., 1995; Walker et al., 1996; Martinoia et al.,
2007, 2012).

Das Membranpotential unterstiitzt dabei aufgrund seiner negativen Polarisation auf der
cytosolischen Seite relativ zum Lumen die Aufnahme von Anionen durch lonenkanéle in die
Vakuole (Hedrich et al., 1988; Bethmann et al., 1995; Martinoia et al., 2012) und reguliert die
Aktivitat von spannungsabhadngigen Proteinen wie zum Beispiel TPC1 (Hedrich and Neher,
1987; Beyhl et al., 2009; Hedrich and Marten, 2011; Hedrich, 2012).

Die Kombination aus Protonengradient und Membranpotential bildet die sogenannte
proton-motive force (Taiz, 1992; Sze et al., 1999; Tomashek and Brusilow, 2000; Kluge et al.,
2003; Hanitzsch et al., 2007; Seidel et al., 2012) und wird von sekundar-aktiven Transportern
verwendet (Abb. 1.1; Kap. 1.2), um Stoffe auch gegen einen Gradienten im Vakuolenlumen
zu akkumulieren (Lodish et al., 2000; Ratajczak, 2000; Dietz et al., 2001; Krebs et al., 2010;
Etxeberria et al., 2012). Die V-ATPase ist deshalb nicht nur aktiv an der Erzeugung eines
elektrochemischen Gradienten zur Aufrechterhaltung vakuoldrer Transportprozesse,
sondern auch indirekt Uber das Membranpotential an der Regulation von
spannungsabhangigen Transportproteinen beteiligt.

Aufgrund der engen strukturellen und evolutiondaren Verwandtschaft der V-ATPase mit der
F-ATPase wurde deshalb auch lange Zeit angenommen, dass bei der vakuoldaren Pumpe in
Analogie zur F-ATPase zwei Protonen pro hydrolysiertem ATP-Molekil Gber die Membran in
die Vakuole transportiert werden (Bennett and Spanswick, 1984; Cross and Taiz, 1990;
Nelson, 1992; Forgac, 1999; Tomashek and Brusilow, 2000). Allerdings wurde durch spéatere
Arbeiten an verschiedenen Organismen bei wechselnden pH-Bedingungen eine
unterschiedliche Anzahl an translozierten Protonen pro ATP kalkuliert (Davies et al., 1994;
Davies et al., 1996; Yabe et al., 1999; Maeshima, 2001; Miiller and Taiz, 2002; Kettner et al.,
2003). Deshalb wurde postuliert, dass die vakuoldre Protonenpumpe in der Lage ware, die
Rate der transportierten Protonen pro hydrolysiertem ATP in Abhangigkeit vom pH-Wert zu

variieren (Davies et al., 1994; Yabe et al., 1999; Tomashek and Brusilow, 2000; Miller and
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Taiz, 2002; Kettner et al., 2003). Die V-ATPase wiirde demnach in ihrer Funktionsweise
einem flexiblen molekularen Motor entsprechen, der je nach Bedarf eine unterschiedliche
Anzahl an Protonen Uber die Vakuolenmembran transportieren kénnte. Kenntnisse lber
eine potentielle und pH-regulierte Kopplungsrate der V-ATPase in A. thaliana lagen bislang

allerdings noch nicht vor.

1.4.2 Physiologische Bedeutung und Regulation der V-ATPase

Als hauptsachlicher Energieerzeuger fiir alle Protonen-gekoppelten Transportprozesse an
der Vakuolenmembran spielt die V-ATPase eine bedeutende Rolle bei der Aufrechterhaltung
der intrazelluldiren Homoostase von lonen bzw. Metaboliten. (Kap. 1.1-2, Abb. 1.1.; Taiz,
1992; Sze et al., 1999; Lodish et al., 2000; Tomashek and Brusilow, 2000; Kluge et al., 2003;
Hanitzsch et al., 2007; Etxeberria et al., 2012; Seidel et al., 2012). Darliber hinaus ist die V-
ATPase auch entlang des endozytotischen und sekretorischen Weges innerhalb der Zelle bei
der Ansduerung bestimmter Organellen involviert (Dettmer et al., 2006; Schumacher, 2006).
Diese durch den Protonentransport hervorgerufene saure Umgebung ist zum Beispiel im
Inneren von Endosomen filir die Dissoziation zellinterner Liganden-Rezeptor-Komplexe
notwendig, um das Rezeptor-Recycling zu gewahrleisten und die Bildung von endosomalen
Transportvesikeln zu ermoglichen, die den Ligandentransfer von frihen zu spaten
Endosomen gestatten (Forgac, 1998; Pérez-Sayans et al., 2012). Ein saures vakuoladres Milieu
ist auBerdem fir den Transport von neu synthetisierten lysosomale Enzymen vom Golgi-
Apparat zum Lysosomen bedeutend und wird benétigt, um dissoziierte Liganden den
Lysosomen zufiihren zu kénnen (Forgac, 1998; Pérez-Sayans et al., 2012). In Lysosomen ist
ein niedriger pH-Wert ebenfalls fir die Funktion der darin enthaltenen degradierenden
Enzyme wichtig (Pérez-Sayans et al., 2012). Die V-ATPase scheint dariiber hinaus an der
Erzeugung von Mikromilieus flir den korrekten Transport, Austausch und Sekretion von
Proteinen beteiligt zu sein (Pérez-Sayans et al., 2012). Zusatzlich ist die Protonenpumpe
sowohl fiir die Funktion des Golgi-Apparates als auch wahrend der Entwicklung der

mannlichen Gametophyten und der Embryogenese essentiell (Dettmer et al., 2006).
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1.4.2.1 Regulation der V-ATPase-Funktion

Aufgrund der vielen zelluldren Funktionen, an der die V-ATPase im pflanzlichen Organismus
indirekt beteiligt ist, erscheint es nicht verwunderlich, dass die Aktivitat eines so komplexen
Enzyms auch einer Vielzahl von regulatorischen Mechanismen unterliegt (Ratajczak, 2000;
Beyenbach and Wieczorek, 2006). Dadurch ist die Protonenpumpe in der Lage, innerhalb der
Zelle ihre Aktivitat entsprechend den jeweiligen Umweltbedingungen zu regeln. Die
grundsatzlichste Moglichkeit zur Steuerung der Protonenpumpaktivitdit besteht in der
(Langzeit-) Kontrolle der Genexpression (je nach Art in Pflanzen zwischen 14 und 54 V-
ATPase-Gene, Kap. 1.4.1) Uber transkriptionelle und  posttranskriptionelle
Regulationsmechanismen (Merzendorfer et al., 1997; Dietz et al., 2001; Hanitzsch et al.,
2007; Martinoia et al., 2007). Dies ist zum Beispiel aufgrund von Sauerstoffmangel,
cytosolischer Ansdauerung oder durch Umweltverschmutzung, Salz-, Kalte- oder
Trockenstress der Fall (Dietz et al., 2001; Ratajczak, 2000). So fiihrt Salzstress nachweislich zu
einer Zunahme des mRNA-Levels fir die Untereinheiten VHA-A, -B und -c des Pumpenzyms
(Sze et al.,, 1999; Ratajczak, 2000; Kluge et al., 2003;). Ferner konnen Hitze- und
Trockenstress zu Anderungen des Expressionslevels der V-ATPase-Untereinheiten VHA- E, -G
fihren (Hanitzsch et al., 2007). Zusatzlich ermoglicht die Expression mehrerer VHA-
Isoformen eine feinere Steuerung der Enzymkinetik und schafft dadurch in Kombination mit
unterschiedlichen Lokalisationen der Pumpproteine weitere, Kompartiment-spezifische
Regulationsmoglichkeiten der Pumpaktivitdt (Dschida and Bowman, 1995; Sze et al., 2002;
Dettmer et al, 2006; Schumacher and Krebs, 2010). Solche unterschiedlichen
Expressionsorte der Isoformen konnte bereits fir VHA-a im trans-Golgi-Netzwerk (VHA-al)
bzw. Tonoplasten (VHA-a2 und -a3) nachgewiesen werden (Dettmer et al., 2006). Im
Gegensatz zur Langzeit-Regulation durch Modifikation der Genexpression kann die V-
ATPase-Aktivitat durch biochemische Steuerung auch kurzfristiger angepasst werden, um im
Fall plotzlicher Veranderungen im cytosolischen pH- oder bei sekundar-aktiven
Transportprozessen reagieren zu konnen (Dietz et al., 2001). Als Fallbeispiel fir eine pH-
abhangige Steuerung der Pumpaktivitat zeigten partiell aufgereinigte V-ATPasen in Hafer-
Wurzeln bei einem neutralen pH-Wert ein Maximum an Aktivitdt, die mit steigendem pH-
Wert wieder abnahm (Randall and Sze, 1986; Dietz et al., 2001). Dies deutet auf eine

Regulation der Aktivitat durch den cytosolischen pH-Wert hin (Dietz et al., 2001; Pittman,
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2012). Weitere Unterstiitzung dieser Hypothese wurde durch Arbeiten in B. vulgaris, S.
cerevisiae und C. limon L. geliefert, bei denen mit verschiedenen cytosolischen und
luminalen pH-Werten unterschiedliche Kopplungsraten fiir den Transport von Protonen pro
hydrolysiertem ATP-Molekil durch die V-ATPase kalkuliert wurden (Davies et al., 1994;
Miller and Taiz, 2002; Kettner et al., 2003). Dadurch wurde eine Regulierung des
Protonentransportes unter Beteiligung cytosolischer und luminaler pH-Werte in den
untersuchten Organismen postuliert (Davies et al., 1994; Davies et al., 1996; Yabe et al.,
1999; Maeshima, 2001; Miiller and Taiz, 2002; Nishi and Forgac, 2002; Kettner et al., 2003;
Pittman, 2012). Fir A. thaliana lag diesbeziiglich allerdings noch kein entsprechender
Nachweis vor.

Aufgrund der ATP-Abhdngigkeit des Pumpvorgangs ist durch Verfligbarkeit von
cytosolischem ATP (zwischen 0,5 und 2 mM in vivo) eine weitere Regulationsmoglichkeit der
V-ATPase-Aktivitat gegeben (Dietz et al., 1998; Ratajczak, 2000; Dietz et al., 2001). Da ADP
und P;, als Produkte der ATP-Hydrolyse, zusatzlich auch kompetitive Inhibitoren der Pumpe
sind, ergibt sich dariber hinaus eine mogliche Riickkopplungssteuerung der Pumpe (Dietz et
al., 1998, 2001; Kettner, 2003). Verfiigt die Zelle Gber viel Energie in Form einer hohen
cytosolischen ATP-Konzentration ist der Gehalt an ADP und P; niedrig und die Pumpe wird
stimuliert, wahrend bei ATP-Mangel — zum Beispiel unter Trockenstress durch Hemmung der
ATP-Synthese — das Enzym durch hohere ADP-/P-Konzentrationen gehemmt wird (Dietz et
al., 1998, 2001; Kettner, 2003).

Mit Hilfe der reversiblen Dissoziation der Protonenpumpe kann die V-ATPase-Aktivitat
ebenfalls kontrolliert werden (Merzendorfer et al., 1997; Forgac, 1998; Cipriano et al., 2008).
Dabei zerfdllt das V-ATPase Holoenzym, ausgelost durch verschiedene Faktoren, in die
separaten Vo und V; Komplexe und wird somit inaktiv (Ward et al., 1992; Kettner, 2003;
Forgac, 2007). Bei Bedarf konnen sich die beiden Komplex wieder zusammenfiigen und
ergeben wieder eine funktionsfahige Pumpe (Forgac, 1998, 2007). Dieser Vorgang scheint
sowohl in Hefen und Insekten als auch in Sdugetieren ein gangiger Regulationsmechanismus
zu sein und konnte aber auch schon in A. sativa beobachtet werden (Ward et al., 1992;
Merzendorfer et al., 1997; Forgac, 1998, 2007; Cipriano et al., 2008). Der Vorteil dieser
Methode besteht darin, dass dieser Vorgang sehr schnell ist und keine neuen Proteine

synthetisiert werden missen (Forgac, 1998; Nishi and Forgac, 2002; Cipriano et al., 2008).
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Ferner wird postuliert, dass verschiedene Lipide und vermutlich auch der
Phosphorylierungszustand einiger ATPase-Untereinheiten (z. B. VHA-C) eine Rolle bei der
Stimulation der V-ATPase spielen (Scherer and Stoffel, 1987; Scherer et al., 1988; Ratajczak,
2000; Dietz et al., 2001; Hong-Hermesdorf et al., 2006; Martinoia et al., 2007).

Ein weiterer, schon frih identifizierter, biochemischer Steuerungsmechanismus der
Protonenpumpe ist die Veranderung des Redox-Zustandes bestimmter Aminosaurereste des
Enzyms (Scherer et al., 1988; Hager and Lanz, 1989; Martiny-Baron et al., 1992; Dschida and
Bowman, 1995; Ratajczak, 2000; Dietz et al., 2001; Martinoia et al., 2007; Cipriano et al.,
2008). Hierbei sind die Disulfidbindungen zwischen den Sulfhydrylgruppen von drei in

Eukaryoten hochkonservierten Cysteinresten (homolog zu Cy5261, Cys284 und Cys538 in Hefe,
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zu Cys®* und Cys>* in Vesikeln des Rinderhirns oder zu Cys®*°, Cys*’® und Cys>* in
A. thaliana) beteiligt, die alle in der katalytischen Untereinheit A im V;.Komplex lokalisiert
sind (Hager and Lanz, 1989; Feng and Forgac, 1992b; Feng, Y., Forgac, 1994; Merzendorfer et
al., 1997; Forgac, 1998; Dietz et al., 2001; Seidel et al., 2012). Auch Disulfidbriicken in der
Untereinheit E (ebenfalls im V;-Komplex) werden als moglicherweise beteiligte
Regulationsorte postuliert (Tavakoli et al., 2001). Oxidationsmittel wie zum Beispiel H,0,,
Glutathion (in  oxidierter Form) oder Nitrat fihren zur Ausbildung von
Disulfidbriickenbindungen zwischen den entsprechenden Cysteinresten und damit zur
Inaktivierung der Pumpe, wahrend reduzierende Substanzen wie Glutathion (in reduzierter
Form) oder Dithiothreitol (DTT) die Protonenpumpe wieder reaktivieren kdnnen (Hager and
Lanz, 1989; Feng and Forgac, 1992a; Feng, Y., Forgac, 1994; Dschida and Bowman, 1995;
Dietz et al., 2001; Tavakoli et al., 2001). Diese Art der Regulation ermdglicht eine kurzfristige
und schnelle Regulation der V-ATPase-Aktivitdt in Abhangigkeit von den metabolischen
Anforderungen der pflanzlichen Zelle (Hager and Lanz, 1989; Dschida and Bowman, 1995;
Merzendorfer et al., 1997; Dietz et al., 2001; Tavakoli et al., 2001; Nishi and Forgac, 2002). Es
wird allerdings angenommen, dass die oxidative Herabregulierung der V-ATPase nur dann
moglich ist, wenn das Cytosol nicht angesauert ist, was auf eine dominante Funktion der
Protonenpumpe in der cytosolischen pH-Homoostase hinweisen wiirde (Dietz et al., 2001).
Die Relevanz der Redox-Regulation — im Allgemeinen und spezifisch fir die verschiedenen

Cysteinreste der VHA-A Untereinheit — flir die V-ATPase-Aktivitdt bedarf in A. thaliana

allerdings noch einer eingehenden Untersuchung (Seidel et al., 2012).
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1.4.3 Die intrazellulare pH-Homoostase

Da viele metabolische und enzymatische Prozesse von spezifischen pH-Bedingungen
abhangen, ist die intrazellulare pH-Regulation ein essentieller Prozess in allen Organismen
(Casey et al., 2010; Orij et al., 2011; Pittman, 2012). Der pH-Wert liegt im Cytosol annahernd
zwischen pH 7,2 und 7,5 und in der Vakuole in der Regel bei ca. pH 5,5 (Martinoia et al.,
2007; Krebs et al., 2010; Pittman, 2012). Die cytosolische pH-Regulation kann grundsatzlich
in zwei verschiedene Arten eingeteilt werden (Pittman, 2012). Beim Metabolismus-
basierenden Prinzip wirken verschiedene Stoffwechselprodukte innerhalb der Zelle als pH-
Puffer oder in pH-abhdngigen Reaktionen. So verbraucht oder erzeugt zum Beispiel die
Carboxylierung bzw. Decarboxylierung von organischen Sduren (z.B. Malat) freie Protonen
(Pittman, 2012). Das zweite Prinzip basiert auf dem aktiven Membrantransport von
Protonen zwischen dem Cytosol und dem sauren Apoplast oder der Vakuole durch die
Plasmamembran-ATPase bzw. durch die V-PPase oder V-ATPase (Pittman, 2012). Die V-
ATPase ist dadurch bei der Ansduerung von Organellen des endozytotischen und
sekretorischen Weges beteiligt und vermutlich auch in der Aufrechterhaltung des
cytosolischen und vakuoldaren pH-Wertes involviert (Dettmer et al., 2006; Schumacher, 2006;
Pittman, 2012). Neben den Protonenpumpen wirken aber auch eine groRere Anzahl anderer
Transportwege an der intrazelluldren pH-Regulation mit (Pittman, 2012). Bei einem dieser
Transportwege am Tonoplasten handelt es sich um den Dicarboxylattransporter AttDT, der
Malat in die Vakuole liefert und damit wichtig fir die pH-Regulation sein kann (Hurth et al.,
2005; Martinoia et al., 2012; Pittman, 2012). Dariber hinaus gibt es starke Anhaltspunkte,
dass im Endomembransystem die Protonen-gekoppelten lonentransporter aufgrund ihres
Protonenaustausches auch an der Feinabstimmung des pH-Wertes einen Anteil haben
kdnnten (Martinoia et al., 2012; Pittman, 2012). Einer dieser Transporter ist NHX1. Er
befordert sowohl Natrium als auch Kalium im Antiport gegen Protonen in die Vakuole, ist an
der Kaliumhomoostase beteiligt, erhoht die Toleranz gegenilber Salzstress und spielt
vermutlich auch bei der vakuoldren pH-Regulation eine Rolle (Apse, 1999; Apse et al., 2003;
Barragdn et al., 2012; Martinoia et al., 2012; Pittman, 2012). In Ipomoea tricolor scheint
NHX1 durch ein enges Zusammenspiel mit der V-ATPase und der V-PPase eine zu starke
vakuoldre Alkalisierung wahrend der Bliitendffnung und Anderung der Bliitenfarbe zu

verhindern (Yoshida et al., 2005; Pittman, 2012; Faraco et al., 2014). Da der K'/H"-Austausch
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durch NHX bei einer potentiellen pH-Regulation intrazelluldre Kaliumkonzentrationen
verandert und diese auch wieder ausgeglichen werden missen, sind folglich auch die zur
Kaliumhomoostase notwendigen Transportproteine indirekt an der Steuerung des pH-
Wertes beteiligt (Pittman, 2012). Weitere mogliche Kandidaten, die ebenfalls sehr
wahrscheinlich an der intrazelluldaren pH-Steuerung einen Anteil haben, sind in A. thaliana
AtCHX16 bis AtCHX20, die vermutlich zu den K*, Na’/H*- Transportern gehéren bzw. Khal
(ebenfalls ein CHX-Transporter) aus S. cerevisiae, der den Austausch von K'/H" vermittelt
(Brett et al., 2005; Maresova and Sychrova, 2005; Pittman, 2012). Allerdings ist ihre Funktion
bei der pH-Homoéostase nur rudimentar wuntersucht. Im Gegensatz zu den
Kaliumtransportern scheinen die Calciumtransporter in der Vakuolenmembran (z.B. CAX) bei
der pH-Homoostase keine direkte Rolle zu spielen (Pittman, 2012). Es ist allerdings bekannt,
das Calcium aufgrund seiner Wirkung als second messenger eine indirekte Rolle bei der pH-
Regulation zukommt (Felle, 2001; Pittman, 2012). Da es aufgrund der
Protonenpumpenaktivitdt an der Vakuolenmembran zu einer elektrischen Feldbildung
kommt, die einen weiteren Protonenimport aufgrund der AbstoRBungskrafte irgendwann
verhindert wirde, bekommen die Anionentransporter deshalb eine besondere Bedeutung
bei der pH-Regulation (Pittman, 2012). Der Import von Anionen als Gegenionen in die
Vakuole verhindert die Ausbildung eines dem Protonentransport entgegengerichteten
elektrischen  Potentials und ermoglicht dadurch die Aufrechterhaltung der
Protonenakkumulation und der luminalen Ansauerung (Pittman, 2012). Hierbei kénnten in
Pflanzen vor allem die CLC-Transporter in der Vakuolenmembran in Frage kommen (Pittman,
2012). Uber den Protonen-gekoppelten lonentransport am Tonoplasten hinaus scheinen
zum Beispiel aber auch angesduerte Vesikel aus dem sekretorischen Weg zur vakuoladren
Ansduerung beizutragen (Schumacher and Krebs, 2010). Obwohl es viele Anhaltspunkte fur
eine Teilnahme dieser Protonen-gekoppelten lonentransporter an der pH-Homoostase gibt,
ist es nach wie vor unklar, ob diese aktiv oder passiv in der pH-Regulation involviert sind
(Pittman, 2012). Es ist auch unbekannt, ob es eine direkte Interaktion der vakuoldren
Protonenpumpen mit diesen Transportern gibt. Es gibt zwar mehrere Anhaltspunkte fir eine
indirekte Regulierung, zum Beispiel durch die Kinase CIPK24/S0S2, die sowohl NHX als auch

die V-ATPase reguliert, aber auch hier besteht noch Aufklarungsbedarf (Pittman, 2012).
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1.5 Zielsetzung

Die ATP-Hydrolyseenergie ermoglicht der V-ATPase durch den aktiven Protonentransport ins
Vakuolenlumen und einer dadurch verursachten Potentialdifferenz die Etablierung und
Aufrechterhaltung der luminalen Protonenkonzentration und eines damit verbundenen
elektrochemischen Gradienten. Dadurch spielt die V-ATPase eine Schlisselrolle bei der
Bereitstellung von Energie fiir andere Transportproteine und der Regulation verschiedener
intrazellularer Prozesse (Martinoia et al., 2007, 2012; Pittman, 2012;).

Aufgrund der vielfaltigen Aufgaben wird die Protonenpumpe daher auch durch
verschiedene, komplexe Regulationsmechanismen in ihrer Aktivitat gesteuert. Bislang sind
allerdings einige dieser Mechanismen, insbesondere der Einfluss des pH-Wertes und der
oxidativen Regulation verschiedener Aminosaurereste auf die V-ATPase-Aktivitat im Detail in
A. thaliana noch nicht hinreichend aufgeklart worden.

Der erste Teil der hier vorliegenden Arbeit beschaftigte sich deshalb mit der
elektrophysiologischen Untersuchung der pH-abhangigen Regulation und deren Auswirkung
auf den maximalen Protonentransport (vma), die ATP-Affinitdt (K,) und die
Protonenkopplungsrate der V-ATPase an isolierten Mesophyllvakuolen. Zusatzlich sollte die
Redox-Regulation der V-ATPase-Pumpaktivitit durch den Einsatz eines starken
Oxidationsmittels und verschiedener V-ATPase-Cystein-Mutanten untersucht werden.

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit befasste sich mit der elektrophysiologischen
Untersuchung vakuoldarer Membranleitfahigkeiten an intakten Wurzelrhizodermisvakuolen
von A. thaliana Keimlingen. Aufgrund der physiologischen Bedeutung von Calcium als second
messenger bei der Regulation von vakuoldren lonenkanalaktivititen sollte durch die
Kombination von intrazelluldren Mikroelektroden und Fluoreszenz-Bildgebender-Technik der
Einfluss von cytosolischen Calciumanderungen auf vakuoldre Leitfahigkeiten im intakten

Pflanzensystem erforscht werden.
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2.0 Material und Methoden

2.1 Pflanzenanzucht und Praparation von Arabidopsis thaliana

2.1.1 Anzuchtbedingungen von Arabidopsis thaliana fiir Patch-Clamp-

Experimente

A. thaliana Pflanzen vom Okotyp Columbia (Col-0) wurden auf Glasmann Standard Pikiererde
in Plastiktopfen mit einem Durchmesser von 7 cm unter konstanten Bedingungen in einer
Klimakammer angezogen. Wahrend der 8-stiindigen Lichtperiode herrschte eine konstante
Temperatur von 22°C bei einer Lichtintensitit von ca. 100 umol s* m? und ca. 60%
Luftfeuchtigkeit. In der Dunkelphase wurde die Temperatur auf 16°C abgesenkt. Als
Beleuchtung war in der Klimakammer eine Kombination aus Osram L58W/77 Fluora und
Philips TLD 58W/840 Leuchtstoffréhren installiert. Die in dieser Arbeit zusatzlich
verwendeten A. thaliana Mutanten (Tab. 2.1) wurden alle in der gleichen Klimakammer
unter denselben Bedingungen angezogen. Das Alter der fir die Patch-Clamp Experimente

verwendeten Pflanzen variierte zwischen 4-8 Wochen (Tab. 2.1)

Tabelle 2.1. Durchschnittliches Alter der fiir Patch-Clamp-Experimente verwendeten A. thaliana

Pflanzen.
Pflanzen Alter
Wildtyp Col-0 4-8 Wochen
tpc1-2 Col-0 SALK 145413 5-8 Wochen
C256S 5-7 Wochen
C535S 5-7 Wochen
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2.1.2 Praparation der Arabidopsis thaliana Mesophyllprotoplasten

Zur Gewinnung der in den Patch-Clamp-Experimenten bendtigten A. thaliana
Mesophyllzellvakuolen mussten Mesophyllzellprotoplasten zuerst aus dem Zellverbund
herausgeldst werden. Hierzu wurde bei abgeschnittenen A. thaliana Blattern zunachst die
Blattunterseite mit Schleifpapier der Kérnung P500 vorsichtig aufgeraut. AnschlieRend
wurde das Blatt mit der Unterseite in eine mit 3 ml Standard-Enzymlésung (SEL1, Kap.
2.2.1.1) gefiillte Petrischale (@ = 3,5 cm, mit Nocken Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland)
gelegt. Auf einem Schwenkautomaten (KS -15, E. Bihler GmbH) wurden die Blattstlicke dann fir
60 min bei 75 U/min und Raumtemperatur (RT) inkubiert. Zur Aufreinigung der Protoblasten
wurde anschlieend die Suspension mit Hilfe der Waschlésung SWL1 (Kap. 2.2.1.2) durch ein
damit angefeuchtetes Nylonnetz (Maschenweite: 50 um) filtriert und das Filtrat in einem
50 ml Probenréhrchen aufgefangen. Nach 10-minttiger Zentrifugation (Eppendorf 5810R,
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) bei 60 x g und 4°C (ohne Beschleunigung und
Bremse) waren die Protoplasten am Boden des 50 ml Probenréhrchens angereichert. Nach
Dekantieren des Uberstands wurden die im Pellet verbliebenen Mesophyllzellprotoplasten
abhangig von der Protoplastenmenge — die Uber die Griinfarbung visuell abgeschatzt
wurde — mit 600 pl bis 1000 pl SWL1 resuspendiert. Die Protoplastensuspension wurde

anschliellend bis zur Verwendung fiir die Patch-Clamp-Experimente auf Eis aufbewahrt.

2.1.3 Vakuolenisolation aus Arabidopsis thaliana Mesophyllprotoplasten fiir

Patch-Clamp-Experimente

Zu Beginn einer Patch-Clamp-Messung wurden 40 bis 100 ul der Mesophyllzellprotoplasten-
suspension (abhangig von der jeweiligen Protoplastendichte) in die Messkammer vorgelegt.
Zur Vakuolenfreisetzung wurden die Protoplasten anschlieBend liber die Zugabe von ca.
400-500 pl Standardlysispuffer (SLP1, Kap. 2.2.1.3) lysiert. Hierzu wurde die auf 200 mosmol
kg eingestellte SLP1-Lésung fur die Lysis der Mesophyllprotoplasten von Col-0 und
tpc1-2-Mutanten verwendet. Bei C2565-Mutanten wurden die Vakuolen hingegen mit einer
SLP1-Lésung von 350 mosmol kg™t und bei C5355-Mutanten mit einer SLP1-Lésung von

300 mosmol kg? freigesetzt. Aufgrund der im Vergleich zur Waschlésung niedrigeren
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Osmolalitat von SLP1 kam es zu einer osmotischen Wasseraufnahme in die Protoplasten, die
letztendlich zu einem Platzen der Plasmamembran und Freisetzen der Vakuolen aus dem
Protoplasten fiihrte. Durch die Abwesenheit von Ca** und der Anwesenheit von 10 mM EGTA
in der SLP1-L6sung wurde der Freisetzungsprozess der Vakuolen durch Destabilisierung der
Plasmamembran weiter unterstlitzt. Da die freigesetzten Vakuolen am Glasboden der
Messkammer nach einer 8-minltigen Ruhephase anhafteten, konnte anschlieBend SLP1
gegen die jeweilige Badmesslosung im Rahmen einer 8-minitigen Losungsperfusion
ausgetauscht werden, um genau definierte Bedingungen fiir die geplanten Patch-Clamp-
Experimente zu schaffen. Die Perfusionsgeschwindigkeit lag dabei zwischen 0,5 und
0,7 ml/min. Dieser Austausch war notwendig, da sich SLP1 aufgrund seiner Membran-
destabilisierenden Eigenschaften, seiner Osmolalitdat und seiner Zusammensetzung nicht fir
die Ausbildung eines Abdichtwiderstandes und fiir die weiteren Untersuchungen im Zuge der

Patch-Clamp Experimente eignete.

2.1.4 Sterilisation und Aussaat von Arabidopsis thaliana fiir Experimente mit

intrazellularen Mikroelektroden

Eine Spatelspitze A. thaliana Samen wurde in einem 1,5 ml ReaktionsgefaR mit 1 ml Sterili-
sierungslosung (STL1, Kap. 2.2.2.2) versetzt. Die Suspension wurde gut vermischt und nach
8-minitiger Absetzung der Samen wurde die STL1-Losung entfernt. Im anschlieBenden
Waschschritt wurde 1 ml steriles, destilliertes Wasser hinzugefiigt, die Suspension vermischt
und der Uberstand nach einer 2-miniitigen Sedimentation wieder entfernt. Dieser
Reinigungsschritt wurde noch viermal wiederholt. Nach Dekantieren des Uberstands beim
letzten Reinigungsschritt wurden die Samen in sterile Petrischalen (@ = 3,5 cm, mit Nocken,
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland) ausgesat, die mit 1 ml Nahrmedium (% MS, Kap.
2.2.2.1) vorher aufgefillt wurden. Dabei wurden fiinf bis sieben einzelne Samen in einer
Reihe auf das feste Medium aufgetragen (Abb. 2.1). Die Petrischalen wurden abschlieRend

mit Parafilm gegen Feuchtigkeitsverlust versiegelt.
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2.1.5 Anzuchtbedingungen von Arabidopsis thaliana Keimlingen fir

Experimente mit intrazellularen Mikroelektroden

Petrischalen mit sterilen A. thaliana Samen (Kap. 2.1.4) wurden hochkant in einem
Phytotron unter konstanten Bedingungen angezogen, so dass die Samenreihe parallel zum
Boden stand und die Wurzeln entlang der Oberflache der Agaroseschicht nach unten
wachsen konnten (Abb. 2.1). Wahrend der 12-stiindigen Lichtperiode herrschte im
Phytotron eine konstante Temperatur zwischen 21 und 22°C bei einer Lichtmenge von
190-200 pmol s m™. In der Dunkelphase wurde die Temperatur auf 16 bis 17°C abgesenkt.
Die Anzuchtdauer betrug — je nach Entwicklungsstand der A. thaliana Wurzeln — drei bis funf

Tage.

A. thaliana |
Keimlinge

Petrischale

Styroporbox

Abbildung 2.1. Anzucht der A. thaliana Keimlinge fiir Einstich-Experimente im Phytotron. Links:
Schematische Darstellung der A. thaliana Keimlinge in einer Petrischale. Das mittlere Foto zeigt die
Rickseite einer Petrischale mit 3 Tage alten Keimlingen. Rechts abgebildet: Mehrere hochkant
ausgerichtete Petrischalen in einer Styroporbox.

2.2 Herstellung der verwendeten Losungen

Zur Herstellung der Losungen (Kap. 2.2.1 und 2.2.2) wurden die verschiedenen Bestandteile
inklusive der pH-Puffersubstanz eingewogen und in destilliertem Wasser mit einem Volumen
nahe dem gewtlinschten Endvolumen geldst. Der pH-Wert wurde durch Titration der Lésung
mit dem jeweiligen Puffer-Antagonisten unter konstantem Riihren eingestellt. Dazu wurden
ein Digital-pH-Meter 646 oder ein 766 Calimatic (Knick Elektronische Messgerdate GmbH &

Co.KG Berlin, Deutschland) verwendet. Die Osmolalitdt der verwendeten Patch-Clamp-
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Messlosungen in Kapitel 2.2.1 wurde mit Hilfe eines Osmometers (Vapor Pressure

Osmometer 5520, Wescor, Vapro) mit D-Sorbitol eingestellt und schliel§lich das Endvolumen

mit destilliertem Wasser hergestellt. Bei den in Kapitel 2.2.2 aufgefiihrten Losungen fir die

Experimente mit intrazellularen Mikroelektroden war es nicht notwendig die Osmolalitat

separat einzustellen. Alle verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht gesondert

aufgefiihrt, von den Firmen AppliChem GmbH (Darmstadt, Deutschland), Sigma-Aldrich

Chemie GmbH (Steinheim, Deutschland), Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland) und Carl

Roth GmbH (Karlsruhe, Deutschland) bezogen.

2.2.1 Losungen fiir Patch-Clamp-Experimente

2.2.1.1 Standard-Enzyml6sung zur Vakuolenisolation (SEL1)

1 mM CaCl,

10 mM Mes/Tris pH 5,6

1% BSA

0,05% Pectolyase Y23 (Kyowa Chemical Products CO., LTD, Japan)
0,5% Cellulase R-10 (Yakult Honsha CO., LTD, Japan)

0,5% Mazerozym R-10  (Yakult Honsha CO., LTD, Japan)

1t = 400 mosmol kg'1

Die Enzyml6sung wurde unter konstanter Kiihlung auf Eis hergestellt und die Bestandteile in

der oben beschriebenen Reihenfolge eingewogen.
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2.2.1.2 Standard-Waschlosung zur Vakuolenisolation (SWL1)

1 mM CacCl,

1t = 400 mosmol kg'1

Bei SWL1 entsprach der pH-Wert dem von destilliertem Wasser und wurde nicht mit einem

Puffersystem eingestellt.

2.2.1.3 Standard-Lysispuffer zur Vakuolenisolation (SLP1)

10 mM EGTA
10 mM Hepes/Tris pH 7,5
1t = 200, 300 oder 350 mosmol kg™

2.2.1.4 Bad- und Pipettenmesslosungen zur Untersuchung der pH-abhangigen V-

ATPase-Aktivitat

Standardbadl6sung 1 Standardbadlésung 2 Standardbadl6sung 3

(SBL1-pH 7,5) (SBL2-pH 5,5) (SBL3-pH 9,5)

100 mM KCl 100 mM KCl 100 mM KCl

5 mM MgCl, 5 mM MgCl, 5 mM MgCl,

1 mM CacCl, 1 mM CaCl, 1 mM CaCl,

10 mM Hepes/Tris pH 7,5 10 mM Mes/Tris pH 5,5 10 mM Bis-Tris-Propan/
Mes pH 9,5

1 = 400 mosmol kg™ 1 = 400 mosmol kg™ 1 = 400 mosmol kg™
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Standardpipettenlosung 1

Standardpipettenlésung 2

Standardpipettenlésung 3

(SPL1-pH 7,5)
100 mM KCl

5 mM MgCl,
1 mM CaCl,
10 mM Hepes/Tris pH 7,5

1t = 400 mosmol kg'1

(SPL2-pH 5,5)
100 mM KCl

5 mM MgCl,
1 mM CaCl,
10 mM Mes/Tris pH 5,5

1t = 400 mosmol kg'1

(SPL3-pH 9,5)
100 mM KCl

5 mM MgCl,

1 mM CaCl,

10 mM Bis-Tris-Propan/
Mes pH 9,5

1t = 400 mosmol kg'1

2.2.1.5 Bad- und Pipettenmesslosungen zur Untersuchung der V-ATPase-

Spannungsabhangigkeit

Standardbadlésung 4 (SBL4/CsCl-pH 7,5)

50 mM CsCl
5 mM MgCl,
10 mM Hepes/Tris pH 7,5

1t = 400 mosmol kg'1

Standardpipettenlésung 4

Standardpipettenlésung 5

Standardpipettenlésung 6

(SPL4/CsCl-pH 7,5)

50 mM CsCl
5 mM MgCl,
10 mM Hepes/Tris pH 7,5

1 = 400 mosmol kg™

(SPL5/CsCl-pH 6,5)

50 mM CsCl
5 mM MgCl,
10 mM Hepes/Tris pH 6,5

1 = 400 mosmol kg™

(SPL6/CsCl-pH 5,5)

50 mM CsCl
5 mM MgCl,
10 mM Mes/Tris pH 5,5

1 = 400 mosmol kg™
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2.2.1.6 Bad- und Pipettenmesslosungen zur Untersuchung der V-ATPase-Aktivitdt in

Anwesenheit eine Oxidationsmittels

Zur elektrophysiologischen Untersuchung der Redox-Abhangigkeit der V-ATPase wurde die
Standardbadlésung 1 (SBL1-pH 7,5; Kap. 2.2.1.4) und die Standardpipettenlosung 2 (SPL2-
pH5,5; Kap. 2.2.1.4) verwendet. Fir die Messungen an den A. thaliana Redox-
Mutantenlinien 535S und (256S wurde lediglich die Osmolalitait der Bad- und
Pipettenmesslésungen auf 350 mosmol kg™ (€5355) bzw. auf 300 oder 350 mosmol kg™ fur
C256S eingestellt.

2.2.1.7 Applikationspipettenlosungen

Fir die Herstellung der Applikationspipettenlésungen wurden immer kleine Mengen
(5-10 ml) der originalen Standardbadlésungen verwendet und entsprechend ihrem
Verwendungszweck mit zusatzlichem Magnesium-ATP (Mg-ATP), Bafilomycin Al (BF) oder
Wasserstoffperoxid (H,O,) entsprechend den jeweils gewiinschten Endkonzentrationen
(Kap. 3.1) zugesetzt. Um Anderungen des pH-Wertes aufgrund der zugegebenen Stoffe
auszuschlieBen, wurde dieser nochmals Uberprift und gegebenenfalls mit dem
entsprechenden Puffersystem neu eingestellt. Die hergestellten Applikationsldsungen
wurden zwischen den Patch-Clamp-Messungen immer auf Eis und im Dunkeln aufbewahrt,

um Zerfallsprozesse der Zusatzstoffe (Mg-ATP, BF, H,0,) zu verhindern.

Magnesium-ATP:

Zur Herstellung der unterschiedlich konzentrierten ATP-Applikationslosungen wurde jeweils
Mg-ATP (Sigma-Aldrich Chemie GmbH Steinheim, Deutschland) aus einer 0,5 M
Stammldsung (0,5 M Mg-ATP + 0,5 M oder 1 M Tris) entnommen und den jeweiligen
Badlésungen (SBL1-pH 7,5; SBL2-pH 5,5; SBL3-pH 9,5; SBL4/CsCl-pH 7,5) in entsprechender

Konzentration zugesetzt.
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Bafilomycin Al:

Zur Hemmung der V-ATPase Aktivitdit wurde der spezifische Inhibitor BF (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH Steinheim, Deutschland) in Dimethylsulfoxid (DMSO) gel6st und eine 1 mM
Stocklsung hergestellt. Als Endkonzentration wurde 500 nM BF in SBL1-pH 7,5 verwendet.

Wasserstoffperoxid:

Fiir die taglich frische Herstellung der 1 M Stocklésung wurde 30%iges Wasserstoffperoxid
(Merck KGaA Darmstadt, Deutschland) verwendet. Um eine konstante lonen- und ATP-
Konzentration wahrend der Messreihen zu gewahrleisten, wurde eine Stocklosung aus SBL1-
pH 7,5 mit 5 mM Mg-ATP erstellt, der dann 1 M H,0,-Stocklésung zur Einstellung der

Endkonzentration von 2 mM zugegeben wurde.

2.2.2 Losungen fiir Experimente mit intrazelluldren Mikroelektroden und der

Zwei-Elektroden-Spannungsklemme

2.2.2.1 Standard Agar-Ndhrmedium fiir die Anzucht von Arabidopsis thaliana-

Keimlingen

Murashige and Skoog basal salt mixture (% MS)

0,12% MS Basal salt mixture inkl. Mes Puffer Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande)

0,5% Saccharose

0,8% Universal Agarose (Bio&Sell, e.K, Nirnberg, Deutschland)

pH 5.8 mit Tris eingestellt
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2.2.2.2 Sterilisierungslosung fiir Arabidopsis thaliana Samen (STL1)

6% Natriumhypochlorid
0,05% TritonX-100

(Natriumhypochlorid und TritonX-100 wurden in jeweils 50 ml Wasser gelost)

2.2.2.3 Badl6sung fiir die Experimente mit intrazelluliren Mikroelektroden

Standardbadldsung 5 (SBL5-0.1KCl pH7)

0,1 mM KClI

0,1 mM MgCl,

1 mM CaCl,

0,5 mM NaCl

1 mM Mops/NaOH pH 7,0

2.3 Die Einstich-Technik von intrazellularen Mikroelektroden

Bei der konventionellen  Mikroelektroden-Einstich-Technik  wird eine  spitze
Glasmikroelektrode, die entweder aus einer (single-barreled) oder mehreren Kapillaren
(double- oder triple-barreled) besteht, in das pflanzliche Gewebe eingestochen. Bei dieser
Technik kann an separierten Pflanzenteilen oder auch an kompletten, intakten Pflanzen
gearbeitet werden. Die relativ scharfe Glasspitze der Mikroelektroden kann — je nach
experimenteller Aufgabenstellung — durch die Zellwand und Plasmamembran in das Cytosol
oder zusatzlich durch die Vakuolenmembran in das Vakuolenlumen eingestochen werden. In
Kombination mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (Kap. 2.3.2) koénnen dann
elektrophysiologische Untersuchungen zu den Membranleitfahigkeiten an Plasma- und
Vakuolenmembran durchgefiihrt werden. Die Verwendung von ionensensitiven Farbstoffen
(z.B. FURA-2) ermoglicht zudem die Untersuchung von intrazelluldren physiologischen

Prozessen, wie zum Beispiel cytosolische Calciumanderungen.
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2.3.1 Anwendung der Einstich-Technik von intrazellularen Mikroelektroden

bei intakten Arabidopsis thaliana Wurzeln

In dieser Arbeit wurden single- und double-barreled Glaspipetten in das Cytosol oder die
Vakuole von intakten A. thaliana Wurzelrhizodermiszellen eingefiihrt. Die Wurzeln wurden
hierzu in Petrischalen auf Agar unter sterilen Bedingungen angezogen (Kap. 2.1.5). Vor dem
Beginn der Experimente wurde mit einer Zange die Halfte des Petrischalenrandes entfernt,
um einen flachen Einstichwinkel zu ermoglichen. AnschlieBend wurde eine zweikapillarige
Glasmikroelektrode mit Hilfe eines piezoelektrischen  Manipulators (MM3A-
Mikromanipulator, Kleindiek Nanotechnik, Reutlingen, Deutschland) in die Vakuole von
Wourzelrhizodermiszellen eingestochen und die vakuoldre Lokalisation entweder mit Hilfe
des Fluoreszenzfarbstoffes FURA-2 (Kap. 2.3.5) oder durch Messungen von freilaufenden
Potentialen in der Spannungsklemmen-Konfiguration (berprift. Bei parallelen Messungen
der cytosolischen Calciumkonzentrationen wurde eine zusatzliche single-barreled
Glaspipette in das Cytosol eingefiihrt, dessen cytosolische Lokalisation anhand des

Fluoreszenzsignals kontrolliert wurde.

2.3.2 Messprinzip der Zwei-Elektroden-Spannungsklemmen-Technik

Bei der Zwei-Elektroden-Spannungsklemmen-Technik wird das Membranpotential bei einer
bestimmten Spannung konstant gehalten und korrespondierende Membranleitfahigkeiten
aufgezeichnet. Hierzu werden auftretende Abweichungen von der vorgegebenen
Sollspannung (Vcma) gemessen und gegebenenfalls ein Kompensationsstrom injiziert
(Abb. 2.2), bis die gewlinschte Sollspannung wieder erreicht wird (The Axon Guide, 2008).
Beim Einstich einer double-barreled Mikroelektrode — wobei jede Kapillare fiir sich einer
einzelnen Elektrode entspricht — wird das Membranpotential (V,) durch eine Messelektrode
(ME1) mit dem Widerstand Rp; gemessen und lber den Vorverstarker A1 an den ersten
Eingang des Differentialverstarker A2 (mit dem Verstarkungsfaktor -u) weitergegeben. Am
zweiten Eingang von A2 (mit dem Verstarkungsfaktor +u) wird die vorgegebene Vimg
angelegt. Wenn Vg von V., abweicht, entsteht am Ausgang von A2 eine Spannung, die

proportional zur Differenz (g) von V¢mg und Vi, ist (The Axon Guide, 2008). Dadurch wird ein
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ausgleichender Kompensationsstrom durch die zweite Messelektrode (ME2) mit dem
Widerstand Rp; in die Zelle injiziert (The Axon Guide, 2008). Dieser Stromfluss wird solange
aufrechterhalten, bis der Wert von V., dem eingestellten Wert von V.4 entspricht. Fiir die
Aufzeichnung von freilaufenden Potentialen wurden Elektroden im Stromklemmen-Modus
verwendet, dabei wird der Strom der Elektroden auf 0 nA festgesetzt (,geklemmt”) und die

Potentiale gemessen.

Abbildung 2.2. Einfache schematische Darstellung eines Schaltbildes der Zwei-Elektroden
Spannungsklemme. Al: Vorverstirker, V.na: Sollspannung, A2: Differentialverstarker, +/-u:
Verstarkungsfaktor, e: Differenz von V. ,g und V., MELl: Messelektrode mit dazu gehdrigem
Widerstand R,;, ME2: Messelektrode mit dazu gehorigem Widerstand Ry,, Vi,: Membranpotential,
C..: Membrankapazitit, R,,: Membranwiderstand (Axon Instruments Inc., 2008, mit freundlicher
Genehmigung von Molecular Devices, LLC)

2.3.3 Aufbau des Zwei-Elektroden-Spannungsklemmen-Messplatzes

Der Messplatz war zur Abschirmung vor duReren, systemunabhéangigen elektromagnetischen
Induktionen von einem Faradaykafig umgeben. Im Inneren war ein schwingungsgedampfter
Tisch aufgestellt, auf dem ein Zeiss Axioskop 2FS Mikroskop (Carl Zeiss AG, Deutschland) mit

einer Quantem 512SC Kamera und einem CARV2 confocal imager (Visitron Systems GmbH,

36



Material und Methoden

Puchheim, Deutschland) und einem 63x Wasser-Immersionsobjektiv zur Detektion von
fluoreszierenden Farbstoffen befestigt war. Die Anregung der Farbstoffe wurde mit einem
Visichrom Polychromator (High Speed Polychromatic Illumination System, Visitron Systems
GmbH, Deutschland) vorgenommen. Um externe Badlosungen wahrend der Messung
austauschen zu konnen, wurde ein Gravitations-getriebenes Perfusionssystem bestehend
aus einem Zulauf (ca. 6 ml/min) und einer Pumpe zur Flissigkeitsabsaugung verwendet. Der
Einstich der Mikroelektroden in pflanzliches Gewebe erfolgte mit zwei piezoelektrischen
Manipulatoren (MM3A, Kleindiek Nanotechnik, Reutlingen, Deutschland), die ({ber
Magnethalterungen auf dem Mikroskop-Kreuztisch fixiert waren. Die Mikroelektroden, die
an den Mikromanipulatoren befestigt waren, wurden mit drei in unmittelbarer Nahe
angebrachten Vorverstarkern (HS-180, Bio-Logic, Claix, Frankreich, Eingangswiderstand ca.
10 Q) verbunden. Die beiden Vorverstirker, die fur die Strom-Spannungsklemme genutzt
wurden, waren an einen Kombinations-Mikroelektrodenverstarker (VF-102 Dual
microelectrode amplifier + CA-100 Clamp amplifier, Bio-Logic, Claix, Frankreich)
angeschlossen. Zur SchlieBung des Stromkreises wurde eine Silber-/Silberchlorid-
Referenzelektrode mit Kontakt zur Badlosung angebracht. Die Injektion des Fluoreszenz-
farbstoffes FURA-2 bzw. die Messung der Plasmamembranpotentiale unter Zuhilfenahme
einer single-barreled Elektrode wurde mit dem dritten Vorverstarker und einem baugleichen
Nachbau des VF-102 Mikroelektrodenverstarkers vorgenommen. Die elektrischen Eingangs-
signale wurden bei 33 Hz mit einem 8-Pol Tiefpass-Bessel-Filter (Type 902, Frequency
Devices, Haverhill, MA, USA) bzw. mit einem 4-Pol Tiefpass-Bessel-Filter (LPF 202A, Warner
Instruments Corp., Hamden, CT, USA) bei 200 Hz gefiltert und Uber einen Analog/Digital-
Wandler (DA/AD-Wandler LIH-1600, HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Lambrecht,
Deutschland) an einen Microsoft-Windows-Computer Ubertragen. Die Aufzeichnung der
Daten erfolgte mit der Software HEKA Pulse Version 8.74 (HEKA Elektronik Dr. Schulze
GmbH, Lambrecht, Deutschland). Fluoreszenzaufnahmen wurden mit einem separaten
zweiten Microsoft-Windows-Computer und der Software VisiView Version 2.0.4 (Visitron
Systems GmbH, Puchheim, Deutschland) vorgenommen. Die Steuerungseinheit der
piezoelektrischen Manipulatoren, beide Computer, die Filter, der Analog/Digital Wandler,
die Verstarker, die Absaugpumpe des Perfusionssystems und die Steuerungseinheit der
Kamera, sowie das Netzteil der Mikroskoplampe waren auBerhalb des Faradaykafigs

angebracht.
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2.3.4 Herstellung von Einstich- und Referenzelektroden

Die verwendeten single- und double-barreled Messelektroden sowie die Referenzelektrode
wurden aus Borosilikat-Glaskapillaren mit einem AuRendurchmesser von 1 mm und einer
Wandstarke von 0,21 mm (Hilgenberg GmbH, Mahlsfeld, Deutschland) angefertigt. In den
Glaskapillaren war zusatzlich ein durchgehendes 0,1 mm dickes Glasfilament angebracht. Die
Herstellung der single-barreled Pipetten erfolgte in einem horizontalen Pipettenziehgerat
(P-2000, Sutter Instrument Co., Novato, CA, USA). Dazu wurde eine einzelne Glaskapillare in
der entsprechenden Halterung des Ziehgerats eingespannt. Wahrend der Erhitzung der
Kapillare durch einen Laserstrahl wurde diese dann durch eine Zugvorrichtung
auseinandergezogen, so dass zwei separate, zugespitzte Einstich-Glasmikroelektroden mit
einem Widerstand von 60 bis 100 MQ entstanden. Zur Herstellung der double-barreled
Messpipetten wurden zwei Borosilikat-Glaskapillaren nebeneinander angeordnet, in einem
vertikalen  Pipettenziehgerdt (List-Medical L/M-3P-A, List-Electronic, Darmstadt,
Deutschland) unter Hitzeeinwirkung miteinander um 360° verdrillt und anschliefend ca.
4 mm auseinandergezogen. Im folgenden Schritt wurden die Kapillaren dann im vertikalen
Ziehgerat P-2000 zu spitzen Pipetten vollstandig auseinandergezogen und staubfrei in einer
Kunststoffbox gelagert. Die double-barreled Pipetten hatten einen Widerstand zwischen ca.
120 und 190 MQ. Die zweikapillarigen Pipetten wurden vor der Verwendung mit 300 mM KClI
luftblasenfrei gefiillt. Die einkapillarigen Glaspipetten wurden bei der Verwendung als
Injektionspipette fiir den Fluoreszenzfarbstoff FURA-2 (Kap. 3.2) zuerst mit ca. 0,5 pl 20 mM
FURA-2 und anschlieBend mit 300 mM KCl aufgefillt. Als Messpipette fir freilaufende
Membranpotentiale wurden die einkapillarigen Glaspipetten nur mit 300 mM KCI gefiillt. Die
Referenzelektrode bestand aus einer einzelnen, an einem Ende gebogenen Borosilikat-
Glaskapillare, die mit 300 mM KCI gefiillt wurde und deren Losungs-zugewandtes Ende mit
einem Agarosepropfen (2% Agarose und 300 mM KCl) verschlossen wurde. Die
Agarosebriicke verhinderte dabei den Austritt der 300 mM KCl-L6sung und zytotoxischer
Silberionen. Fir die Verbindung der Einstichpipetten und der Referenzelektrode mit den
Vorverstarkern bzw. der Erdung wurden sogenannte Silber-/Silberchlorid-Halbzellen
verwendet. Diese bestanden aus einem ca. 2 cm langem Polyvinylschlauch, in dem ein ca.
3cm langer Silberdraht mit Zweikomponentenkleber fixiert wurde. Die beiden

Uberstehenden Enden des Silberdrahtes wurden auf der einen Seite mit einem Kupferdraht
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und Stecker verbunden und auf der anderen Seite mit 0,5 M KCl chloriert (Kap. 2.4.5). Das
chlorierte Silberdrahtende wurde Uber das offene Ende in die Elektrolytlosung der
Messpipetten und der Referenzelektrode gesteckt. AnschlieBend wurden die Elektroden mit

den Vorverstarkern bzw. der Erdung verbunden.

2.3.5 Calcium-Bildgebungsverfahren unter Verwendung des calciumsensitiven

Farbstoffs FURA-2

In dieser Arbeit wurden Anderungen des cytosolischen Calciumlevels in intakten A. thaliana
Wurzelhaarzellen und ihre Auswirkungen auf vakuoldre lonenkandle mit Hilfe des
calciumsensitiven Fluoreszenzfarbstoffes FURA-2 untersucht. Der Farbstoff wurde von
Grynkiewicz et al. (1985) entwickelt und I6ste den bisherigen zur Calciumdetektion
Uberwiegend verwendeten Fluoreszenzfarbstoff Quin2 ab. FURA-2 zeichnet sich vor allem
durch eine sehr viel hohere Fluoreszenz, eine sehr viele bessere Calciumselektivitat und eine
geringfligig niedrigere Calciumaffinitat aus (Grynkiewicz et al. 1985). Die Bindung von
Calcium an das FURA-2-Molekil fihrt zu einem Chelatkomplex, welche eine Verschiebung
der Wellenlange des Absorptionsmaximum-Verhaltnisses von 362 nm zu 335 nm bewirkt,
wahrend das Maximum der Emissionswellenldnge bei 510 nm nahezu unverandert bleibt.
Durch eine abwechselnde Anregung bei 345 nm und 390 nm kann anhand der
Absorptionskoeffizienten die Calciumkonzentration bestimmt werden. FURA-2-basierte
Messungen sind unabhangig von Zellwanddicke und Farbstoffkonzentration und weniger
anfallig firr z.B. Ausbleichen oder Streulicht (Grynkiewicz et al., 1985; Tsien, 1989).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Fluoreszenzfarbstoff FURA-2 in die zu untersuchenden
Zellen mittels der eingestochenen single-barreled Elektrode durch einen angelegten
negativen Beladungsstrom (linect) von -1 nA injiziert. Die Aufzeichnung der FURA-2-
Fluoreszenz wurde mit einer QuantEM 512SC Kamera und einem CARV2 confocal imager
(Visitron Systems GmbH, Puchheim, Deutschland) durchgefiihrt (Kap. 2.3.3). Da die
Charakterisierung der cytosolischen Calciumanderungen in Trichoblasten ohne eine
Kalibrierung der minimalen und maximalen Calciumkonzentrationen vorgenommen wurde,
konnten keine absoluten, sondern nur relative cytosolische Calciumanderungen erfasst

werden.
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2.3.6 Spannungsprotokolle und Datenanalyse der Einstich-Experimente

Zur elektrophysiologischen Untersuchung der vakuoldaren Membranleitfahigkeiten und
Membranpotentiale in intakten A. thaliana Wurzelhaarzellen wurden verschiedene Strom-
Spannungspulsprotokolle verwendet. Zur Aufzeichnung der freilaufenden intrazellularen
Potentiale wurde im Stromklemmenmodus der Strom auf null geklemmt. Um vor allem die
bis dato unbekannten Membranleitfahigkeiten in der Vakuolenmembran von intakten
Wurzelhaarzellen zu untersuchen, wurden die in Abbildung 2.3 gezeigten

Spannungspulsprotokolle im Spannungsklemmenmodus eingesetzt.

A B
+60 mV +60 mV
+40 mV +40 mV
+20 mV +20 mV
V, V,

-20 mV -20 mV
-40 mV -40 mV
-60 mV IAV -60 mV

-80 mV

100 mV Jav

At(V,.) At (V) At (V,,) At (V) At (V) At (V)

Abbildung 2.3. Spannungspulsprotokolle fiir Zwei-Elektroden-Spannungsklemmen-Experimente an
intakten Wurzelrhizodermiszellen. Vy; und Vy, = Haltespannungen, V; = Testspannung, At(Vyym,) =
Zeitraum der applizierten Haltespannungen Vy; bzw. Vy,, At (V1) = Zeit der applizierten Testspannung.

Dabei wurden verschiedene Testspannungen (V1) im Bereich von +60 mV bis -60 bzw.
-100 mV (nach der Vorzeichenkonvention fir Endomembranen (Bertl et al., 1992) relativ zur
Haltespannung (Vy1) in konstanten Spannungsschritten von 20 mV (AV) sukzessive angelegt
(Kap. 3.2.2 und 3.2.3). Im Anschluss an die jeweiligen Testspannungen wurde wieder zur
Haltespannung (Vu2) zurlck gesprungen. Die Spannungen (Vuimuyr) wurden in den
vorliegenden Experimenten jeweils tiber einen Zeitraum At(Vy1), At(Vhz) bzw. At(V1) von 2 s
appliziert. Die Aufbereitung der elektrophysiologischen Rohdaten wurde mit der Software
HEKA Pulse Version 8.74 und Patchmaster 2.0 (HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH,

Lambrecht, Deutschland) durchgefiihrt. Dabei wurden vakuoldren Membranleitfdhigkeiten
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und Spannungen nach der Konvention fiir Endomembranen aufgetragen (Bertl et al., 1992).
Bei der Datenauswertung wurde zwischen instantanen und steady-state Stromantworten
unterschieden. Die instantanen Stromamplituden wurden zu Beginn des Spannungs-
testpulses, d.h. zu einem Zeitpunkt zwischen 3-6% der Testpulslaufzeit At(Vy), aus den
aufgezeichneten Datenpunkten ermittelt (Abb.2.3). Die steady-state-Strome wurden
hingegen aus den aufgezeichneten Datenpunkten zum Ende des Testspannungspulses zu
einem Zeitpunkt zwischen 97-99% der gesamten Testspannungspuls-Laufzeit At(Vy),
bestimmt (Abb.2.3). Die weiterfliihrende Datenanalyse wurde anhand der Software Igor Pro
6.0 (Wave Metrics, Inc., Oregon, USA) vorgenommen.

Die Rohdaten der Fluoreszenzaufnahmen wurden mit der Software VisiView (Visitron
Systems GmbH, Puchheim, Deutschland) und Microsoft Excel bearbeitet. Fir die Analyse der
FURA-2-Messungen wurde anschliefend die Hintergrundfluoreszenz des unbehandelten
Wurzelgewebes (345 nm Hintergrund) von der Fluoreszenz der untersuchten Zellen
(345 nm Ca2+Wurze|ze||e) abgezogen und durch die entsprechenden jeweiligen Wellenlangen

von 390 nm (390 nm Ca2+Wurze|ze||e, 390 nm Hintergrund) dividiert:

345 nm (Ca** yyrzeizelre) — 345 nm (Hintergrund)

FURA-2 Ratio =

390 nm (Ca®* \yyrreizette) — 390 nm (Hintergrund)

Demzufolge kann das Verhiltnis der beiden Wellenlangen zur Quantifizierung relativer Ca™-
Anderungen genutzt werden. Ein Anstieg der FURA-2-Ratio reprisentiert somit eine
Zunahme im Calciumspiegel, wahrend eine Ratio-Verringerung folglich einem Riickgang im
Calciumlevel entspricht. Die weiterfilhrende Analysen wurde dann mit der Software Igor

Pro 6.0 (Wave Metrics, Inc., Oregon, USA) vorgenommen.

2.4 Die Patch-Clamp-Technik

Die Patch-Clamp-Technik wurde von Erwin Neher und Bert Sakmann 1976 zur elektrischen
Ableitung von Einzelkanalstromen an biologischen Zellmembranen entwickelt (Hedrich and
Schroeder, 1989; Numberger and Draguhn, 1996). Der wesentliche Fortschritt dieser Technik
bestand darin, dass die bis dahin sehr groRen Hintergrundstréme bei elektrophysiologischen

Messungen an Frosch-Muskelfasern stark reduziert werden konnten. Damit war es zum
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ersten Mal moglich, auch Einzelkanalstrome von lonenkandlen in kleinen Membranarealen
in vivo aufzuzeichnen (Neher and Sakmann, 1976; Hamill et al., 1981). Erwin Neher und Bert
Sakmann wurden fiir ihre wegweisende Innovation 1991 mit dem Nobelpreis fiir Physiologie
oder Medizin ausgezeichnet. Die Patch-Clamp-Technik wird nicht nur bei tierischen Zellen
angewendet, sondern dient unter anderem auch bei pflanzlichen Membranen der
elektrophysiologischen  Charakterisierung von aktiven und passiven Membran-
Transportprozessen (Hedrich and Neher, 1987; Hedrich et al., 1989; Hedrich and Schroeder,
1989; Schulz et al., 2011; Hedrich, 2012; Rienmiiller et al., 2012).

2.4.1 Anwendung der Patch-Clamp-Technik

Bei der Patch-Clamp-Technik wird eine Glasmikroelektrode mit einem Spitzendurchmesser
von 0,5 bis 2 uM unter Zuhilfenahme eines Mikromanipulators und eines Mikroskops auf die
saubere und frei zugangliche Membran einer Zelle, eines Protoplasten oder eines inneren
Kompartiments wie der Vakuole aufgesetzt (Abb.2.4). Da an den Grenzschichten zwischen
Pipetten- und Badlosung bzw. Badlosung und chlorierten Drdhten unterschiedliche
Potentiale entstehen, miissen diese sogenannten Offsetpotentiale nach dem Eintauchen der
Glaspipette in das Badmedium und vor dem Aufsetzen auf die Membran am Verstarker
kompensiert werden. So wird gewahrleistet, dass wahrend der Messung das eingestellte
Kommandopotential wirklich an der Membran anliegt und nicht durch zusatzliche Potentiale
verfalscht wird (Numberger and Draguhn, 1996). Erst dann kann durch das Aufsetzen der
Glasmikroelektrode und die Anlagerung der Membran an die Glaspipette ein elektrischer
Widerstand in der GroRenordnung von mehreren Megaohm (MQ) zwischen Glaspipette und
Membran aufgebaut werden. Zur weiteren Minimierung der stérenden Hintergrundstréme
wird der Abdichtwiderstand zwischen Glaspipette und Membran auf mehrere Gigaohm (GQ)
erhoht, indem ein Unterdruck Uber die Glaspipette auf die Membran manuell behutsam
appliziert wird (Neher and Sakmann, 1976; Hamill et al., 1981; Neher and Sakmann, 1992;
Numberger and Draguhn, 1996). Wird die Patch-Clamp-Technik an Vakuolen eingesetzt,
dann kann die Einstellung eines Gigaohm-Abdichtwiderstandes — wie in der vorliegenden
Arbeit — durch die Verwendung des hydrophilen Reagenz Sigmacote® (Kap. 2.4.6) erleichtert
werden. Die Ausbildung des Abdichtwiderstandes wird mithilfe eines angelegten Rechteck-
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spannungspulses (£ 10 mV fir 10 ms) anhand der korrespondierenden Stromantwort mit der
Patch-Clamp-Software Gberwacht. Der Vorzeichenwechsel der Rechteckspannung verursacht
dabei kapazitive Auf- und Entladungsstrome an allen Oberflichen, die mit dem
Stromkreislauf verbunden sind (z.B. Pipettenspitze und Messkammerboden). Aufgrund
deren schneller kapazitiver Eigenschaften (Cs:) werden beim Vorzeichenwechsel transiente,
exponentiell abnehmende Stromspitzen beobachtet. Zusatzlich kommt es durch die
Rechteckspannung zu kleinen, langsam relaxierenden kapazitiven Strémen auf Grund von
Auf- und Entladungsprozessen am Membranfleck unter der Pipettenoffnung, die zu diesem
Zeitpunkt aber in der Regel von den Cgs-abhdngigen Umladestrémen Uberlagert werden.
Mit dem Einstellen des Gigaohm-Abdichtwiderstandes liegt dann die sogenannte cell-
attached Messkonfiguration vor (Abb. 2.4), in der die schnellen kapazitiven Strome am
Patch-Clamp-Verstarker kompensiert werden mdissen. In der cell-attached Konfiguration
bleibt die gesamte Membran intakt und damit die urspringliche zellulare bzw. luminale
Komposition inklusive der Regulationsfaktoren und lonenkonzentrationen erhalten. Nach
Kompensation der schnellen Kapazitaten kénnen lonenkanalfluktuationen innerhalb des
Membranfleckes (dem sogenannten patch) in der Glaspipettenspitze unter dem Einfluss
eines unbekannten, aber intakten inneren Milieus aufgezeichnet und untersucht werden.
Die cell-attached Konfiguration dient ferner als Ausgangspunkt fiir drei weitere
Messkonfigurationen. Wird der patch mit Hilfe der Glaspipette vorsichtig aus der
Plasmamembran herausgelést und bleibt dabei der Gigaohm-Abdichtwiderstand erhalten,
erreicht man die inside-out Konfiguration (Abb. 2.4). Diese Membrananordnung ermoglicht
die Untersuchung von Einzelkanalereignissen, bei denen die cytosolische Membranseite dem
Badmedium zugewandt ist und damit kontrollierte Losungsbedingungen auf beiden
Membranseiten maoglich sind. Alternativ kann ausgehend von der cell-attached
Konfiguration der Membranfleck unter der Glaspipette durch schwache Saugimpulse — wie in
der vorliegenden Arbeit angewandt - in Kombination mit sehr kurzen
Rechteckspannungspulsen (+ 800 mV, 10 ms) durchbrochen werden. Dadurch wird dann die
whole-cell Konfiguration erreicht (Abb. 2.4). Da aufgrund des elektrischen Zugangs zum
Zellinnern jetzt die gesamte Membranoberflache als Ladungstrager zur Verfliigung steht,
kommt es folglich auch zu einer Zunahme von langsamen Kapazititen (Cow). Diese
Membrankapazitaten (C, = Cyow) missen ebenfalls am Patch-Clamp-Verstarker kompensiert

werden, um kapazitive Stromiberlagerungen mit den zu untersuchenden Transporter-
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vermittelten Strome zu vermeiden. Mit dem Membrandurchbruch kommt es auerdem zu
einem diffusionsbedingten kompletten Austausch des Zelllumens mit dem Pipetteninhalt
(Pusch and Neher, 1988; Marty and Neher, 1995). Die whole-cell Konfiguration ermoglicht
dann die makroskopische Stromableitung Uber die gesamte Membranoberflache. Bei
gleichzeitiger Kontrolle der intra- und extrazellularen Losungsbedingungen kénnen dadurch
auch sehr geringe Transportkapazitaten aufgeldst werden. Es konnen dabei aber in der Regel
keine Einzelkanal-Ereignisse aufgezeichnet werden. Wird die Glaspipette ausgehend vom
whole-cell Modus von der am Kammerboden anhaftenden Membran vorsichtig weg bewegt,

dann erhadlt man die outside-out Konfiguration (Abb. 2.4).
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Abbildung 2.4. Schematische Darstellung der Etablierung verschiedener Patch-Clamp-
Messkonfigurationen. Ausgehend von der cell-attached Konfiguration koénnen alternativ die

verschiedenen Messkonfigurationen inside-out, whole-cell und outside-out erreicht werden. (aus
Numberger and Draguhn, 1996; mit freundlicher Genehmigung des Verlags).

44



Material und Methoden

In dieser Messkonfiguration ist die extrazellulare Membranoberfliche dem Badmedium
zugewandt, wahrend die intrazellulare Membranseite dem Pipettenmedium zugekehrt ist.
D.h. in Analogie zur inside-out und whole-cell Konfiguration kénnen auch in der outside-out
Konfiguration auf beiden Membranseiten definierte Losungszusammensetzung eingestellt
werden. Dabei kdnnen Einzelkanal-Ereignisse aufgezeichnet werden.

Da in der vorliegenden Arbeit Ganzzellableitungen ausschlieRlich an Vakuolen vorgenommen
wurden — was der whole-cell Konfiguration bei Protoplasten entspricht — wird im Folgenden
immer von der whole-vacuole Konfiguration gesprochen. Dabei imitiert die Badlésung das
Cytosol, wahrend die Pipettenlosung nach der Equilibrierung dann das Vakuolenlumen

bildet.

2.4.2 Funktionsweise des Patch-Clamp-Verstarkers

Dem Messprinzip des Patch-Clamp-Verstarkers liegt eine spezielle Art der Spannungsklemme
(voltage clamp) zugrunde. Sie wurde Ende der dreiliger Jahre von Kenneth S. Cole und H. J.
Curtis entwickelt und ermoglichte es, das Zellmembranpotential mit Hilfe von zwei
Elektroden (Strom- und Spannungselektrode) bei einer definierten Spannung zu halten
(Numberger and Draguhn, 1996; Brette and Destexhe, 2012). Um eine Abweichung des
Membranpotentials zu verhindern, wird ein Kompensationsstrom injiziert, dessen Amplitude
genauso groR ist wie der Membranstrom, allerdings mit entgegengesetztem Vorzeichen.
Dies wird mit Hilfe eines negativen Riickkopplungsmechanismus erreicht, bei dem das
Membranpotential gemessen und mit der vorgegebenen Soll- oder Kommandospannung
(Uson) verglichen und gegebenenfalls kompensiert wird (Numberger and Draguhn, 1996). Im
Gegensatz zur Zwei-Elektroden-Spannungsklemme ist bei der Patch-Clamp-Technik nur eine
Elektrode notig, da hier mit einem sogenannten Strom-Spannungs-Wandler gearbeitet wird.
Dieser Schaltkreis ist im Vorverstarker untergebracht (Abb. 2.5). Die beiden wichtigsten darin
enthaltenen Bauteile sind der Operationsverstarker (OPA) mit einem sehr hohen
Eingangswiderstand (10*2Q) und der Riickkopplungswiderstand (R¢). Am Eingang des OPA
liegen die Pipettenspannung (Upi,) und das vorgegebene Ugy an (Numberger and Draguhn,
1996). Kommt es wahrend einer Messung aufgrund von vorliegenden
Membranleitfdhigkeiten oder Leckstromen zwischen Membran und Glaspipette zur
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Abweichung zwischen Uy, und U, dann entsteht am OPA-Ausgang eine Spannung, die
proportional zu dieser Spannungsdifferenz, aber sehr viel grofRer ist (Numberger and
Draguhn, 1996). Durch die Spannungsdifferenz zwischen Punkt 1 (Upp) und 2 kommt es zu
einem Stromfluss durch R:. Dort entsteht dann eine Spannung proportional zum Strom
Us=Rf x | (Numberger and Draguhn, 1996). Da der Strom aufgrund des hohen
Eingangswiderstandes des OPA (ca. 10™ Q) nur durch die Pipette abflieBen kann, wird der
Strom solange flieen und das Potential an Ui, (Punkt 1) dndern, bis keine Differenz mehr an
den OPA-Eingdngen vorliegt und das definierte Usy erreicht ist (Numberger and Draguhn,

1996).
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Abbildung 2.5. Vereinfachtes Schaltbild eines Patch-Clamp-Verstarkers. OPA: Operationsverstarker,
Re: Rickkopplungswiderstand, Ugy,: Soll- oder Kommandospannung, U,,: Pipettenpotential, U,:
Ausgangsspannung proportional zur Strommessung. (Numberger and Draguhn, 1996; mit
freundlicher Genehmigung des Verlages)

2.4.3 Aufbau des Patch-Clamp-Messplatzes

Der Patch-Clamp-Messplatz war zum Schutz vor dulleren, systemunabhdngigen elektro-
magnetischen Induktionen von einem Faradaykafig umgeben. Innerhalb des Kafigs war ein
pneumatisch-schwingungsgedampften Tisch (Technical Manufacturing Corporation,
Peabody, Massachusetts, USA) aufgestellt, auf dem ein inverses Mikroskop ohne Kreuztisch
(Axiovert 10, Carl Zeiss AG, Deutschland) montiert war. Aufgrund des besseren
Dampfungsverhaltens wurde ein separater Kreuztisch (Inverted movable top plate,

Scientifica, England) mit einer Aufnahme fiir Patch-Clamp-Messkammern (Kammervolumen
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ca. 600 pl) direkt auf dem pneumatisch-schwingungsgedampften Tisch montiert. Auf dem
Kreuztisch waren zusatzlich zwei sich gegeniiberstehende Mikromanipulatoren (Patch Star
Mikromanipulator, Scientifica, England) verschraubt. Am rechten Manipulator war die Patch-
Clamp-Pipette zusammen mit dem Vorverstarker angebracht. Am linken Manipulator wurde
eine sogenannte Applikationspipette fixiert (Kap. 2.4.4), die mit einem Schlauch zur
manuellen Druck-Applikation verbunden war. Mit Hilfe dieser Applikationspipette konnte
eine definierte Losung direkt an die Zellmembran appliziert werden. Um einen
geschlossenen Stromkreis mit Erdung herzustellen, tauchte eine mit dem Vorverstarker
verbundene Referenzelektrode (Kap. 2.4.5) am Perfusionsablauf in die mit Badmedium
gefiillte Patch-Clamp-Messkammer ein. Mit Hilfe zweier Peristaltikpumpen fiir den Zu- und
Ablauf (Pharmacia LKB Pump P-1, Pfizer, Berlin), die auBerhalb des Faradaykafigs angebracht
waren, und zweier Schlauchsysteme wurde die Messkammer wahrend den Messungen
kontinuierlich mit Badlésung durchgespilt. Dadurch wurde eine konstante
lonenkonzentration in der Kammer gewdhrleistet. Zur Applikation und Ableitung der
elektrischen Signale wurde ein EPC10-Verstarker (HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH,
Lambrecht, Deutschland) mit integriertem DA/AD-Wandler verwendet. Der Verstarker war
zusatzlich mit einem separaten Vorverstarker verbunden. Der DA/AD-Wandler diente der
Umwandlung von den analogen elektrischen Messsignalen der Patchelektrode in digitale
Signale, die der Computer verarbeiten konnte. Umgekehrt wurden digitale Computersignale
uber den DA/AD-Wandler in analoge Signale umgewandelt und an die Elektroden angelegt.
Der EPC10 wurde mit einem Microsoft-Windows-Computer lber eine spezielle Patch-Clamp-
Software (HEKA Patchmaster 2.35, HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Lambrecht,
Deutschland) angesteuert, die die Pulserzeugung und Aufzeichnung der Signale tibernahm.
Die elektrischen Eingangssignale wurden mit Hilfe der im Verstarker integrierten Vorfilterung
bei 10 kHz gefiltert. Zuséatzlich wurden die Eingangssignale, je nach experimentellem Ablauf,
mit dem integrierten Tiefpass acht-pol-Bessel-Filter bei 5 kHz oder 100 Hz gefiltert. Da in der
verwendeten Patch-Clamp-Software (HEKA Patchmaster Version 2.35, Elektronik Dr. Schulze
GmbH, Lambrecht, Deutschland) keine Option fir die entsprechende vakuolare Vorzeichen-
konvention vorhanden war, wurde zur Erleichterung der spateren Datenanalyse in der
inside-out Konfiguration fiir Protoplasten gemessen. Das entspricht der whole-vacuole

Konfiguration an Vakuolen. Der EPC10-Verstarker, sowie die Netzteile des Mikroskops und
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der Mikromanipulatoren waren zusammen mit dem Computer und den Peristaltikpumpen

auBerhalb des Faradaykafigs angebracht.

2.4.4 Funktion der Applikationspipette

Im Vergleich zur herkdmmlichen Methode der Badperfusion besteht der Vorteil beim Einsatz
einer Applikationspipette darin, dass auch kleinere Mengen verschiedenster Losungen
zielgerichtet und innerhalb weniger Sekunden an die jeweils zu vermessende Vakuole
gebracht werden konnen (siehe Schulz et al. 2011 und Dissertation Alexander Schulz,
Universitat Wirzburg, 2012, Kap. 2.2.5). Bei diesem System wurde eine Glaspipette mit dem
zwei- bis dreifachen Offnungsdurchmesser der Messpipettenspitze verwendet (Kap. 2.4.6).
Die Applikationspipette wurde vor dem eigentlichen Messvorgang mit Hilfe eines
Mikromanipulators in der Messkammer immer nahe dem Ablauf der laufenden Badperfusion
positioniert. Dies sollte eine vorzeitige Kontamination der Vakuolenumgebung mit der
Applikationslésung verhindern. Wahrend der Messung wurde die Applikationspipette dann
an die entsprechende Vakuole navigiert und anschlielend konnte der Losungsinhalt dieser
Pipette durch das Anlegen eines Uberdrucks kontinuierlich an die Zellmembran gebracht
werden. Dabei wurde die Badperfusion immer angehalten, um ein vorzeitiges Auswaschen
zu verhindern. Da das applizierte Lésungsvolumen im Vergleich zum Gesamtvolumen der
Messkammer nur sehr gering war, wurde dieses durch die Badperfusion spater auch sehr

schnell wieder ausgewaschen.

2.4.5 Herstellung von Mess- und Referenzelektrode

Fir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Patch-Clamp- und Einstich-Experimente wurden
Mess- und Referenzelektrode aus Silber-/Silberchlorid verwendet. Fiir die Herstellung dieser
Elektroden wurde ein Silberdraht (Ag*) in eine 0,5 M KCI-Lésung getaucht und elektrolytisch
chloriert. Dabei wurde durch die angelegte Gleichspannung der Silberdraht mit einer

Silberchloridschicht (AgCl) Gberzogen:
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Ag'+ClI'Z AgCl+e”

Die Referenzelektrode fiir den Patch-Clamp-Messplatz wurde in einen gebogenen
Polyethylenschlauch eingefiihrt, der mit 3 M KCI-Losung gefiillt und dessen Ende mit einem
Agarosepropfen aus 2% Agarose und 3 M KCl| verschlossen war. Die Agarosebriicke
verhinderte den Austritt der 3 M KCI-Losung und zytotoxischer Silberionen, bei gleichzeitig

gewahrleisteter elektrischer Leitfahigkeit der Referenzelektrode mit dem Badmedium.

2.4.6 Herstellung von Mess- und Applikationspipette

Die Patch-Clamp-Pipetten wurden aus Borosilikat-Hartglaskapillaren (1,5-1,8 mm x 70 mm
Kimax-51, Kimble Products, Vineland, New Jersey, USA) hergestellt. Diese wurden auf der
Innenseite mit einem diinnen Film einer speziellen Silikonlésung (Sigmacote®, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) beschichtet und bei 60°C mehrere Stunden
getrocknet. Die so beschichteten Kapillaren wurden in einem vertikalen Pipettenziehgerat
(Narishige PC-10, Narishige Scientific Instruments, Tokyo, Japan) in zwei Stufen zu spitzen
Patch-Clamp-Pipetten auseinander gezogen. AnschlieBend wurden die Glaspipetten auRRen
mit einem hydrophoben Silikon-Elastomer (Sylgard® 184 silicon elastomer kit, Dow Corning
Corporation, Midland, Michigan, USA) bis kurz vor der Pipettenoffnung beschichtet. Durch
die hydrophobe Beschichtung wurde die Wandstarke der Glaspipettenspitze vergroRert und
zusatzlich verhindert, dass sich ein Film aus Badmedium am Glas bildet. Dadurch wurde das
kapazitive, elektrische Rauschen wesentlich vermindert. AbschlieBend wurde die
Pipettenspitze mit einer Microforge-Apparatur (Zeiss 1D03, Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Deutschland; List Medical L/M-CPZ 101, List-electronic, Darmstadt, Deutschland) hitzepoliert
und bis zur Verwendung, zum Schutz vor Verschmutzung, in einer geschlossenen
Kunststoffbox aufbewahrt. Die Hitzepolitur der Glaspipettenspitze gldttete zum einen die
durch das Auseinanderziehen entstandenen scharfen Rander der Abrisskante, die die
Zellmembran irreversible beschadigen konnten. Es ermoglichte zum anderen auch eine
genauere Justierung der Offnungsweite und die Form der Pipettenspitze. Dadurch kann die
Pipettenoffnung an den jeweiligen Zelltyp optimal angepasst und die Ausbildung des

Abdichtwiderstandes unterstiitzt werden. Der Offnungsdurchmesser der Pipettenspitze ist
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dabei mit dem Pipettenwiderstand korreliert und abhangig von den jeweils verwendeten
lonen und deren Konzentrationen in den jeweiligen Bad- und Pipettenlésungen. Fir die
verwendeten Losungen in Kapitel 2.2.1.4 und Kapitel 2.2.1.5 betrug der Pipettenwiderstand
ca. 3-5 MQ bzw. 5-7 MQ. Zum Befiillen der Patch-Clamp-Glaspipette mit der entsprechenden
Pipettenlésung wurde zuerst die Spitze in die Losung getaucht und Uber Applikation eines
Unterdrucks vom entgegengesetzten Ende in die feine Spitze hineingezogen (sogenanntes
Tip-Filling). AnschlieBend wurde die Pipette Uber das hintere Ende zu ca. 2/3 mit
Pipettenlosung gefiillt (sogenanntes Back-Filling). Durch Schiitteln und vorsichtiges
Abklopfen wurden die verbliebenen, isolierend wirkenden Luftblasen aus der Pipette
entfernt.

Die Applikationspipetten (Borosilikat-Hartglaskapillaren, 1,5-1,8 mm x 70 mm Kimax-51)
wurden ebenfalls in zwei Stufen ausgezogen (Narishige Pipettenziehgerat PP830, Narishige
Scientific Instruments, Tokyo, Japan). Dabei wurde darauf geachtet, dass die Pipettenoffnung
etwa dem zwei- bis dreifachen Spitzendurchmesser der Patchpipette entsprach. Die
Kapillaren waren nicht mit Sigmacote® oder Sylgard® beschichtet und die Rander der
Pipettenspitze wurden nicht hitzepoliert. Aufgrund des grofen Spitzendurchmessers
genligten bei der Applikationspipette das Back-Filling und ein leichtes Schiitteln, um die

Pipette luftblasenfrei mit gewlinschter Losung zu fiillen.

2.4.7 Spannungsprotokolle und Datenanalyse der Patch-Clamp-Messungen

Fiir die experimentelle, elektrophysiologische Charakterisierung der vakuolaren Protonen-
ATPase wurden verschiedene Spannungsprotokolle mit Hilfe der Patch-Clamp Software
(HEKA Patchmaster) erzeugt. Die Bildung des Gigaohm-Abdichtwiderstandes und im
spateren Messverlauf auch die Equilibrierung der Pipettenlosung mit dem Vakuolenlumen
wurde mit Hilfe eines Rechteckspannungs-Testpulses Uberwacht. Daflir wurde ausgehend
von einer Haltespannung von 0 mV eine Rechteckspannung von + 10 mV {ber einen
Zeitraum von jeweils 10 ms und abschliefend wieder eine Haltespannung von 0 mV
angelegt. Die Aufzeichnung der ATP-abhangigen Aktivierung der V-ATPase-
Protonenpumpstrome wurde bei einem kontinuierlichen Spannungspuls von 0 mV und einer
Frequenz von 100 Hz vorgenommen. Die Charakterisierung der V-ATPase-
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Spannungsabhdngigkeit wurde mit Hilfe von Rampenpulsprotokollen durchgefiihrt.
Ausgehend von einer 0-mV-Haltespannung (fiir 150 ms) wurde die Spannung linear von -180
bis +100 mV innerhalb von 270 ms (Abb. 2.6A) bzw. von -250 bis +100 mV im Zeitraum von
340 ms (Abb. 2.6B) verandert. AbschlieBend wurde wieder fiir 150 ms eine Haltespannung
von 0 mV angelegt. Da bei beiden Rampenspannungsprotokollen eine Spannungsanderung
von 1 mV/ms vorgenommen wurde, war bei beiden Pulsprotokollen somit ein identisches
Verhaltnis von applizierter Spannung pro Zeiteinheit gewahrleistet. Es wurden immer fiinf
aufeinander folgende (mit einem Abstand von 5 s) Rampenprotokolle verwendet’. Die

Filterung der Stromantwort wurde bei 5 kHz durchgefiihrt.

100 ms

50 mV

Abbildung 2.6. Rampenpulsprotokoll. Die grafische Darstellung zeigt die zeitliche
Spannungsadnderung der Rampenpulsprotokolle in (A) von -180 mV bis +100 mV im Zeitraum von 270
ms und in (B) von -250 mV bis +100 mV im Zeitraum von 340 ms.

Die Aufbereitung der erhaltenen elektrophysiologischen Rohdaten erfolgte mittels der
Patch-Clamp-Software Patchmaster 2.35 (HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Lambrecht,
Deutschland). Die Datenanalyse wurde mit der Analysesoftware Igor Pro 6.0 (Wave Metrics,
Inc., Oregon, USA) durchgefiihrt. Um die experimentell erhaltenen Stréme von Vakuolen
verschiedener GrofRen quantitativ miteinander vergleichen zu kdnnen, wurden diese Strome
durch die Vakuolenmembrankapazitdt (C,) dividiert, die proportional zur Vakuolen-
oberflache ist. D.h. die Stromstarke wurde dadurch einheitlich auf die Membrankapazitat
(pA/pF) normiert. Die Werte fur C,, konnten mit Hilfe der Patch-Clamp-Software nach dem
Abgleich von C,, ermittelt werden (Kap. 2.4.1). Die durchschnittliche GroBe der

verwendeten Vakuolen lag zwischen ca. 15 und 40 um.

! Das Rampenprotokoll von -250 bis +100 mV wurde nur bei zwei Messungen als Anhaltspunkt fiir den Spannungsbereich
des Umkehrpotentials angewendet
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2.5 Die Vorzeichenkonvention

Die in dieser Arbeit vorgenommenen elektrophysiologischen Messungen wurden nach der
Vorzeichenkonvention von Bertl et al. (1992) fir Endomembranen durchgefiihrt. Nach dieser
Konvention wird die Membranspannung (V,,) als elektrisches Potential auf der cytosolischen
Membranseite relativ zum extrazelluldren Raum definiert und das extrazelluldre elektrische
Potential auf null gesetzt. In Hinblick auf Vakuolen wird das Vakuoleninnere als
extrazelluldrer Raum betrachtet und demzufolge die Membranspannung weiterhin fiir das
Cytosol relativ zum Vakuolenlumen angegeben. Die auftretenden lonenstréme werden auf
das Cytosol bezogen. Dadurch sind aus dem Cytosol ausstromende positive Ladungen und
ins Cytosol einstromende negative Ladungen als positiver Strom definiert. Ein Einstrom von
Kationen ins Cytosol bzw. ein Ausstrom von Anionen aus dem Cytosol wird als negativer

Strom dargestellt.

2.5.1 Nernstgleichung und Umkehrpotential

Das Nernstpotential beschreibt ein elektrochemisches Gleichgewichtspotential fiir eine
lonensorte, das sich zwischen zwei Kompartimenten bei bestimmten Konzentrationsver-
haltnissen einstellt. Dieses Potential kann fir Kationen und Anionen mit Hilfe der nach-
folgenden Nernstgleichung theoretisch berechnet werden und stellt somit das theoretische
elektrische Potential fiir die jeweilige lonenkonzentration dar, bei der kein Nettostromfluss
Uber die Membran stattfindet (Hille, 2001). Das Umkehrpotential (E,) dagegen ist das
experimentell gemessene Nernstpotential, an dem kein Nettostromflul zwischen zwei
Kompartimenten mehr zu beobachten ist und an dem sich die Stromflussrichtung bzw. das
Vorzeichen umkehrt. Der Vergleich von Nernst- und Umkehrpotential wird in der Praxis dazu
verwendet, um beim passiven Transport durch lonenkanéle die transportierte lonenart der
gemessenen Membranleitfahigkeit zu bestimmen. Je héher die Ubereinstimmung zwischen
theoretischem und gemessenen Potential, desto wahrscheinlicher ist die Leitfahigkeit fir

diese lonenart.
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EK+= E ln [Kauféen] ; E -_ E lTl [A_innen]

A —
zF [Kinnen] zF [A7 quRen]

(Ex" = Nernstpotential fiir Kationen, E,” = Nernstpotential fiir Anionen, R = Gaskonstante, T = absolute
Temperatur in Kelvin, z = Wertigkeit des lons, F = Faraday-Konstante, [K’] = Kationenkonzentration,
[A’] = Anionenkonzentration)

Im Gegensatz dazu kdnnen beim primar-aktiven lonentransport keine Rickschliisse anhand
des Nernst- und Umkehrpotential auf die translozierte lonenart gemacht werden, da das
elektrochemische Gleichgewichtspotential aufgrund der aktiven Energiezufiihrung — zwecks
eines (aktiven) lonentransports gegen einen elektrochemischen Gradienten — verschoben ist.
Am Beispiel der V-ATPase in Kapitel 3.1.2 kann diese Verschiebung, in Abhdngigkeit der
jeweiligen Losungsbedingungen, bis zu -95 mV ausmachen. Demzufolge kann bei einem
primar-aktiven lonentransport Uber E.., ermittelt werden, wie viele lonen pro hydrolysierter,

energiereicher Verbindung (ATP bei V-ATPasen) transportiert werden (Kap. 2.6).

2.6 Theoretische Grundlagen zur Berechnung der V-ATPase-

Protonenkopplungsrate

Da es keine Moglichkeit gibt, die Anzahl der pro ATP-Molekiil transportierten Protonen der
V-ATPase elektrophysiologisch direkt zu erfassen, wurde in dieser Arbeit deshalb ein
thermodynamischer Ansatz gewahlt. Dadurch war es moglich die Kopplungsrate der
Protonenpumpe zu bestimmen (Briskin and Reynolds-Niesman, 1991; Davies et al., 1994;
Rienmiiller et al., 2012). Dieser Ansatz basiert auf der elektrophysiologischen Messung des
Umkehrpotentials der V-ATPase in isolierten Mesophyllvakuolen (Kap. 3.1.2) und setzt
voraus, dass die ATP-Hydrolyse eng mit dem Protonentransport gekoppelt ist und parallele
Leitfahigkeiten, die als eine Art ,Protonen-Kurzschluss“ Uber der Membran fungieren,
vernachlassigbar gering sind (Davies et al., 1994; Kettner et al., 2003). Fir die allgemeine
Pumpreaktion V-ATPase gilt dann (Davies et al., 1994; Kettner et al., 2003; Rienmdiller et al.,
2012):
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c[H*]cye + [ATP] _ c[H*]yac + [ADP] + [P}] (Gleichung 1)

-
“—

(c = Protonenkopplungsrate, [X] = Chemische Konzentration von ATP bzw. H" in Bad- oder

“ “

Pipettenlosung, die Indizes ,cyt” bzw. ,vac” geben das cytosolische oder das vakuolare

Kompartiment an)

Diese Reaktion ist am Umkehrpotential der V-ATPase im Gleichgewichtzustand und kann
durch folgende Gleichung beschrieben werden (Davies et al., 1994; Kettner et al., 2003;

Rienmiller et al., 2012):

g RT | [ADP] - [P;] - [H*]Sac (Gleichung 2)
=— " 1|n

T cF Kurp - [ATP] - [H+]gyt

(E,ey = Umkehrpotential, R = Gaskonstante, T = absolute Temperatur in Kelvin, ¢ =

Chemische Konzentration des jeweiligen

Protonenkopplungsrate, F = Faraday-Konstante, [X]
Reaktant in Bad- oder Pipettenlosung, K47p = Gleichgewichtskonstante der ATP-Hydrolyse, die Indizes
,Cyt”“ bzw. ,vac” geben das cytosolische oder das vakuolare Kompartiment an)

Anhand von Gleichung 2 kann dann mit den Werten fir E., Kiarp und den verwendeten
Konzentrationen der Variablen ATP, ADP, P; und H' in Bad- und Pipettenlésung die
Protonenkopplungsrate ¢ berechnet werden. Da bei den Versuchen in Kapitel 3.1.2 der
Schwerpunkt auf einer sehr genauen charakterisierten Spannungsabhangigkeit der V-ATPase
— ohne verfédlschende makroskopische Kaliumstrome — gelegt wurde, wurde Casium als
Kaliumkanalblocker verwendet. Dadurch musste aufgrund von Wechselwirkungen zwischen
Dihydrogenphosphat (das anorganisches Phosphat bereitstellen sollte) und vermutlich
Casium unter den verwendeten Losungsbedingungen (Kap. 2.2.1.5) auf die Verwendung
eines Gemisches aus ATP, ADP und P; als grundlegender Bestandteil in den jeweiligen Bad-
und Pipettenlésungen verzichtet werden’.

Da diese Bestandteile allerdings als Grundlage fir eine moglichst genaue Abschatzung von
Katp notwendig sind, konnte aufgrund der fehlenden Angabe genau definierter
Konzentrationen eben dieser Bestandteile nur die relative Anderung der
Protonenkopplungsrate in Abhangigkeit vom pH-Gardienten bestimmt werden. Dazu wurde

Gleichung 2 wie folgt umgeformt:

2 ausgenommen davon war ATP in der Applikationspipette
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RT (l [ADP] ’ [Pi] +in [H+]§ac

Epep =— -
Y cF nKATP - [ATP] [H+]gyt)

RT I [ADP] ' [Pi] RT I [H+]1C7ac
in

= F = — _— —_
v = CF " "Kurp - TATP] | cF THTIS,
., [ADP]-[P;] .
Es wird ——————— = a ersetzt und fihrt zu:
Karp - [ATP]
RT RT [H* S ac
E.,=—"-1 — ]
rev S oF T R M,
RT RT
= Erep = C_F “lna+ C_F “(In [H+]1cﬂac — In [H+]gyt)
RT RT N N
:»Em,=ﬁ ‘lna + F ¢ (In [H pge — In[HT]
RT RT + +
= Erep = ‘lna + ?-ln [H" |yae — I [HT ]yt

da fir In = 2,303 - logy, gilt, folgt daraus:

RT

RT
Erep =— "Ina + ? - 2,303 - (10810 [H+]vac - 10810 [H+]

cF

anschlieRend wird pH= - log,, [H*] ersetzt:

RT

RT
Erey = E ‘Ina + ? 2,303 - (pHcyt — PHyac)

cyt)
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Unter L&sungsbedingung 1® mit Erei und dem entsprechenden pH-Wert bzw. der

Kopplungsrate c; gilt dann:

RT RT
Erev1 — F - 2,303 - (pHcyt — PHygc1) = o F ‘Ina
1

RT 1 RT
= Erep1 — F - 2,303 - (pHcyt — PHygc1) = C_ ; F ‘Ina
1

fir Losungsbedingung 2* mit Erev2 und der entsprechenden Kopplungsrate ¢, gilt analog:

RT 1 RT
Ereva = F ~2,303 (pHCyt — PHyacz) = - ) 2 ‘lna
2

In Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Ingo Dreyer (Universidad Politecnica, Madrid, Spanien)
wurde dann die Annahme aufgestellt, dass unter den gegebenen Losungsbedingungen 1 und
2 und bei konstanten cytosolischen Bedingungen der unbekannte Wert Earp konstant ist

(Rienmdiiller et al., 2012):

Eyrp = 3 lna=k (Gleichung 3)

deshalb gilt fur die folgenden Gleichungen:

RT 1
Erev1 — 7 - 2,303 (pHcyt — PHyge1) = C_ k

und

RT
Erevz — ? - 2,303 (pHcyt — PHyac2) = C_ -k

3, 4 Losungsbedingung 1 und 2 sind Platzhalter fiir die luminalen Loésungsbedingungen, die bei den
Experimenten in Kapitel 3.1.2 verwendet wurden (vgl. Kap. 4.1).
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Wenn man beide Gleichungen in Beziehung zueinander setzt, ergibt sich daraus:

Erev1 — F 2,303 (pHcyt - pHvacl) _

Erevz — F 2,303 (pHcyt - pHvacZ)

RT
Erev1 — TF 2,303 - (pHcyt - pHvacl)
=
RT
Ereva — T 2,303 - (pHcyt - pHvacZ)

Dadurch kann dann die relative Anderung der Protonenkopplungsrate r. nach Gleichung 4

mit den in Kapitel 3.1.2 experimentell ermittelten, pH-abhangigen Umkehrpotentialen wie

folgt berechnet werden (Rienmiiller et al., 2012):

Cy rev,pHvacl — 2,303 - % ’ (pHcyt - pHvacl)

Q=0 =

C2
C1

Tei-2 =
1 rev,pHvac2 — 2,303 - F

(Te152 = relative Anderung der Kopplungsrate, Erevprvac = Umkehrpotentiale bei verschiedenen
absolute Temperatur in Kelvin, ¢
“ bezeichnen das

vakuoldren pH-Werten, R = Gaskonstante, T

Protonenkopplungsrate, F = Faraday-Konstante. Die Indizes ,cyt“ bzw. ,vac

cytosolische oder das vakuoldre Kompartiment an)

1 . (pHcyt - pHvacz)

(Gleichung 4)
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3. Ergebnisse

3.1 Elektrophysiologische Charakterisierung der V-ATPase

3.1.1 Methodik der elektrophysiologischen Untersuchung von V-ATPase-

Stromen in Arabidopsis thaliana Mesophyllvakuolen

Zur elektrophysiologischen Untersuchung von ATP-induzierten Protonenpumpstromen der
V-ATPase wurde in der vorliegenden Arbeit die Patch-Clamp-Technik verwendet. Da diese
Pumpstrome mit einer Transportrate von 10 bis 10° lonen/s im Vergleich zu lonenkanalen
(107-10® lonen/s) sehr klein sind (Lodish et al., 2000; Kap. 1.2), konnten die V-ATPase-
vermittelten Strome nur auf makroskopischer Ebene durch die Aufzeichnung der ,Summen®“-
Pumpstrome aller in der Vakuolenmembran vorliegenden V-ATPasen erfasst werden. Zu
diesem Zweck wurden die Patch-Clamp-Experimente an isolierten Mesophyllizellvakuolen in
der whole-vacuole Konfiguration (Kap. 2.4.1) durchgefiihrt. Um darliber hinaus eine
Uberlagerung der zu charakterisierenden Pumpstrome durch lonenkanal- oder
Transporterstrome zu vermeiden bzw. zu eliminieren, wurden Messungen mit
symmetrischen Bad- und Pipettenlosungen unter konstanten pH-Bedingungen (Kap. 2.2.1.4-
5) bei einem Haltepotential von 0 mV durchgefiihrt. Es wurde somit in Abwesenheit eines
chemischen (mit Ausnahme der Protonenkonzentration wenn es die experimentelle
Fragestellung erforderlich machte; Kap. 3.1.2-.5) und elektrischen Gradienten Uber der
Membran und damit vorwiegend in Abwesenheit einer treibenden Kraft flr den passiven
lonenfluss, vor allem durch lonenkanile, gearbeitet. Uberlagerungen durch
protonengekoppelte elektrogene lonentransportprozesse, die von Symportern oder Anti-
portern (z.B. CICs) vermittelt werden, konnten in Anwesenheit eines pH-Gradienten (Kap.
3.1.2-5) nicht génzlich vermieden werden. Eine Verfdlschung der V-ATPase-Pumpstrome
wurde jedoch dadurch verhindert, dass die pH-Bedingungen wahrend des Experiments
immer konstant gehalten wurden wund damit auch mogliche pH-abhangige
Hintergrundsstrome unverdandert blieben. In Abbildung 3.1 ist exemplarisch eine
reprasentative Messung von V-ATPase-Protonenpumpstromen gezeigt. Nach dem

Durchbruch in die whole-vacuole Konfiguration und der Einstellung des Haltepotentials
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(0 mV) stellte sich nach einer mehrminitigen Equilibrierungsphase des Messpipetteninhaltes
mit dem vakuoldaren Lumen ein konstantes Ausgangsstromniveau ein (Abb. 3.1B). Zur
Aktivierung der V-ATPase-vermittelten Protonenstrome wurde in diesem Experiment die
Standardbadlésung (SBL1-pH 7,5 in Abb. 3.1B) zusatzlich mit 5 mM ATP modifiziert und dann
im Verlauf des Experiments mittels Badperfusion gegen die urspriingliche Badl6sung
ausgetauscht (Abb. 3.1B, roter Balken; Kap. 2.2.1.7). Dies fuhrte bei der in Abbildung 3.1B
untersuchten Vakuole zu einer unmittelbaren Stromerhéhung um ca. 2,5 pA/pF°. Aufgrund
der gewahlten Losungs- und Spannungsbedingungen in diesem Experiment, die eine
passiven lonenfluss unterbanden, konnte es sich bei den ATP-induzierten, positiven Stromen
deshalb nur um auswartsgerichtete, aktiv transportierte Kationen wie Protonen oder
Calciumionen handeln. Um eine mégliche ATP-induzierte Aktivitit von Ca™-ATPasen oder
potentiellen elektrogenen ABC-Transportern ausschlieBen zu kénnen, wurden 500 nM des

spezifischen V-ATPase-Inhibitors Bafilomycin (BF) eingesetzt (Kap. 2.2.1.7).

BF

=Y
o
(2]

1 pA/pF

Abbildung 3.1. Aufzeichnung von ATP-induzierten V-ATPase-Stromen an Mesophyllvakuolen.
(A) llustration der Bafilomycin-Applikation zur Inhibition der V-ATPase-Pumpstrome wahrend einer
Patch-Clamp-Messung in der whole-vacuole Konfiguration. In (B) ist der reprasentative, Stromverlauf
unter symmetrischen pH-Bedingungen (pH 7,5) einer Wildtyp-Vakuole dargestellt. Infolge der Zugabe
von 5 mM ATP mittels Badperfusion (roter Balken) ist ein Stromanstieg ausgehend vom
Grundstromniveau zu verzeichnen, der bei Applikation von Bafilomycin (gelber Balken) auf sein
Ausgangsniveau zurickfiel (aus Rienmdller et al., 2012).

> Die Stréme der Patch-Clamp- Messungen wurden zur Vergleichszwecken immer auf die jeweils gemessene
Membrankapazitat (C,,) normiert (Kap. 2.4.7).
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Nach dem Erreichen der maximalen Stromantwort bei kontinuierlicher Aufrechterhaltung
der ATP-Badperfusion wurde BF mit Hilfe einer Applikationspipette direkt an die jeweilige
Vakuole appliziert (Abb. 3.1A und 3.1B, gelber Balken). Dies fiihrte zu einem sofortigen
Rickgang des positiven Stromes auf das Ausgangsstromniveau vor der ATP-Zugabe (Abb.
3.1B). Damit konnte zweifelsfrei nachgewiesen werden, dass es sich bei den hier
gemessenen positiven Stromen unter den verwendeten experimentellen Bedingungen um
ATP-induzierte Protonenpumpstrome der V-ATPase handelt. Aufgrund dieser eindeutigen
Zuordnung der ATP-induzierten Pumpstrome konnte in den nachfolgenden Experimenten

zur Charakterisierung der V-ATPase auf die Verwendung von BF verzichtet werden.

3.1.2 Effekt des vakuoldaren pH-Werts auf die Spannungsabhangigkeit der V-
ATPase

Nachdem in friiheren Untersuchungen zur Kopplungsrate der V-ATPase eine Transportrate
von zwei Protonen pro hydrolysiertem ATP-Molekiil angenommen wurde, sollten spater
hierzu abweichende Kopplungsraten mit bis zu vier Protonen pro ATP postuliert werden
(Cross and Taiz, 1990; Davies et al., 1994; Miller et al., 1999; Yabe et al., 1999; Kettner et al.,
2003; Rienmuller et al., 2012). Seitdem wird daher vermutet, dass die
Protonenkonzentrationen im Cytosol und vakuoldarem Lumen die Kopplungsrate beeinflussen
(Kap. 1.4.1; Davies et al, 1994; Miller and Taiz, 2002). Zur Erstellung eines
elektrophysiologischen  Profils der V-ATPase, welches die Abhangigkeit der
Protonenkopplungsrate von cytosolischen und luminalen pH-Werten in A. thaliana erfassen
sollte, wurde in den folgenden Experimenten deshalb eine schrittweise Anderung der
luminalen Protonenkonzentration erzeugt und deren Auswirkungen auf die Pumpaktivitat
untersucht. Da es mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik keine Maoglichkeit gibt die
Protonenkopplungsrate direkt zu messen wurde deshalb — basierend auf dem Vergleich der
freien Energie der Substrathydrolyse mit dem Wert des maximalen elektrochemischen
Protonengradienten — der Umweg Uber einen thermo-dynamischen Ansatz gewahlt (Kap.
2.6; Briskin and Reynolds-Niesman, 1991; Schmidt and Briskin, 1993; Davies et al., 1994).
Dafiir war es allerdings notwendig, das Umkehrpotential der V-ATPase unter definierten

Bedingungen anhand von kurzen Spannungsrampen zu bestimmen (Kap. 2.6). Deshalb
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wurde die Patch-Clamp-Technik an isolierten Mesophyllvakuolen der tpc1-2 Verlustmutante
in der whole-vacuole Konfiguration angewandt. Da in dieser Mutante der
spannungsabhingige SV-Kanal nicht mehr funktionell ist, sollten dadurch Uberlagerungen
der makroskopischen Kaliumstrome aufgrund von Spannungsanderungen verhindert werden
(Peiter et al.,, 2005; Rienmiller et al, 2012). Durch den Einsatz identischer
lonenkonzentrationen, mit 50 mM Casium als Kationenkanalblocker an Stelle von Kalium im
Innen- und AuBenmedium, sowie der Abwesenheit von Calcium als lonenkanal-aktivierende
Komponente und Substrat fir die Ca?*-ATPasen oder Calciumtransporter (Kap. 1.2.2) sollte
zusatzlich vermieden werden, dass andere lonenstrome am Tonoplasten die zu
untersuchenden Protonenstrome Uberlagern (Kap. 3.1.1). Dies war notwendig, da die Gefahr
bestand, dass die angelegten Spannungsrampen potentielle treibende Krafte fiir Kanadle oder
Transporter geschaffen hatten, die dann die Messungen mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit
verfdlscht hatten.

Nach der Equilibrierungsphase und dem Erreichen eines konstanten Ausgangsstromniveaus
wurde zur Bestimmung der spannungsabhdngigen Hintergrundstrome flinfmal aufeinander
folgende (im Abstand von 5 s) Rampenpulsprotokolle ausgefiihrt. Dabei wurde die Spannung
von -180 bis +100 mV (= 1 mV/ms), ausgehend von einem Haltepotential von 0 mV, in
Abwesenheit von ATP verandert und die korrespondierenden Stromantworten
aufgezeichnet. AnschlieRend wurden 5 mM ATP zur Aktivierung der Pumpaktivitat mit Hilfe
der Applikationspipette an die Vakuole gebracht und nach dem Erreichen eines konstanten
Pumpstromes (Abb. 3.1) erneut finf Spannungsrampen angelegt. Die Stromantworten auf
die funf Spannungsrampen wurden herangezogen, um zundchst die mittleren
spannungsabhédngigen Stromantworten einer individuellen Vakuole in Ab- (= 1/Cn.atp(V)) und
Anwesenheit von ATP (= I/Cmsate(V)) zu bestimmen (Abb. 3.2A). Es wurde daraufhin aus der
Differenz dieser mittleren Stromantworten (I/Cnsate(V) - 1/Cmate(V)) der reine, ATP-
induzierte Protonenstrom der V-ATPase (auf C, normiert) als Funktion der
Membranspannung bei verschiedenen vakuoldaren pH-Werten ermittelt (Abb. 3.2B). Unter
symmetrischen pH-Bedingungen (pH = 7,5, festgelegt durch die Losungen SBL4/CsCl-pH 7,5
und SPL4/CsCl-pH 7,5; Kap. 2.2.1.5) und der damit verbundenen Abwesenheit eines pH-
Gradienten wurde bei Zugabe von 5 mM ATP ein positiver Netto-Strom von ca. 2,9 pA/pF (SE
= 0,3 pA/pF; n = 5) bei 0 mV aufgezeichnet (Abb. 3.2B).
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Abbildung 3.2. Anderung der spannungsabhingigen V-ATPase-Pumpstrome bei variierenden
luminalen pH-Bedingungen. (A) zeigt jeweils die auf C,, normierte, durchschnittliche Stromantwort
aus flinf Spannungsrampen (von -180 bis +100 mV) einer einzelnen tpcl-2 Vakuole vor (schwarze
Kurve und nach (graue Kurve) der Applikation von 5 mM ATP (pH.+/pHwac = 7,5). In (B) sind
reprasentative, normierte, spannungsabhangige Nettopumpstrome bei einem cytosolischen pH-Wert
von 7,5 und drei verschiedenen vakuolaren pH-Werten (pH 7,5,.c = hellgrau (n = 5), pHy.c 6,5 =
schwarz (n = 5) und pH 5,5,,c = dunkelgrau (n = 3)) abgebildet. Die Nettopumpstréme wurden aus der
Differenz der Stromantworten auf die Spannungsrampe in Ab- und Anwesenheit von ATP berechnet.
Der Schnittpunkt der Kurven mit der x-Achse reprasentiert das Umkehrpotential der
Protonenpumpstrome (aus Rienmiiller et al., 2012).

Aufgrund der Abwesenheit von Calciumionen und eines elektrochemischen Gradienten kann
es sich bei diesem Strom nur um einen Protonenausstrom aus dem Cytosol in das
Vakuolenlumen handeln, der durch den aktiven Pumptransport der V-ATPase erzeugt wird
(vgl. 3.1.1). Ferner zeigte die korrespondierende Strom-Spannungs-Kennlinie im
aufgezeichneten Spannungsbereich von -150 und +100 mV einen nahezu linearen Verlauf
und ein Umkehrpotential (E.y) von -94,5 mV (SE = 14,0 mV, n = 5, hellgraue Kurve,
Abb.3.2B). Negative Netto-Pumpstrome, die bei Spannungen negativer als das
Umkehrpotential registriert worden sind, deuten auf einen Protoneneinstrom ins Cytosol
hin. Die schrittweise Erhohung der vakuoldren Protonenkonzentration um das 10- bzw. 100-
fache fihrte zu einem pH-Gradienten, der zunehmend die physiologischen pH-Bedingungen
innerhalb der Pflanzenzelle imitierte (Krebs et al.,, 2010). Trotz der erhohten
Protonenkonzentrationen innerhalb der Vakuole konnte weiterhin bei 0 mV ein positiver
Netto-Strom und somit ein in die Vakuole gerichteter Protonenpumpstrom beobachtet
werden. Demzufolge reicht die aus der ATP-Hydrolyse gewonnene Energie offenbar aus,
Protonen auch gegen den pH-Gradienten zu transportieren. Im Vergleich zu pHy.c = 7,5 (2,9
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pA/pF, SE = 0,3 pA/pF; n = 5) fielen allerdings die Pumpstrome (bei 0 mV) bei pHyac = 6,5 mit
1,9 pA/pF (SE = 0,1 pA/pF, n = 5; Kap. 2.2.1.5: SPL5/CsCl-pH 6,5) um 35% und bei pHy,c = 5,5
mit 1,1 pA/pF (SE = 0,1 pA/pF, n = 3; Kap. 2.2.1.5: SPL6/CsCl-pH 5,5) um ca. 62% niedriger
aus (Abb. 3.2B). Im Gegensatz zu den symmetrischen pH-Bedingungen wurde in Gegenwart
eines pH-Gradienten ein linearer Verlauf der Strom-Spannungs-Kennlinie nur zwischen -150
und 0 mV verzeichnet (Abb.3.2B). Bei Spannungen positiver von 0 mV zeigte sich fiir beide
asymmetrischen pH-Bedingungen eine asymptotische Tendenz der Stréome. Da der
Protonenausstrom durch das Anlegen einer positiven Membranspannung thermodynamisch
eigentlich gefordert werden sollte, deuten die dhnlichen Stromamplituden bei Spannungen
Uber +50 mV auf eine Sattigung der V-ATPase-Pumpaktivitdt hin. Die schrittweise
Reduzierung des vakuoldaren pH-Wertes bewirkte gleichzeitig auch eine Verschiebung der
Umkehrpotentiale von -94,5 mV (pHyac = 7,5) zu -67,5 mV mit pHyac = 6,5 (SE = 10,6 mV, n =
5; schwarze Kurve) und -49,6 mV (SE = 3,9 mV, n = 3; dunkelgraue Kurve) unter
physiologischen pH-Bedingungen bei pH,ac = 5,5 (dunkelgraue Kurve, Abb. 3.2B). Anhand der
erfassten Daten kann beobachtet werden, dass eine 10- und 100-fach erhdhte luminale
Protonenkonzentration zu einer Reduktion der V-ATPase-Protonenpumpstrome bei einer
gleichzeitigen Verschiebung der Umkehrpotentiale hin zu positiveren Werten fihrt
(Abb. 3.2B). Unter Berlicksichtigung der theoretischen Grundlagen zur Berechnung der
Protonenkopplungsrate (Kap. 2.6, Gleichung 4) wiirde eine Anderung der Umkehrpotentiale
zusatzlich auf eine Variation in den Protonentransportraten pro hydrolysiertem ATP

hindeuten.

3.1.3 pH-Abhangigkeit von ATP-induzierten Protonenauswartsstromen in

Wildtyp-Mesophyllvakuolen

Die vorangegangenen Experimente zur Spannungsabhangigkeit bei einem cytosolischen pH-
Wert von 7,5 und variierenden pH-Bedingungen im Vakuolenlumen (pH 7,5 bis 5,5) haben
einen ersten Einblick in die pH-Abhangigkeit der V-ATPase geliefert. Um allerdings ein
vertieftes Verstandnis der komplexen, pH-abhdngigen Regulation der Protonenpumpe zu
erlangen, wurden in weiterfiihrenden Versuchsreihen neben den vakuoldren auch die

cytosolischen pH-Werte lber einen gréBeren pH-Bereich verdandert. Die pH-Werte wurden
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dabei so gewahlt, dass fiir die Protonenpumpaktivitat sowohl thermodynamisch vorteilhafte
(Protonengradient ist in die Protonentransportrichtung gerichtet) als auch nachteilige
(Protonengradient ist gegen die Protonentransportrichtung gerichtet) und extrem
unphysiologische pH-Konstellationen geschaffen wurden. Die Auswirkungen der
verschiedenen Kombinationen aus vakuoldren und cytosolischen pH-Werten auf die V-
ATPase-Pumpaktivitait wurden (ber die ATP-induzierten Protonenstréme im
Gleichgewichtszustand quantifiziert. Hierzu wurden die V-ATPase-Pumpstrome von Wildtyp-
Mesophyllvakuolen zunachst bei 5 mM cytosolischem ATP und verschiedenen pH-
Bedingungen (Abb. 3.3) mit der Patch-Clamp-Technik (in der Ganzzellableitung) bei 0 mV
Haltepotential untersucht (Kap. 3.1.1). Nach Equilibrierung und Zugabe von ATP wurde
analog zu Kapitel 3.1.1 die maximale Auslenkung der auswarts gerichteten, auf Cp
normierten Pumpstrome vermessen (Abb. 3.3A). Bei Protonentransport-unterstiitzenden
pH-Bedingungen, wie sie bei einem in die Vakuole gerichteten 100-fachen
Protonenkonzentrationsgefdlle mit pHe = 5,5/pHvac = 7,5 (Kap. 2.2.1.4: SBL2-pH 5,5/SPL1-
pH 7,5) vorzufinden waren, ergaben sich maximale Protonenstrome von ca. 3,2 pA/pF (SE =
0,1 pA/pF; n = 3, Abb. 3.3). Bei einem gleichwertigen, in die Vakuole gerichteten pH-
Gradienten, bei dem die Protonenkonzentration im Innen- und AuBenmedium jeweils um
den Faktor 100 reduziert war (pHey: = 7,5 und pHyac = 9,5; Kap. 2.2.1.4: SBL1-pH 7,5/SPL3-pH
9,5), betrug die Stromdichte nur noch 2,2 pA/pF (SE = 0,8 pA/pF; n = 4; Abb. 3.3). Unter
symmetrischen pH-Bedingungen von 7,5 (Kap. 2.2.1.4: SBL1-pH 7,5/ SPL1-pH 7,5) und der
damit verbundenen Abwesenheit eines pH-Gradienten konnte eine Stromdichte von
2,4 pA/pF (SE = 0,1 pA/pF; n = 6) gemessen werden (Abb. 3.3B). Dies entsprach anndhernd
dem Wert, der schon bei pHqt = 7,5/pHvac = 9,5 erfasst wurde, obwohl unter diesen
symmetrischen Bedingungen (pH 7,5) kein auswarts gerichteter Protonengradient wie bei
pHyt = 7,5/pHvac = 9,5 vorlag und somit der Protonentransport nicht Gber das
Konzentrationsgefalle thermodynamisch geférdert wurde. Unter Bedingungen, die wegen
eines einwarts gerichteten Protonengradienten unginstig fir den Protonentransport waren,
konnte unter physiologischen Bedingungen (pHe: = 7,5/pHvac = 5,5; Kap. 2.2.1.4: SBL1-
pH 7,5/SPL1-pH 5,5) eine Stromdichte von 1,8 pA/pF (SE = 0,4 pA/pF; n = 4) beobachtet
werden. Unter Bericksichtigung der jeweiligen Standardfehler dhnelten diese Stromdichten
damit jenen, die unter pHet = 7,5/pHvac = 9,5 gemessen wurden. Im Gegensatz dazu konnte

bei der zweiten, ins Cytosol gerichteten Protonengradienten-Konstellation von pHq: =
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9,5/pHvac = 7,5 (Kap. 2.2.1.4: SBL3-pH 9,5/ SPL1-pH 7,5) — und damit im Vergleich zu pHey =
7,5/pHvac = 5,5 eine um den Faktor 100 reduzierte Protonenkonzentration im Cytosol und in
der Vakuole vorhanden waren — eine Stromdichte von 0,3 pA/pF (SE = 0,1 pA/pF; n=6)
beobachtet werden (Abb.3.3B).
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Abbildung 3.3. ATP-induzierte Auswartsstrome der V-ATPase bei unterschiedlichen pH-
Konstellationen in Mesophyllvakuolen. (A) Der Anstieg der Auswartspumpstrome bei der Zugabe
von 5 mM ATP (grauer Balken) ist bei unterschiedlichen cytosolischen pH-Bedingungen (pH = 5,5 und
7,5) dargestellt, wahrend der luminale pH-Wert mit 7,5 unverdndert blieb. In Grafik (B) wurden die
Pumpstromdichten bei variierenden cytosolischen und vakuoldaren pH-Bedingungen nach Zugabe von
5 mM ATP miteinander verglichen. Das Balkendiagramm stellt die Mittelwerte (+ SE) der auf C,
normierten maximalen Protonenpumpstrom-Antworten im Wildtyp dar. Die Anzahl der Experimente
betrug von links nach rechts n = 3, 6, 4, 4, 6 (aus Rienmdiiller et al., 2012).

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Verdanderung der V-ATPase-Pumpleistung bei 5 mM ATP
sehr wahrscheinlich nicht nur vom Protonenkonzentrationsgefdlle (Uber der
Vakuolenmembran abhéngig ist. So konnte zum Beispiel bei pHet = 5,5/pHyvac = 7,5 eine
Zunahme der Stromdichten um 45% im Vergleich zu pHyt = 7,5/pHvac = 9,5 gemessen
werden. War das Konzentrationsgefalle der Protonen dagegen ins Cytosol gerichtet (pHcy: =
7,5/pHvac = 55 und pHqe = 9,5/pHvac = 7,5), zeigte sich hier eine Abnahme der
Pumpstromdichten um ca. 83% zwischen den zwei pH-Konstellationen. Somit kdnnte die
absolute Protonenkonzentration im Cytosol und/oder der Vakuole eine Rolle bei der

Regulation der V-ATPase-Aktivitat spielen. Darlber hinaus ergaben sich dhnliche
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Stromstarken bei allen Versuchsbedingungen in denen ein cytosolischer pH-Wert von 7,5
verwendet wurde. Da die Stromdichten bei diesen konstanten cytosolischen pH-
Bedingungen und einer gleichzeitigen Anderung im Lumen (pHac 9,5, 7,5, 5,5) kaum
voneinander abweichen, obwohl der pH-Gradient gedndert wurde, scheint der cytosolische
pH-Wert, im Vergleich zum Luminalen, einen groBeren Einfluss auf die Pumpaktivitat

auszulben.

3.1.4 Einfluss des pH-Wertes auf die Protonentransportkapazitat und ATP-
Affinitat der V-ATPase in Mesophyllvakuolen

Die in Kapitel 3.1.3 vorgestellten Daten weisen daraufhin, dass die Protonen-
pumpstromdichte zum einen vom Protonenkonzentrationsgefille (iber der Membran
abhangt. Zum anderen scheinen auch die absoluten Protonenkonzentrationen im Cytosol
und der Vakuole regulierend auf die V-ATPase-Funktion zu wirken. Aufgrund dessen stellte
sich die Frage, inwiefern unterschiedliche pH-Werte und -Gradienten innerhalb der Zelle
einen Einfluss auf die ATP-Affinitdat (K,) und maximale Transportkapazitit (vmax) des
Pumpenzyms ausiliben und dadurch an der Regulation der V-ATPase mitwirken. So kdénnte
die Kenntnis Gber diese Parameter helfen, die Variationen der in Kapitel 3.1.3 beobachteten
Pumpstrome zu erklaren und damit einen tieferen Einblick in die Mechanik des
Protonentransports und die komplexe Regulation der V-ATPase zu gewahren. In Analogie zu
Kapitel 3.1.3 wurden daher in der Ganzzell-Patch-Clamp-Ableitung die V-ATPase-
Pumpstrome im Wildtyp bei 0 mV Haltepotential und verschiedenen ATP- und
Protonenkonzentrationen aufgezeichnet. Hierzu wurde nach Einstellung des stabilen
Ausgangsstromniveaus jeweils an separaten Mesophyllvakuolen die entsprechende
cytosolische ATP-Konzentration (0,25 mM/0,5 mM/2,0 mM/3,5 mM/5,0 mM und 10,0 mM
ATP) mittels Applikationspipette hinzugegebene. AnschlieBend wurden die arithmetischen
Mittelwerte (+ SE, n = 4-5) der auf C,, normierten, maximalen Stromdichten gegen die ATP-

Konzentration bei den entsprechenden pH-Bedingungen aufgetragen (Abb. 3.4 bis 3.6).

® Es wurden keine Messungen fiir 0 mM ATP durchgefiihrt, da aufgrund der Experimente in Kap. 3.1.1 sichergestellt war,
dass ohne ATP kein V-ATPase-Strom vorhanden war.
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Bei einer symmetrischen, gradientenfreien pH-Konstellation von pH 7,5 im Innen- und
AuBRenmedium (Abb. 3.4; Kap.2.2.1.4: SBL1-pH 7,5/SPL1-pH 7,5) stiegen die ermittelten
Stromdichten bei einer Konzentration von 0,25 und 0,5 mM ATP sehr stark an. Bei hoheren
Konzentrationen (2 und 3,5 mM) fiel die weitere Zunahme der ATP-induzierten Stromdichten
dagegen geringer aus, um dann bei 5 mM eine Sattigung zu erreichen. Aufgrund des
hyperbolischen Verlaufs der ermittelten Datenpunkte (Abb. 3.4) wurden diese mit einer
Michaelis-Menten-Funktion interpoliert. Die darliber abgeleiteten Parameter (Km- und Viyax-
Wert) wurden als Mal} fir die ATP-Affinitat und die maximale Protonentransportkapazitat
herangezogen, um die Beziehung zwischen Pumpstromdichte und ATP-Dosis quantitativ zu
erfassen. In Gegenwart eines symmetrischen pH-Wertes von 7,5 wurde dabei fiir die ATP-
Affinitat ein K,,-Wert von 0,3 mM und fir die maximale Protonentransportkapazitat ein viyax-

Wert von 2,8 pA/pF ermittelt.
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Abbildung 3.4. V-ATPase-Aktivitdt in Wildtyp-Mesophyllvakuolen unter verschiedenen ATP-
Konzentrationen und einem pH-Wert von 7,5 im Innen- und AuRenmedium. Die auf C,, normierten
arithmetischen Mittelwerte (* SE) der Auswartsstrome wurden gegen die unterschiedlichen ATP-
Konzentrationen aufgetragen. Die Interpolation der Datenpunkte mittels einer Michaelis-Menten-
Funktion lieferte einen K,-Wert von 0,3 mM und v..,-Wert von 2,8 pA/pF. Die Anzahl der
Experimente fiir die ATP-Konzentrationen von 0,25 bis 10 mM ATP betrug von links nach rechts n = 4,
5,5, 5,5und 5 (aus Rienmiiller et al., 2012).
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Unter physiologischen pH-Bedingungen mit pHct = 7,5/pHyac = 5,5 (Kap.2.2.1.4: SBL1-pH 7,5/
SPL2-pH 5,5) und damit mit einem ins Cytosol gerichteten Protonengradienten (Abb. 3.5)
wurde ebenfalls bei niedrigen ATP-Konzentrationen (0,25 und 0,5 mM) ein starker Anstieg in
den Stromdichten verzeichnet. Mit hoheren Konzentrationen fiel die weitere Zunahme in
den Stromdichten schwacher aus, um dann ab 5 mM ATP eine Stromsattigung zu erreichen.
Die Beschreibung des hyperbolischen Verlaufs der Messdaten mittels einer Michaelis-
Menten-Funktion lieferte einen K,,-Wert von ca. 0,8 mM und fur v, ca. 1,7 pA/pF. Beim
Vergleich der beiden Bedingungen pHet = 7,5/pHyac = 5,5 und pHeyt = 7,5/pHyvac = 7,5 konnte
bei symmetrischen Bedingungen eine Sattigung der Stromdichten schon bei 2,0 mM ATP
festgestellt werden. Zusatzlich fihrte die Erniedrigung des luminalen pH-Wertes fast zu einer
Verdreifachung des Kn-Wertes, wahrend v um fast 40% kleiner wurde. Mit pH: =
9,5/pHvac = 7,5 (SBL3-pH 9,5/SPL1-pH 7,5) wurde eine zweite pH-Konstellation mit einem
einwartsgerichtetem Protonengradienten, aber einer 100-fach geringeren cytosolischen und

luminalen Protonenkonzentration erzeugt (Abb. 3.5).

E 2— pHcyt/pHvac
§' } Ji 7.5/5.5
o
= 1 — $

=
2 9.5/7.5
= 3 . .
< o £

0 2 4 6 8 10
ATP [mM]

Abbildung 3.5. V-ATPase-Aktivitit in Wildtyp-Mesophyllvakuolen bei verschiedenen ATP-
Konzentrationen und einem aus der Vakuole ins Cytosol gerichteten Protonengradienten (pH
7,5¢4/5,5vac und pH 9,5.+/7,5,sc). Die auf C,, normierten Auswartsstrome sind in Abhdngigkeit der
unterschiedlichen ATP-Konzentrationen dargestellt. Die einzelnen Symbole geben die Mittelwerte
(£ SE) an. Die Kurve spiegelt die Interpolation der verschiedenen Datenpunkte mittels einer
Michaelis-Menten-Funktion wieder. Fir die pH-Bedingungen 7,5./5,5,.c wurde ein K.,-Wert von
0,8 mM und vp,,-Wert von 1,7 pA/pF ermittelt. Fir pH 9,5./7,5..c konnte ein vy,-Wert von ca.
0,3 pA/pF bestimmt werden. Fir 7,5.4/5,5,.c wurden von links nach rechts n =3, 5, 4, 4, 4 und 5
Versuche durchgefiihrt, bei pH 9,5.,:/7,5,,c jeweils n = 6 (aus Rienmiiller et al. 2012).
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Aufgrund der extrem unphysiologischen pH-Bedingungen konnten die Stromdichten
allerdings nur flir 5 und 10 mM ATP gemessen werden, die sich dort schon in der Sattigung
befanden (Abb.3.5). Durch lineare Interpolation ergab sich dafiir ein vp,a.Wert von ca. 0.3
pA/pF, der nur noch ca. 18% von der Transportkapazitat unter physiologischen Bedingungen
(PHeyt = 7,5/pHyac = 5,5) betrug.

In Analogie zu Kapitel 3.1.3 sollte auch unter einem mit pH 7,5.,+/9,5vac (Kap. 2.2.1.4: SBL1-
pH 7,5/SPL3-pH 9,5) in die Vakuole gerichteten pH-Gradienten, die Stromdichte der V-
ATPase bei unterschiedlichen ATP-Konzentrationen untersucht werden (Abb. 3.6). Aufgrund
des sehr unphysiologischen luminalen pH-Wertes konnte ebenfalls nur fir 5 und 10 mM ATP
Datenpunkte generiert werden, bei denen bereits eine Sattigung der Pumpstrome vorlag.
Die lineare Interpolation ergab dadurch einen vma-Wert von ca. 2 pA/pF. Mit pH 5,5¢t/7,5vac
(Kap. 2.2.1.4: SBL2-pH 5,5/SPL1-pH 7,5) wurden Bedingungen geschaffen (Abb.3.6), die eine
Pumpaktivitdat der V-ATPase aufgrund eines in die Vakuole gerichteten Protonen-
Konzentrationsgefalles ebenfalls unterstiitzen sollten. Die Dosis-Abhdngigkeit der
Pumpstrome wurde tber Applikation von 2 mM, 3,5 mM, 5 mM und 10 mM ATP untersucht
(n = 3-5). Die Messdaten zeigten einen durchgehend hyperbolischen Verlauf, d.h. es war in
diesem Fall auch bei 10 mM noch keine Sattigung der Pumpstromdichte zu beobachten.

Die Interpolation mittels einer Michaelis-Menten-Funktion ergab schlieRlich einen K,,-Wert
von 2,9 mM und mit 4,9 pA/pF eine mehr als doppelt so hohe Transportkapazitat im
Vergleich zu pHyt = 7,5/pHyac = 9,5. Die unter diesen Bedingungen ermittelten Werte waren
damit die groflten fir K, und vy Insgesamt betrachtet scheint eine cytosolische
Ansduerung damit eine hohere Transportkapazitdit der V-ATPase fir Protonen zu
ermoglichen. Gleichzeitig flihrt ein Anstieg der cytosolischen Protonenkonzentration aber
auch zu einer niedrigen ATP-Affinitdt der Protonenpumpe. Zusatzlich wird der K,-Wert
anscheinend auch noch durch den vakuolaren pH-Wert und/oder den pH-Gradienten tber
der Vakuolenmembran beeinflusst, da sich bei unterschiedlichen pH-Werten im vakuoldren

Lumen (pHc: = 7,5) Abweichungen fur K., beobachten lassen.
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Abbildung 3.6. V-ATPase-Aktivitdit in Wildtyp-Mesophyllvakuolen bei verschiedenen ATP-
Konzentrationen und einem vom Cytosol in die Vakuole gerichteten Protonengradienten (pH
5,5¢t/7,5vac und pH 7,5.,:/9,5,..). Die Datenpunkte geben die auf C,, normierten Mittelwerte (+ SE)
an. Die verschiedenen Messpunkte wurden mittels einer Michaelis-Menten-Funktion interpoliert. Bei
pH-Bedingungen von pH 5,5../7,5,.c wurden ein K.,-Wert von 2,9 mM und ein v,-Wert von 4,9
pA/pF bestimmt, wahrend der vy, -Wert bei pH 7,5./9,5,.c bei etwa 2 pA/pF v lag. Fur pH
5,5¢t/7,5vacs wurden fir die ATP-Konzentrationen zwischen 2 und 10 mM n = 4, 3, 3 und 5
Experimente durchgefiihrt. Flr pH 7,5.,+/9,5..c jeweils n = 4 Versuche durchgefiihrt. Die dargestellten
Werte fiir pH 5,5./7,5v.c wurden bereits im Rahmen der Diplomarbeit 2009 von Florian Rienmiiller
an der Universitat Wirzburg erarbeitet (aus Rienmiiller et al. 2012).

3.1.5 Regulation der V-ATPase-Pumpaktivitat durch Oxidationsmittel in

Mesophyllvakuolen

In vitro Studien in Sdugetieren, Pilzen und Pflanzen haben gezeigt, dass die V-ATPasen durch
Oxidationsmittel, wie z.B. Wasserstoffperoxid, oxidiertes Glutathion oder Nitrat reversibel
inaktiviert werden konnen, wahrend Reduktionsmittel wie DTT die Aktivitdt der
Protonenpumpe wiederherstellen konnen (Hager and Lanz, 1989; Feng and Forgac, 1992b;
Dschida and Bowman, 1995; Tavakoli et al., 2001; Seidel et al., 2012, Kap. 1.4.2.1). Es wird
angenommen, dass drei in allen Eukaryoten konservierte Cysteinreste und ihre assoziierten
Disulfidbriicken in der Untereinheit VHA-A im cytosolischen ATP-Hydrolyse-Komplex V, dafiir
verantwortlich sind (Seidel et al., 2012; Kap. 1.4.2.1). Dabei wirken Oxidationsmittel bei A.

thaliana auf die Disulfidbriicke zwischen dem Cysteinrest an der Position 256, ein Bestandteil
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des Nukleotid-bindenden P-loop-Motivs, und an Position 535. Fiir die Disulfidanordnung
zwischen den Cysteinen an Position 279 und 535 hingegen wird angenommen, dass sie fir
die Wiederherstellung der Aktivitdat wichtig sind bzw. den aktiven Zustand der V-ATPase
darstellen (Feng and Forgac, 1992a, 1992b; Feng, Y., Forgac, 1994; Forgac, 1999; Seidel et al.,
2012). Um die Transportfunktion der V-ATPase in Bezug auf ihre Redox-Regulation im
intakten Pflanzensystem weiterflihrend zu charakterisieren, wurden von den Arbeitsgruppen
um Juniorprof. Dr. Thorsten Seidel (Universitat Bielefeld, Deutschland) und Prof. Dr. Karin
Schumacher (Universitat Heidelberg, Deutschland) zusatzliche VHA-A-Cystein-Mutanten mit
Col-0 Hintergrund (VHA-A (C256S, und VHA-A (535S) freundlicherweise zur Verfligung
gestellt. Bei diesen Mutanten wurden in der VHA-A-Untereinheit Cyszss, Cys279 und Cys535
mittels zielgerichteter Mutagenese gegen Serinreste ausgetauscht (Seidel et al.,, 2012).
Vorausgehende biochemische Versuche mit H,0, hatten gezeigt, dass die ATP-
Hydrolyseaktivitat der V-ATPase sowohl in Wildtyp als auch in den C535S- und C279S-
Mutanten im Vergleich zur C256S-Mutante deutlich reduziert waren (Seidel et al., 2012). In
der vorliegenden Arbeit sollte deshalb unter Verwendung der Patch-Clamp-Technik
untersucht werden, ob sich die Anwesenheit von H,0, auch auf die Protonenpumpstrome
der V-ATPase in Mesophyllvakuolen auswirkt. Da Seidel et al. (2012) deutliche Auswirkungen
von H,0, auf die ATP-Hydrolyse in den C535S- und C2565-Mutanten gefunden hatten,
wurden die Patch-Clamp-Experimente an diesen Mutanten mit Col-0 Wildtyp-Pflanzen als
Kontrollgruppe durchgefiihrt. Die Aufzeichnung der V-ATPase-vermittelten Protonen-
auswartsstrome erfolgte in der Ganzzellableitung unter Standardlésungsbedingungen (Kap.
2.2.1.4, 2.2.1.6: SBL1-pH 7,5/SPL2-pH 5,5) in Gegenwart eines physiologischen pH-
Gradienten (pH 7,5¢t/5,5vac). Sowohl 5 mM ATP als auch das Gemisch aus 5 mM ATP und 2
mM H,0, waren in SBL1-pH 7,5 gelost und wurden jeweils direkt an der cytosolischen
Vakuolenmembranseite individueller Vakuolen mittels einer Applikationspipette appliziert.
Dabei wurde unter beiden Versuchsbedingungen bei einem Haltepotential von 0 mV durch
die ATP-Applikation ein Protonenauswartsstrom ausgelost (vgl. Kap. 3.1.1). Der Vergleich V-
ATPase-typischer Protonenstrome in An- und Abwesenheit von H,0, zeigte, dass die
Applikation des starken Oxidationsmittels zu einer deutlichen Reduktion der Protonen-
auswartsstrome fihrte (Abb. 3.7, 3.8). So ist beispielsweise anhand der in Abbildung 3.7

dargestellten reprasentativen Stromspuren exemplarisch zu sehen, dass die ATP-Applikation
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zu einem Anstieg des Pumpstromes auf ca. 2,1 pA/pF fuhrt, wahrend bei ATP in Kombination

mit H,0, lediglich ein Anstieg von ca. 1,6 pA/pF zu beobachten war.

10s

0.5 pA/pF

ATP | | ATP+H,0 |

Abbildung 3.7. Reprdsentative, ATP-induzierte V-ATPase-Auswartsstrome von Wildtyp-
Mesophyllvakuolen in An- und Abwesenheit von H,0,. Es sind die auf C, normierten
Protonenauswartsstrome in An- und Abwesenheit von 2 mM H,0, im Cytosol wahrend der
Applikation von 5 mM ATP gezeigt. Die grauen Balken geben den Zeitraum der ATP- bzw. ATP/H,0,-
Applikation an (aus Seidel et al. 2012).

Patch-Clamp-Messungen an C535S und C256S ergaben, dass im Vergleich zum Wildtyp
(n=4) mit ca. 1,9 pA/pF (SE = 0,12 pA/pF) die Strome in beiden Mutanten schon bei der
Applikation von 5 mM ATP — in Abwesenheit eines Oxidationsmittels — deutlich niedriger
waren (Abb. 3.8). So erreichten die durchschnittlichen Protonenstromdichten bei C535S
einen Wert von ca. 1,1 pA/pF (SE = 0,11 pA/pF, n = 5) und damit nur ca. 58% des Wildtyp-
Stromniveaus. Bei der Mutante C256S waren es mit ca. 1,2 pA/pF (SE = 0,15 pA/pF, n = 3)
noch ca. 63% der Wildtyp-Stromdichte. Bei der Verwendung von 2 mM H,0, zusétzlich zu
5mM ATP konnte auRerdem beobachtet werden, dass bei allen drei verwendeten
Pflanzenlinien eine Verminderung der Pumpstrome auftrat. Die Pumpstromdichte in
Wildtyp-Vakuolen war mit ca. 1,3 pA/pF (SE = 0,12 pA/pF, n = 6) um 32% gegeniber den
durchgefiihrten Kontrollmessungen in Abwesenheit von H,0, reduziert. Mit ca. 0,7 pA/pF
(SE = 0,13 pA/pF, n =5) wurde in der C5355-Mutante mit Oxidationsmittel 36% weniger
Strom gemessen werden. In C256S konnte mit 1 pA/pF (SE = 0,08 pA/pF, n = 4) eine deutlich
geringere H,;0,-induzierte Abnahme um nur 17% ermittelt werden (Abb. 3.8). Die Daten
zeigten, dass es aufgrund des Oxidationsmittels zu einer dhnlich starken Verminderung der

Transportrate in WT und C535S kommt (ca. 32% und 36%). Zusatzlich war bei der Mutante
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allerdings auch schon die Ausgangsstromdichte erheblich reduziert. Bei der C2565-Mutante
betrug die Verringerung der Protonentransportrate aufgrund einer H,0,-Applikation mit 17%

nur gut die Halfte im Vergleich zu Col-0 und C535S.
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Abbildung 3.8. H,0,-Effekt auf die V-ATPase-Pumpaktivitdt in Mesophyllvakuolen von Wildtyp-
Pflanzen und den VHA-A-Mutanten C535S und C256S. Dargestellt sind die durch 5 mM ATP
induzierten, maximalen Protonenauswartsstrome in Abwesenheit ((-), schwarzer Balken) und
Anwesenheit von 2 mM H,0, ((+), grauer Balken). Die makroskopische Stromaufzeichnung erfolgte
bei einem Haltepotential von 0 mV. Die Stromdichten entsprechen den Mittelwerten (+ SE) aus der
folgenden Anzahl von Experimenten: n = 4, 6, 5, 5, 3 und 4 (von links nach rechts). In den
Experimenten wurde SBL1-pH 7,5 und SPL2-pH 5,5 als Bad- und Pipettenlosung verwendet (aus
Seidel et al.2012).
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3.2 Elektrophysiologische in vivo Untersuchungen von vakuolaren
Membranleitfdhigkeiten in Arabidopsis thaliana Wurzeln mit Hilfe der

Zwei-Elektroden-Spannungsklemme

Neben den vielen Vorteilen, die die Patch-Clamp-Technik in Bezug auf elektrophysiologische
Messungen an Vakuolen auszeichnet, wie zum Beispiel definierte Losungsbedingungen im
Innen- und AuRenmedium oder die Moéglichkeit von Einzelkanalmessungen (Kapitel 2.4), hat
diese Methode allerdings auch einen Nachteil. Cytosolische Regulationsfaktoren, die nicht
mit der Vakuolenmembran assoziiert sind, werden bei der Vakuolenisolierung (Kapitel 2.1.2)
hdchstwahrscheinlich ausgewaschen. Die Abwesenheit dieser Faktoren konnte zum Beispiel
die Aktivitat, Leitfahigkeit oder die Kinetik von lonentransportproteinen entscheidend
beeinflussen. Um dennoch einen Einblick zu erhalten, wie sich die vakuoladren
Membranleitfahigkeiten in vivo tatsachlich darstellen, kann die Mikroelektroden-Einstich-
Technik verwendet werden (Kap. 2.3). Durch diese minimalinvasive Methode kdnnen
elektrophysiologische Untersuchungen mit Hilfe von intrazellularen Glasmikroelektroden
direkt an ganzen intakten Pflanzen oder Pflanzenteilen vorgenommen werden. Da die
pflanzlichen Zellen dabei bis auf die Einstichstelle unverletzt sind und in ihrer in vivo
Umgebung verbleiben, ist das Cytosol und somit potentielle Regulationsfaktoren intakt.

In friheren Arbeiten an Vakuolen von intakten Pflanzen bzw. Teilen davon — unter anderem
von Goldsmith und Cleland (1978), Walker (1996) oder Lew (2004), — konnten bereits einige
elektrische Eigenschaften der Vakuolenmembran (Membranpotentiale und Anderungen der
lonenleitfahigkeiten durch hyperosmotische Medien) mit Hilfe des Einstiches von
intrazellularen Mikroelektroden untersucht werden. Darauf aufbauend sollte nun eine
Methode entwickelt werden, um die Mikroelektroden zuverlassig in die Vakuole von A.
thaliana Rhizodermiszellen einstechen und die Membranleitfahigkeiten der Vakuole

untersuchen zu kdnnen.
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3.2.1 Lokalisation der Mikroelektroden in Wildtyp-Wurzelrhizodermiszellen

Bevor Messungen zu den vakuoldaren Membranleitfahigkeiten von Wurzeln an A. thaliana
Keimlingen (Kap. 2.1.5) mit Hilfe der Mikroelektroden-Einstich-Technik durchgefiihrt werden
konnten, musste gewahrleistet werden, dass die Spitze der Mikroelektroden je nach
experimenteller Fragestellung zuverldssig im Cytosol oder der Vakuole platziert wurde. Dazu
wurde als Vorarbeit von Yi Wang (Key Laboratory, Agricultural University of Beijing, China
und  Universitat  Wdurzburg, 2012; personliche, unveroffentlichte Notiz) der
Fluoreszenzfarbstoff Lucifer Yellow mit Hilfe einer triple-barreled Elektrode in Atrichoblasten
injiziert. Diese Zellen eigneten sich sowohl aufgrund der Abwesenheit von Chloroplasten
(Abb. 3.9A und C) und der dadurch nicht vorhandenen, stérenden Chlorophyllfluoreszenz
(Abb. 3.9 B und D) als auch wegen der exponierten duReren Lage an der Wurzel besonders
gut fur die Einstich-Experimente. Dabei war eine Elektrode mit Farbstoff gefiillt, wahrend die
verbliebenen, KCl-gefiillten Elektroden der Strom- und Spannungsaufzeichnung dienten.
Dadurch war eine Ortsbestimmung der Elektrodenspitze mittels Fluoreszenz moglich.
Zusatzlich gelang es Wang fir die Plasmamembran ein Potential von -172 mV (SE = 3 mV,
n=28) zu bestimmen (personliche, unveroffentlichte Notiz, 2012). Beim Einstich in die
Vakuole konnte Yi Wang zusatzlich ein freilaufendes Potential (E,,) von -141 mV (SE =4 mV,
n = 16) aufzeichnen (Key Laboratory, Agricultural University of Beijing, China und Universitat
Wirzburg, 2012; personliche, unveroffentlichte Notiz). Da aufgrund der Fragestellung zur
Untersuchung der vakuolaren Leitfahigkeiten (Kap. 3.2.3) in der vorliegenden Arbeit der
calciumsensitive Fluoreszenzfarbstoff FURA-2 (Kap. 2.3.5) im Cytosol eingesetzt wurde,
konnte die korrekte Lokalisation der Farbstoff-injizierenden Mikroelektrode bei den
entsprechenden Experimenten Uber die FURA-2-Fluoreszenz eindeutig bestimmt werden
(Abb. 3.9). Bei der Verwendung von double-barreled Elektroden ohne Fluoreszenzfarbstoff
(Kap. 3.2.2) wurde die Ortsbestimmung der Strom-Spannungselektroden stattdessen tber
die gemessenen freilaufenden Potentiale beim Einstich in die Vakuole vorgenommen. Dabei

dienten die von Yi Wang ermittelten Potentiale (-141 mV) als Anhaltspunkt.
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Abbildung 3.9. FURA-2-Beladung von A. thaliana Wurzelrhizodermiszellen. In Bild (A) ist die
Durchlichtaufnahme eines Atrichoblasten (Col-0) abgebildet, bei der eine single-barreled Elektrode in
die Vakuole eingestochen wurde. (B) zeigt die iontophoretische vakuoldre Beladung der Zelle aus
Abbildung A mit 20 mM FURA-2 (liyect = -1 nA fiir ca. 1 min). In der Durchlichtaufnahme von (C) ist
eine single-barreled Elektrode dargestellt, die in das Cytosol einer Wurzelrhizodermiszelle
eingestochen wurde. In (D) wurde das Cytosol der Zelle aus Abbildung C durch die Beladung mit
20 MM FURA-2 (lipect = -1 nA fiir ca. 1 min) sichtbar gemacht. Fiir die Experimente wurde die
Standardlosung SBL5-0.1KCl pH7 verwendet.

3.2.2 Anderungen der Membranleitfihigkeiten nach dem Einstich von double-

barreled Elektroden in Wurzelrhizodermisvakuolen

Die Untersuchung der Membranleitfahigkeiten wurde an den Vakuolen der Atrichoblasten
von intakten A. thaliana Wildtyp-Keimlingen durchgefiuhrt. Nach dem Einstich der double-
barreled Elektroden (unter Verwendung der Standardlésung, Kap. 2.2.2.3: SBL5-0.1KCl pH7)
und Uberpriifung der Elektroden-Lokalisation im Vakuolenlumen wurden kontinuierliche
Pulsprotokolle ausgehend vom jeweiligen freilaufenden Potential der Vakuole, welches als
Haltepotential eingestellt wurde (E, =-133 mV £ SE = 6 mV, n = 10), angelegt. Dabei wurden
jeweils im Abstand von rund 50 s die Membranspannung immer in 20 mV-Schritten im

Bereich zwischen -80 mV und +60 mV relativ zum Haltepotential gedndert (Kap. 2.3.6). Bei
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der Analyse der daraus resultierenden, annahernd linearen Strome waren die instantanen
Strome bei den einzelnen Messzeitpunkten (Abb. 3.10A, a-d) dabei immer minimal groRer
als die steady state Stréme (3.10A) und es konnte eine Abnahme der Stromantworten (iber
die gesamte Dauer von 280 s verzeichnet werden. Im Rahmen einer statistischen Analyse der
instantanen Strome (n = 10) wurden diese bei -80 bzw. +60 mV entsprechend ihres
Aufzeichnungszeitpunktes verschiedenen Zeitrdumen zugeordnet: (0) = 0-20 s, (®) = 75-
100s, (o) = 150-180s, (A) = 220-280 s (Abb. 3.10B). Dadurch konnte beobachtet werden,
dass die Leitfahigkeiten flr die betrachteten Spannungen Uber die gesamte Dauer
kontinuierlich abnahmen. Konnten bei 0-20 s noch 1,3 nA (SE = 0,2 nA) bei +60 mV
verzeichnet werden, waren es bei 220-280 s nur noch 0,7 nA (SE = 0,1 nA). Bei -80 mV fiel
der Stromrickgang, ausgehend von einer insgesamt geringeren Ausgangsstromstarke, von
-0,8 nA am Anfang (SE = 0,1 nA) zu -0,7 nA (SE = 0,1 nA) am Ende des Messzeitraumes im
Vergleich dazu sehr gering aus. Zusatzlich konnte bei der Auftragung der Stréme Ulber den
gesamten Spannungsbereich (von -80 bis +60 mV) bei zehn Experimenten zum Zeitpunkt
0-20 s und 220-280 s (Abb. 3.10C) beobachtet werden, dass es neben den nahezu linearen
Strom-Spannungsverldaufen zwischen 0 und + 60 mV einen deutlichen Riickgang der Strome
zwischen den beiden Zeitrdumen gab, wahrend bei negativen Spannungen keine groRen
Veranderungen beobachtet werden konnten. Gleichzeitig konnte eine Verschiebung des
Umkehrpotentials Ee, von -10 zu 0 mV verzeichnet werden. Dieser systematisch auftretende
Rickgang der positiven Strome um fast 50%, die immer kurz nach dem Einstich der
Glasmikroelektroden auftrat, konnte ein Hinweis auf eine durch die Einstich-Verwundung

hervorgerufene, stressbedingte Regulation der vakuolaren Leitfahigkeiten sein.
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Abbildung 3.10. Zeitliche Abnahme von lonenstromen nach Einstich einer double-barreled
Elektrode in Wurzelrhizodermiszellen von Col-0. In (A) sind Stromantworten der vakuolaren
Membranleitfahigkeiten eines Atrichoplasten bei verschiedenen Zeitpunkten (a-d; der zeitliche
Abstand zwischen den abgebildeten Rohspuren betrug ca. 50 s) wahrend einer Gesamtmessdauer
von 280 s wiedergegeben. Dabei wurde im Spannungsbereich von +60 mV bis -80 mV (in 20 mV-
Schritten), ausgehend vom Haltepotential zu verschiedenen Zeitpunkten nach dem Einstich der
double-barreled Elektrode gemessen. (B) Das Balkendiagramm zeigt die durchschnittlichen
instantanen Membranleitfdhigkeiten von zehn Atrichoblastenvakuolen zwischen null und 280 s nach
dem Einstich bei +60 bzw. -80 mV. Die Symbole reprasentieren die Zeitrdume, in denen die
verschiedenen Messungen nach dem Einstich der Elektrode vorgenommen wurden: (0) = 0-20 s,
(®) =75-100 s, (o) = 150-180 s, (A) = 220-280 s. (C) Das Strom-Spannungsdiagramm zeigt die
durchschnittlichen instantanen (li,:) Stromantworten (n = 10) im Bereich von -80 bis +60 mV im
Zeitraum von 0-20 (o) bzw. 220-280 s (A) aus (B). Bei den in (A-C) angegebenen Stromen und
Spannungen wurde die Vorzeichenkonvention fiir Endomembranen (Bertl et al., 1992) bericksichtigt.
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3.2.3 Untersuchung der calciumabhangigen Regulation vakuolarer Membran-
leitfahigkeiten mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes FURA-2 in Trichoblasten

Calcium spielt in Pflanzen unter anderem eine wichtige Rolle bei Zellverwundung oder der
Regulation vakuoldrer lonenkanalaktivitaten (siehe Kap. 1.3) wie z.B. beim TPC1-Kanal
(Hedrich and Neher, 1987; Beyhl et al., 2009; Dadacz-Narloch et al., 2011; Rienmdiller et al.,
2010) oder TPK1-Kanal (Bihler et al., 2005; Gobert et al., 2007; Latz et al., 2007). Deshalb
wurde aufgrund der in Kapitel 3.2.2 vorgestellten Ergebnissen die Arbeitshypothese
aufgestellt, dass cytosolisches Calcium méglicherweise an den Anderungen der vakuoliren
Membranleitfdahigkeiten beteiligt ist. Dieser Aspekt sollte an den Wurzeln von A. thaliana
Col-0 Keimlingen durch die Beladung des Cytosols mit dem calciumsensitiven Farbstoffs
FURA-2 geprift werden. Mit Hilfe einer Kombination aus single- und double-barreled
Elektroden (SBL5-0.1KCl pH7, Kap. 2.2.2.3) sollten dabei sowohl Veranderungen der
Calciumkonzentration als auch der Membranleitfahigkeiten aufgezeichnet werden. Im
Gegensatz zu den vorhergehenden Experimenten (Kap. 3.2.1 und 3.2.2) wurden diese
Untersuchungen an Trichoblasten durchgefiihrt, da sich dieser Zelltyp aufgrund des
ausgepragten Cytosol-Pools an der Wurzelhaarspitze besser fir das Einstechen einer zweiten
Mikroelektrode eignete (Abb. 3.11). Die double-barreled Elektrode wurde in die Vakuole
eingestochen (Abb. 3.11 (*)) und ermoéglichte vakuoldre Leitfahigkeiten elektrophysiologisch
zu erfassen. Um den intrazelluldren Calciumlevel simultan aufzeichnen zu kénnen, wurde
anschliefend immer eine single-barreled Elektrode ins Cytosol eingefiihrt (Abb. 3.11 (¢)) und
der darin enthaltene calciumsensitive Farbstoff (20 mM) FURA-2 iontophoretisch injiziert
(Abb.  3.11). Dadurch  konnten mégliche Anderungen der cytosolischen
Calciumkonzentrationen anhand von Veranderungen der FURA-2-Absorptionskoeffizienten
bei gleichzeitiger Erfassung der vakuoldaren Membranleitfahigkeiten am Trichoblasten

aufgezeichnet werden.
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Abbildung 3.11. FURA-2-Beladung eines A. thaliana Col-0 Trichoblasten. (A) stellt die Durchlichtauf-
nahme eines Trichoblasten dar. In der oberen Halfte ist die double-barreled Elektrode (*) zu sehen,
die in die Vakuole eingestochen wurde. In der Bildmitte ist die single-barreled Elektrode (¢)
abgebildet, die in das Cytosol eingefiihrt wurde. (B) zeigt die cytosolische Beladung desTrichoblasten
mit 20 mM FURA-2 Farbstoff (lije = -1 nA flir ca. 3 min). In der oberen Bildhilfte ist dabei die
Position der zweiten Elektrode (*) schematisch dargestellt.

Da in den vorhergehenden Untersuchungen (Kapitel 3.2.2) herausgearbeitet werden konnte,
dass die Membranleitfahigkeiten nach dem Einstich langsam abnahmen und dies
moglicherweise auf eventuelle Veranderungen der Calciumkonzentration zurlickzufliihren ist,
wurde das Abklingen dieser Reaktion zundchst abgewartet. Dazu wurde erst sechs Minuten
nach dem Einstich beider Elektroden mit den eigentlichen Messungen potentieller
Calciumanderungen begonnen. Hierzu wurde FURA-2 fiir drei Minuten bei -1 nA in das
Cytosol injiziert (Abb. 3.12 und Kap. 2.3.5). In drei Zellen konnte daraufhin insgesamt funf
Mal eine spontane kurzzeitige Zunahme des FURA-2-Ratios um durchschnittlich 1,3 (SE = 0,2;
n = 5; Abb. 3.12) bestimmt werden, was einer cytosolischen Calciumerhdéhung entspricht.
Um die Effekte dieser Calciumzunahme auf die vakuoldare Membranleitfahigkeit untersuchen
zu konnen, wurden simultan zur Fluoreszenzmessung, ausgehend vom jeweiligen
freilaufenden Potential der Vakuole E;, (Kap. 3.2.1), Spannungspulsprotokolle von -100 bis
+60 mV in 20 mV-Schritten fiir jeweils 2 s angelegt (Kap. 2.3.6, Abb. 2.3B). Die
Leitfahigkeitsmessungen wurden dazu bei einem niedrigen Calciumspiegel (Abb. 3.12, (0)),
sofort nach dem Anstieg (Abb. 3.12, (e)) und nach einer ldngeren Calcium-Abklingphase
(Abb. 3.12, (A)) durchgefiihrt.
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Abbildung 3.12. Aufzeichnung der Anderungen im cytosolischen Calciumspiegel von intakten
Wildtyp-Trichoblasten mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffes FURA-2. (A) prasentiert die Moment-
aufnahmen der FURA-2-Ratio-Anderungen wihrend des Anstiegs und Abfalls des cytosolischen
Calciumniveaus in einem Trichoblasten unter Verwendung von 20 mM FURA-2. Der Farbstoff wurde
iontophoretisch mittels einer single-barreled Elektrode ins Cytosol injiziert. Von links nach rechts
dargestellt sind: Durchlichtaufnahme eines Trichoblasten mit zwei intrazellularen Mikroelektroden,
FURA-2-Ratio vor dem Calciumanstieg (0), sofort nach dem kurzzeitigen Anstieg der cytosolischen
Calciumkonzentration (e) und nach einer kurzen Calcium-Abklingphase (A). Abbildung (B) zeigt einen
Ausschnitt des Fura-2-Ratio-Verlaufs Gber 25 Minuten, inklusive FURA-2-Beladung (gelber Balken),
wahrend die Symbole (0, e, A) den Zeitpunkt der angelegten Pulsprotokolle (-100 bis +60 mV)
wiedergeben.

Dadurch konnte beobachtet werden, dass die durch die Spannungsklemmtechnik
aufgezeichneten Strome der Trichoblasten (Abb. 3.13A) bei den einzelnen
Spannungsschritten zwischen -100 und +60 mV jeweils nahezu lineare Stromantworten
aufwiesen. Weiterhin konnte nach einem transienten Anstieg der cytosolischen

Calciumkonzentration (Abb. 3.12, (e)) auch eine VergroRBerung der Strome beobachtet
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werden (Abb. 3.13, (e)). Etwa 250s nach dem Rickgang des Calciumspiegels auf das
urspringliche Level waren die Stromstarken ebenfalls reduziert und lagen damit fast wieder

auf dem Ausgangsniveau (Abb. 3.12, 3.13, (4)).

A

Abbildung 3.13. Calcium-induzierte Strome in der Vakuole von intakten Trichoblasten. In (A) sind
reprasentative Ein- und Auswartsstrome einer Trichoblastenvakuole im Spannungsbereich von
-100 bis +60 mV, ausgehend vom Haltepotential, abgebildet. In Analogie zu Abbildung 3.12 geben die
Symbole den Zeitpunkt der applizierten Spannungspulse an: o/A = niedriger Calciumlevel, ® = kurz
nach dem Anstieg der Calciumkonzentration. Die in (B) aufgetragenen instantane Strom-
Spannungskennlinien sind in Abhangigkeit der durchschnittlichen Stromstarken (+ SE, n = 5) bei
+60 mV vor dem Calciumanstieg (A) aufgetragen worden. Bei den angegebenen Stromen und
Spannungen wurde die Vorzeichenkonvention fiir Endomembranen (Bertl et al., 1992) berlcksichtigt.

Zur statistischen Analyse (Abb. 3.13B) wurden die durchschnittlichen Stromstarken bei +60
mV als Referenzpunkt herangezogen und die anderen Stromantworten im Verhaltnis dazu

aufgetragen. Daraus ergab sich dann eine durch Calcium ausgeloste Zunahme der
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vakuolaren Membranleitfahigkeiten bei +60 mV von 1 (SE = 0,7, n = 5) auf 2,8 um. Bei
-100 mV vergroRerten sich die Strome von -1 auf ca. -2 (SE = 0,4, n = 5). Mit 1,4 (SE = 0,2,
n=5) und -1,3 (SE = 0,1, n = 5) erreichten die Strome 250 s nach dem temporaren Anstieg
des Calciumspiegels bei +60 mV fast wieder ihr Ausgangsniveau (Abb. 3.13B). Diese
Ergebnisse belegen, dass eine erhdhte cytosolische Calciumkonzentration unmittelbar zu
einer deutlichen Erhohung der vakuoldaren Leitfdahigkeiten bei gleichzeitig nahezu
unveranderten Umkehrpotentialen flhrt. Aufgrund dessen werden die Veranderungen in
den Stromamplituden wahrscheinlich durch Membranleitfahigkeiten fir die gleichen

lonenarten hervorgerufen.
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4. Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten die Auswirkungen von intrazelluldren pH-Wert-
Anderungen und die eines Oxidationsmittels auf die Pumpaktivitit der V-ATPase in A.
thaliana mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik elektrophysiologisch aufgeklart werden. Dariiber
hinaus konnten in vivo Studien an Wurzelrhizodermiszellen von A. thaliana Keimlingen eine
calciumabhdngige Regulation von vakuoldaren Membranleitfahigkeiten durch die
Kombination aus intrazellulairen Mikroelektroden und fluoreszenzmikroskopischen

Techniken nachweisen.

4.1. Die Protonenkopplungsrate der V-ATPase in Abhangigkeit von

luminalen pH-Werten

Bis Anfang der 1990er Jahre wurde fir die V-ATPase immer eine feste
Protonenkopplungsrate postuliert So wurde aufgrund der Enzymstruktur— mit drei
katalytischen ATP-Bindungsstellen und sechs protonenbindenden c-Untereinheiten — und
der evolutiondren Verwandtschaft zur F-ATPase angenommen, dass immer zwei Protonen
pro hydrolysiertem ATP aus dem Cytosol in das Vakuolenlumen gepumpt werden (Bennett
and Spanswick, 1984; Guern et al., 1989; Cross and Taiz, 1990; Schmidt and Briskin, 1993;
Miller and Taiz, 2002; Rienmiller et al.,, 2012). Spater wurde flir Beta vulgaris,
Saccharomyces cerevisiae und Citrus limon L. (var. Schaub Rough Lemon) postuliert, dass sich
die V-ATPase im Gegensatz zur Plasmamembran-H'-ATPase durch eine variable
Kopplungsrate flir den Protonentransport pro ATP auszeichnet (Briskin and Reynolds-
Niesman, 1991; Davies et al., 1994; Briskin et al., 1995; Yabe et al., 1999; Miller and Taiz,
2002; Kettner et al., 2003; Rienmdiiller et al., 2012). Es wurde angenommen, dass die
Variationen in der Protonentransportrate pro hydrolysiertem ATP sowohl durch die
Protonenkonzentration auf beiden Seiten der Vakuolenmembran, als auch durch das
Membranpotential beeinflusst werden wirden (Davies et al., 1994; Miller and Taiz, 2002;
Kettner et al., 2003). Diese Annahme wurde in der vorliegenden Arbeit an der V-ATPase von
tpoc1-2 Verlustmutanten von A.thaliana durch die in Kapitel 3.1.2 durchgefiihrten

Experimente Uberprift. Dazu wurde der vakuoldre pH-Wert verandert und mit Hilfe eines
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thermodynamischen Ansatzes die Protonenkopplungsrate berechnet (Kap. 2.6). Bei einem
luminalen pH-Wert von pH 7,5 konnte das zur Berechnung bendtigte Umkehrpotential bei
-94,5 mV (SE = 14.0 mV) erfasst werden. Bei einer Anderung der Protonenkonzentration von
pH 7,5 auf 6,5 ergab sich eine Verschiebung des Umkehrpotentials auf -67,5 mV (SE =
10,6 mV). Bei einer weiteren Erhohung der Protonenkonzentration (pHyac = 5,5) konnte
abschlieend ein Umkehrpotential von -49,6 mV (SE = 3,9 mV) ermittelt werden (Rienmiiller
et al.,, 2012). Demzufolge konnte bei einer schrittweisen Ansduerung des Vakuolenlumens
aufgrund der theoretischen Grundlagen zur Berechnung der Protonenkopplungsrate aus
Kapitel 2.6, jeweils eine Reduzierung der Protonenkopplungsrate um rund ein Viertel
berechnet werden: r. 75,65 = 0,75 £ 0,17; r. 65555 = 0,75 = 0,08. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit konnte dadurch herausgearbeitet werden, dass die Ansduerung des
Vakuolenlumens um zwei pH-Einheiten eine Abnahme der transportierten Protonen pro
hydrolysiertem ATP-Molekiil um rund 50% bewirkt (Rienmdller et al., 2012).

In Analogie zur V-ATPase in B. vulgaris, S. cerevisiae und C. limon L. (Davies et al., 1994;
Midller and Taiz, 2002; Kettner et al., 2003) ist somit bewiesen worden, dass die V-ATPase
auch in A. thaliana Mesophyllvakuolen durch eine pH-abhangige, variable Kopplungsrate
charakterisiert ist (Rienmiiller et al., 2012). Weiterhin konnte in Ubereinstimmung mit den
Daten der vakuoldren ATPasen von B. vulgaris und S. cerevisiae fir A. thaliana ebenfalls eine
Reduzierung der Kopplungsraten bei einer Ansauerung des Vakuolenlumens beobachtet
werden (Davies et al., 1994; Kettner et al., 2003; Rienmidiller et al., 2012). Im Vergleich mit
der Protonenpumpe in S. cerevisiae wurden in Arabidopsis dhnliche prozentuale Rickgange
beobachtet, wahrend in B. vulgaris nur sehr geringe Reduktionen ermittelt wurden.
Aufgrund der sehr unterschiedlichen experimentellen Bedingungen, in Bezug auf die pH-
Werte und Losungsbedingungen, ist allerdings nur ein tendenzieller Vergleich moglich.

Der Vorteil einer variablen Kopplungsrate im Vergleich zu einer festen Anzahl an
Protonen/ATP besteht darin, dass das Enzym flexibel auf Veranderungen der intrazellularen
Protonenkonzentrationen reagieren kann. Dadurch wird es der Protonenpumpe gestattet
ihre Aktivitdat entsprechend den physiologischen Umstanden anzupassen. Eine mogliche
Erklarung fir diese Variabilitat besteht darin, dass nicht alle am c-Ring gebundenen Protonen
bei einer vollstanden Drehung ins Vakuolenlumen entlassen werden missen (Miller and
Taiz, 2002; Kettner et al., 2003; Rienmdiiller et al., 2012). Das wiirde bedeuten, dass mit einer

zunehmenden Ansduerung des vakuoldaren Lumens weniger Protonen vom c-Ring
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dissoziieren als zum Beispiel bei einem neutralen pH-Wert (Kettner et al., 2003; Rienmdiller
et al., 2012). Ein weiteres Indiz flir die flexible Kopplungsrate kdnnte das geringe
Membranpotential von ca. -30 mV am Tonoplasten sein, wahrend an der Plasmamembran
ein Potential von ca. 110-150 mV besteht (Blatt, 1992; Lohse, G., and Hedrich, 1992;
Bethmann et al., 1995; Walker et al., 1996; Martinoia et al., 2007; Buch-Pedersen et al.,
2009; Hedrich, 2012). Dies spricht dafiir, dass die V-ATPase die Hydrolyse-Energie von einem
ATP flr den Transport von mehreren Protonen verwenden kann. Dies steht im Gegensatz zur
1:1-Stéchiometrie (H"/ATP) der Plasmamembran-ATPase, die dafiir die Uberwindung eines
hoheren elektrischen Gradienten erlaubt (Cross and Taiz, 1990; Briskin and Hanson, 1992
Briskin et al., 1995). Aufgrund der hoheren Kopplungsrate scheint die vakuoldre ATPase
deshalb evolutiondar auch mehr mit einer ATP-Synthase verwandt zu sein (Cross and Taiz,
1990; Cross and Miiller, 2004; Rienmidiller et al., 2012). Diese ahneln sich in der Struktur als
rotierender Motor und Multi-Untereinheiten-Enzym. lhre jeweilige Funktion ist im Prinzip —
in Analogie zu F-ATPase in Bakterien — auch reversibel (Cross and Taiz, 1990; Gambale et al.,
1994; Grabe et al., 2000; Beyenbach and Wieczorek, 2006). Diese Reversibilitdt konnte fir
die V-ATPase auch schon unter einem entsprechenden pH-Gradienten und dem Einsatz von
ADP und P; als Substrat gezeigt werden (Gambale et al., 1994). Dadurch wird gleichzeitig
auch eine Erklarung fir die negativen Protonenstrome, bei Spannungen negativer als die
jeweiligen Umkehrpotentiale, in Abbildung 3.2 geliefert. Die Protonen kdénnten in diesem Fall
durch die stark negativen Spannungen in umgekehrter Richtung durch die V-ATPase in das
Cytosol ,gepresst” werden, was aber nicht zwangsldufig bedeuten muss, dass auch ATP
erzeugt wird. Dazu missten mit ADP und P; auch die benétigten Substrate in ausreichender
Konzentration — bei den beobachteten Stromstarken vermutlich in der GréRenordnung von
mehreren Millimolar — vorliegen (vgl. Gambale et al.,, 1994). Da unter den verwendeten
Losungs- und Versuchsbedingungen (Kap. 3.1.2) kein ADP bzw. P; extern zugesetzt wurde,
konnten diese (i) durch die Pumpaktivitdit und der damit verbundenen ATP-Hydrolyse am
Enzym entstanden sein. Wegen der stindigen Perfusion von ATP erscheint eine solche
Anreicherung beider Stoffe in der notwendigen GrofRenordnung jedoch nicht realistisch. (ii)
Aufgrund von durch den Hersteller nicht ausgewiesene Verunreinigungen des verwendeten
ATPs konnten ADP und P; in der Losung ebenfalls theoretisch vorhanden sein, was in den

oben angesprochenen, notwendigen Konzentrationen aber ebenfalls als unwahrscheinlich
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erscheint. Deshalb kann angenommen werden, dass keine ATP-Erzeugung durch die V-
ATPase unter den gegebenen Bedingungen stattfindet.

Ein Nachteil der groBen Anzahl an transportierten Protonen pro ATP liegt darin, dass schon
ein kleiner elektrischer Gradient die Pumpaktivitat negativ beeinflussen kann (Pittman, 2012;
Rienmiiller et al., 2012). Im Prinzip wird die Hydrolyseenergie fiir den Transport einer
groReren Anzahl an Protonen aufgebracht und somit stehen keine Energiereserven zur
Verfliigung, um ein stdrkeres elektrisches Feld zu (berwinden. Dies ist der Tatsache
geschuldet, dass dieser elektrische Gradient schon wahrend der ersten Sekunden des
Protonentransportes aufgebaut wird, wahrend sich der pH-Gradient erst nach mehreren
Minuten etabliert (Muller and Taiz, 2002). Dadurch ist die Erzeugung eines grofReren pH-
Gradienten fir sekundar-aktive Transportproteine eigentlich nur moglich, wenn das
elektrische Feld sofort von anderen Transportprozessen neutralisiert wird (Pittman, 2012).
Dies konnten sowohl Protonen-gekoppelte Transporter wie NHX, CHX oder CLC (Kap. 1.4.3),
oder auch eine Art ,,Protonenkurzschluss” durch die V-ATPase ermdglichen (Rienmiiller et
al.,, 2012). Allerdings wirde dadurch auch der bendtigte Protonengradient sofort wieder
abgebaut werden. Das elektrische Feld konnte deshalb zusatzlich oder alternativ von einem
Kationenausstrom aus der Vakuole oder einem Anioneinstrom neutralisiert werden (Kap.
1.4.3), wie er zum Beispiel von TPC-, TPK- oder ALMT-Kandlen vermittelt werden konnte
(Hedrich and Marten, 2011; Meyer et al., 2011; Pittman, 2012; Rienmdiller et al., 2012; De
Angeli et al., 2013). Aufgrund der Tatsache, dass es bei den hier durchgefihrten
Experimenten keine Anzeichen dafiir gibt, dass die V-ATPase selbst flir einen solchen
Ladungsausgleich oder ,,Protonenkurzschluss” sorgt, liegt die Schlussfolgerung nahe, dass die
V-ATPase thermodynamisch sehr eng mit den anderen Transportprozessen in der

Vakuolenmembran verknlpft sein muss (Rienmdiiller et al., 2012).

4.2 pH-abhangige Parameter der V-ATPase-Aktivitat

Aufgrund der beobachteten pH-Abhangigkeit der Protonenkopplungsrate der V-ATPase (Kap.
4.1) wurde in weiterflihrenden Untersuchungen in Mesophyllvakuolen (Col-0) die
Abhdngigkeit der V-ATPase-Pumpaktivitdit von cytosolischen und vakuoldren

Protonenkonzentrationen weiter aufgeklart (Rienmiller et al.,, 2012). Die hierzu bei einer
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ATP-Konzentration von 5 mM erfassten Gleichgewichtsstrome (Kap. 3.1.3) sind in der

folgenden Tabelle zusammengefasst.

Tabelle 4.1. Maximale ATP-induzierte Protonenstromdichten bei verschiedenen pH-Bedingungen.
Dargestellt sind die maximalen Stromantworten aus Kapitel 3.1.3 (Abb. 3.3B), die nach der
Applikation von 5 mM ATP bei unterschiedlichen cytosolischen und vakuoldaren pH-Werten
aufgezeichnet und auf die Membrankapazitat normiert wurden.

PHcyt/PHyac Al/Cr [pA/pF]
5,5/7,5 3,2+0,1
7,5/7,5 2,4+0,1
7,5/9,5 2,2+0,8
7,5/5,5 1,8+0,4
9,5/7,5 0,3+0,1

Anhand der gemessenen, ATP-induzierten Stréme konnte beobachtet werden, dass bei
einem konstanten cytosolischen pH-Wert von 7,5 die Anderung des pH-Wertes in der
Vakuole von 7,5 zu 5,5 bzw. zu 9,5 nur zu sehr geringfligigen Abweichungen der
Protonenstrome von fiihrte, obwohl die V-ATPase hier ohne, gegen oder mit einem
Protonengradienten arbeiten musste und damit sehr unterschiedlichen thermodynamischen
Bedingungen ausgesetzt waren (Abb.3.3, Rienmiiller et al., 2012). Zusatzlich wurde die
Pumpkapazitat auch bei absolut unphysiologischen cytosolischen pH-Werten von 9,5 und 5,5
ermittelt, um die Grenzen der V-ATPase-Aktivitdt auszuloten (Rienmdller et al., 2012). Aus
der Anderung von PHey: = 7,5 (bei pHyac = 7,5) zu 9,5 resultierte eine starke Abnahme der
Pumpstrome (Tab. 4.1, Abb. 3.3B). Obwohl hier der gleiche Protonengradient wie bei pHy =
7,5/pHvac = 5,5 herrschte, waren die Pumpstrome deutlich verkleinert. Dieser Effekt kdnnte
auf einer deutlich reduzierten Protonenverfligbarkeit im Cytosol beruhen. Bei Bedingungen,
die mit pHeye = 5,5/pHvac = 7,5 kontrér zu den physiologischen waren, ist die Stromdichte etwa
doppelt so groB wie bei pHet = 7,5/pHvac = 5,5 (Abb.3.3B; Rienmiiller et al., 2012). Daraus
lasst sich schlieRen, dass die Pumpstrome grofRer werden wenn die Protonenverfligbarkeit
im Cytosol ansteigt. Betrachtet man die Bedingungen, bei denen jeweils ein cytosolischer
pH-Wert von 7,5 verwendet wurde fallt zusatzlich auf, dass trotz der Variation der

vakuoldren pH-Werte und eine damit verbundene Richtungsidnderung des pH-Gradienten,
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die Pumpstromdichten bei allen drei pH-Konstellationen anndhernd gleich waren (Tab. 4.1).
Hinsichtlich der Pumpaktivitdt hat der cytosolische pH-Wert deshalb einen grofReren
regulatorischen Einfluss auf die V-ATPase als der vakuolare pH-Wert.

Da die Variationen in den Pumpstromstarken alleine durch unterschiedliche pH-
Konstellationen, Protonenverfiigbarkeit und Protonengradienten nicht hinreichend erklart
werden konnten, wurde der Einfluss des pH-Wertes auf die ATP-Affinitat (K,) und die
maximale Protonentransportkapazitdt (vmax) der V-ATPase im Detail untersucht (Rienmdller
et al., 2012). Zu diesem Zweck wurde der ATP-Dosis-Effekt auf die Pumpstrom-Amplituden
bei einem symmetrischen pH-Wert von 7,5, bei einem physiologischen und einem
invertierten pH-Gradienten ermittelt (Kap. 3.1.4). Um einen umfassenden Vergleich der K-
und vmax-Werte zu ermoglichen, wurde zusatzlich eine Dosis-Effekt-Kurve herangezogen, die
bei einem symmetrischem pH-Wert von 5,5 und ATP-Konzentrationen von 0,25 bis 10 mM
von A.Schulz im Rahmen seiner Dissertation erstellt wurde (aus der Dissertation von
Alexander Schulz, Universitat Wiirzburg 2012, Kap. 3.2, Abb. 3.1 und Rienmidiller et al., 2012).
Unter diesen pH-Bedingungen (Kap. 2.2.1.4, SBL2-pH 5,5/ SPL2-pH 5,5) konnte zwischen 0,05
und 0,1 mM ATP ein sehr steiler, linearer Anstieg verzeichnet werden, der schon ab 0,5 mM
ATP eine Stromsattigung erreichte (Abb. 4.1). Die Interpolation der Sattigungskurve mit einer
Michaelis-Menten-Funktion ergab eine maximale Protonentransportkapazitdt von vpay = 1,3
pA/pF und eine ATP-Affinitdit von K, = 0,04 mM (Rienmiller et al., 2012). Aus der
Gegenliberstellung der erzielten Parameter (Kap. 3.1.4, Tab. 4.2) wird ersichtlich, dass sich
die Werte fiir die maximale Transportkapazitat vmax unter den Bedingungen pHeyt = 5,5/pHyac
= 5,5 und pHet = 7,5/pHvac = 5,5 nur wenig voneinander unterscheiden. Im Gegensatz dazu
zeigt der Vergleich der symmetrischen pH-Konstellation von 5,5 mit pHet = 5,5/pHvac = 7,5
einen fast viermal so hohen v.-Wert und eine ca. 70-fache Differenz bei den K,-Werten
(siehe Tab. 4.2). Anderungen der cytosolischen Protonenkonzentration um das 100-fache
bewirkten dagegen nur eine 10- oder 20-fache Abweichung des K,-Wertes bei vakuolaren
pH-Werten von 5,5 oder 7,5 (Rienmiiller et al., 2012). Die Ergebnisse aus Kapitel 3.1.3 und
3.1.4 belegen, dass die luminale Ansdauerung einen wesentlich starkeren Effekt auf vi.x und

Km bei einem cytosolischen pH-Wert von 5,5 als bei pH 7,5 hat.
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Abbildung 4.1. Vergleich der V-ATPase-Pumpstromdichten bei verschiedenen ATP-Konzentrationen
und symmetrischen pH-Werten von 7,5 oder 5,5 in Wildtyp-Mesophyllvakuolen. Die ATPase-
Auswartsstrome wurden gegen die unterschiedlichen ATP-Konzentrationen aufgetragen und mit
einer Michaelis-Menten-Funktion interpoliert. Die schwarzen Vierecksymbole reprasentieren die
Mittelwerte (+ SE) der ATP-induzierten Stromamplituden bei der Verwendung von 0,25 mM bis 10
mM ATP bei pH 7,5 (Kap. 3.1.4). Die weilRen Vierecksymbole zeigen die Mittelwerte (von links n =5,
5,4, 5, 3 und 5) der Strome fir 0,05 bis 10 mM ATP bei einem pH-Wert von 5,5. Die Interpolation
ergab fur vy = 1,3 pA/pF (PH7,5¢t/7,5vac = 2,8pA/pF) und fir K, = 0,04 mM (pH7,5¢t/7,5vac = 0,3
mM). Die Daten fir pH 5.5./5.5,.c wurde von Alexander Schulz erhoben (Dissertation, Universitat
Wirzburg 2012; aus Rienmiiller et al., 2012).

Tabelle 4.2. ATP-Abhdngigkeit der V-ATPase-Pumpstrome unter verschiedenen pH-Bedingungen.
Vimax- und K,-Werte wurde mittels einer Michaelis-Menten-Funktion durch die Interpolation der
Datenpunkte in den Abbildungen 3.4-3.6 (Kap. 3.1.4) bestimmt.

PHeyt/PHvac Vmax [PA/pF] Km [mM]
7,5/7,5 2,8 0,3
7,5/5,5 1,7 0,8
9,5/7,5 0,3 -~
5,5/7,5 4,9 2,9
7,5/9,5 2.0 _
5,5/5,5 1,3 0,04

Das bedeutet, dass die V-ATPase bei einem pH-Wert von 5,5 in der Vakuole eine hohe
Affinitat far ATP besitzt (Rienmiller et al., 2012). Dadurch kann die Pumpe schnell die
maximale Pumpkapazitat erreichen. Diese Eigenschaft der V-ATPase ermoéglicht der Zelle

eine schnellen Anpassung oder Wiederherstellung des physiologischen pH-Wertes zum
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Beispiel bei einer cytosolischen Ansauerung (Rienmiiller et al., 2012). Die V-ATPase gleicht
daher einem flexiblen molekularen Motor, der je nach Bedarf eine unterschiedliche Anzahl

an Protonen Uber die Vakuolenmembran transportieren kann.

4.2.1 Entwicklung eines qualitativen Modells der V-ATPase Pumpaktivitat

unter Beriicksichtigung der ermittelten K- und v,,,,- Werte

Um ein tieferes Verstandnis der V-ATPase-Funktion zu erzielen, wurde unter
Berlicksichtigung der ermittelten vna- und K,-Werte der hier untersuchten Bedingungen ein
einfaches mechanistisches Modell (Abb. 4.2; Rienmdiiller et al., 2012) fiir den Pumpzyklus von

Prof. Dr. Ingo Dreyer (Universidad Politecnica, Madrid, Spanien) erstellt.

ATP - ADP +Pi

Ky K, ks
- > -

Pump + c[Hcyt] < Heye: Pump < Pump: Hy,c < Pump + c[Hy,c]
ky ky ks

Abbildung 4.2. Einfaches mechanistisches Schema des V-ATPase Pumpzyklus. H..: Pump =
Protonen, die mit der V-ATPase auf cytosolischer Seite assoziiert sind. H,,.: Pump = Protonen, die
vom Pumpenzym ins Vakuolenlumen transportiert werden. Die Konstanten k;, k;°, ks, k2* k3 und k3’
geben die Reaktionsraten an (aus Rienmiiller et al., 2012).

In diesem Zyklus werden die Protonen auf cytosolischer Seite mit dem Pumpprotein
assoziiert (H,: Pump) und dann unter Ausnutzung der ATP-Hydrolyseenergie in das
Vakuolenlumen transportiert (H,,.: Pump). Dort dissoziieren die Protonen dann wieder vom
Pumpprotein (Rienmiiller et al., 2012). Dieser Zyklus ist im Prinzip auch reversibel. Dadurch
kann umgekehrt ATP unter Ausnutzung eines Protonengradienten und beim Vorhandensein
entsprechender Substrate durch die V-ATPase erzeugt werden (Gambale et al., 1994;
Rienmdiller et al., 2012). Fir die mathematische Uberpriifung der pH-Abhingigkeit der
Reaktionsraten-Konstanten ki, k;°, k», k»*, ks und/oder k3“im Rahmen der Modellentwicklung

wurde zuerst die Hypothese aufgestellt, das all diese Konstanten pH-unabhangig sind. Im

91



Diskussion

Rahmen einer mathematischen Beweisfiihrung (siehe Appendix in Rienmdiller et al., 2012)
hat Prof. Dreyer daraufhin gezeigt, dass die V-ATPase unter den gegebenen experimentellen
Bedingungen vorzugsweise Protonen vom Cytosol in die Vakuole transportiert. Dies kann
allerdings nur geschehen, wenn mindestens eine der Reaktionsraten-Konstanten pH-
abhangig ist. Die anfanglich aufgestellte Hypothese der pH-Unabhangigkeit der
Reaktionsraten-Konstanten wurde damit widerlegt (Rienmdiller et al., 2012).

Aufgrund der physiologischen Grenzen des hier verwendeten pflanzlichen Systems konnten
nur wenige Messwerte flr die Pumpaktivitdit der V-ATPase unter extremen,
unphysiologischen pH-Bedingungen erhoben werden, die fir die Berechnung eines
umfangreicheren Modells jedoch notwendig gewesen waren (Rienmdiller et al., 2012). Damit
waren keine zuverldssigen Vorhersagen fiir die freien Parameter des Modells moglich.
Allerdings konnte zumindest eine qualitative Interpretation des Modells vorgenommen
werden (Rienmiiller et al., 2012). Dazu wurden die im Kapitel 3.1.4 durch die Interpolation
einer Michaelis-Menten-Funktion ermittelten K,-Werte in einer dreidimensionalen Grafik
(Abb. 4.3) aufgetragen. Die Grafik ermoglicht die Voraussage der ATP-Affinitat der V-ATPase
bei unterschiedlichen pH-Konstellationen. Ausgehend von physiologischen pH-Bedingungen
(pPHeyt = 7,5/pHyac = 5,5) fihrte die Erhéhung des vakuoldren pH-Wertes um zwei pH-
Einheiten zu einer Abnahme des K,,-Wertes von 0,8 mM auf 0,3 mM (Rienmiiller et al.,
2012). Unter der Annahme, es gdabe pH-unabhidngige Konstanten im Modell, kénnte eine
solche Reduzierung des K,-Wertes aufgrund einer verringerten Protonenkonzentration im
Vakuolenlumen nur erklart werden, wenn k;* > k3 ware (Rienmiiller et al., 2012). Ansonsten
misste der K,,-Wert unter diesen Bedingungen konstant sein (k; = k3) oder zunehmen (k;” <
ks). Die Beziehung k;* > ks ware allerdings widersprichlich zum gréBer werdenden K,-Wert
bei einer Anderung des symmetrischen pH-Wertes von 5,5 zu PHyt = 5,5/pHvac = 7,5
(Rienmiller et al., 2012). Wenn k;“ > k3 Gliltigkeit hatte, misste der K,-Wert eigentlich
kleiner werden (siehe Appendix in Rienmiiller et al., 2012). Dadurch kann erneut bestatigt
werden, dass die anfangliche Hypothese, nach der alle Reaktionsraten-Konstanten (ky, k;°, k>,

k>’ k3 und k3‘) pH-unabhéangig sind, falsch ist (Rienmiiller et al., 2012).

92



Diskussion

W] S

Abbildung 4.3. pH-Abhangigkeit des K.,-Wertes. Dreidimensionale Auftragung der pH-abhangigen
K.-Werte (graue kreise) der Protonenpumpe aus Kapitel 3.1.4. Die spharische Oberflache wurde zur
besseren Ubersicht der raumlichen Positionen der K.,-Werte iiberlagert. Die x-Achse beschreibt dabei
die cytosolischen pH-Werte, wahrend die y-Achse die vakuoldren pH-Bedingungen angibt. Auf der
Z-Achse sind die Konzentrationen der K.,-Werte aufgetragen (erstellt von Prof. Dr. Ingo Dreyer,
Universidad Politecnica, Madrid, Spanien; aus Rienmdiller et al., 2012).

Um die unterschiedlichen Ergebnisse aus Kapitel 3.1.4 trotz der wenigen Messergebnisse fiir
extreme pH-Bedingungen dennoch miteinander in Einklang bringen zu kénnen, muss
folgende Voraussetzung erflllt sein: k;* wird durch eine Abnahme des cytosolischen pH-
Wertes kleiner (und/oder k; nimmt zu), wahrend k3 durch eine VergroBerung des vakuolaren
pH-Wertes zunimmt (und/oder k3 abnimmt). Physiologisch kénnen die Anderungen der
Konstanten k;* (k;) und k3 (k3*) aufgrund von pH-Veranderungen im Cytosol bzw.
Vakuolenlumen Folgendes bedeuten (Rienmiiller et al., 2012): Die V-ATPase ist in der Lage,
cytosolische und vakuoldre pH-Werte, zum Beispiel durch die Protonierung des Enzyms,
festzustellen. Dadurch ist die Dissoziation der transportierten Protonen grofRer, wenn der
pH-Wert in der Umgebung der Pumpe alkalischer wird, wahrend bei einer hdheren
Protonenkonzentration in der Umgebung des Enzyms die Dissoziation der transportierten
Protonen geringer ausfallt (Rienmiiller et al., 2012).

Die genauere Betrachtung der pH-Abhdngigkeit offenbart noch weitere komplexe
Regulationen der V-ATPase durch cytosolische und vakuoldre pH-Werte. So konnte ebenfalls

beobachtet werden, dass solange sich die cytosolische Protonenkonzentration im
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physiologischen Rahmen bewegte (z.B. bei pH 7,5), Abweichungen im vakuoldren pH-Wert
nur geringe Auswirkungen auf die Kn- und vpn.-Werte haben, wahrend dagegen die
Kopplungsrate um 25% pro reduzierter pH-Einheit sinkt (Abb. 3.2; Rienmdiiller et al., 2012).
Bei einer Ansaduerung des Cytosols (z.B. auf pH 5,5) dagegen hatten Veranderungen der
vakuoldren Protonenkonzentration enorme Auswirkungen auf die K,- und vpy.-Werte.
Anhand dieser Ergebnisse kann daher die Hypothese aufgestellt werden, dass der
cytosolische pH-Wert kontrolliert, wie stark sich pH-Veranderungen in der Vakuole auf die V-
ATPase-Funktion auswirken (Rienmiiller et al., 2012). Uberraschenderweise zeigte sich, dass
Abweichungen des vakuolaren pH-Wertes wesentlich stirkere Auswirkungen auf die
Bindungsaffinitat der cytosolischen ATP-Bindungsstellen des Enzyms haben kdnnen, als die
Veranderungen des pHs auf der cytosolischen Membranseite (Tab. 4.2). D.h. die vakuolaren
pH-Werte beeinflussen auch die ATP-Bindungsstellen im Vi-Komplex auf der cytosolischen
Seite, die immerhin 10 nm weit weg sind (Rienmiller et al., 2012). Das bedeutet, dass
Anderungen in der Protonenkonzentration — unerheblich auf welcher Membranseite diese
vorkommen — das ganze Membran-durchquerende Enzym beeinflussen und dadurch auch
auf die jeweilige andere Membranseite des Proteins weitergegeben werden koénnen
(Rienmdller et al., 2012). In diesem Zusammenhang ist deshalb auch erwahnenswert, dass
erst kiirzlich gezeigt werden konnte, dass die lysosomale V-ATPase in menschlichen Zellen
eine Anhaufung von Aminosauren im Inneren des Lysosoms an die Aulienseiten melden
kann (Zoncu et al., 2011).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die vorherrschenden Protonenkonzentrationen
auf beiden Seiten des Tonoplasten die Funktion der V-ATPase durch einen
Riickkopplungsmechanismus beeinflussen (Rienmiiller et al., 2012). Im Falle eines niedrigen
Protonengradienten arbeitet die Pumpe dabei an ihrem physiologischen Limit und
transportiert so viele Protonen wie moglich tGber die Membran in die Vakuole. Wenn der
Protonenkonzentrationsgradient liber der Membran aber groRer wird, wiirde die V-ATPase
Gefahr laufen, in umgekehrter Richtung zu arbeiten (Gambale et al., 1994; Rienmdiiller et al.,
2012). Eine pH-abhangige, reduzierte Dissoziation der Protonen vom c-Ring wirde dann
verhindern, dass die V-ATPase — aufgrund sich verandernder physiologischer Bedingungen —
unplanmaRig zur ATP-Synthase umfunktioniert wird (Muller et al., 1999; Rienmiiller et al.,
2012). Dieser Riickkopplungsmechanismus versetzt die Protonenpumpe deshalb in die Lage,

in einem fein regulierten Umfeld aus Transport-, Pump-, und Kanalproteinen effizient zu
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agieren (Rienmduller et al., 2012). Diese Theorie kann anhand eines Beispiels zusatzlich
untermauert werden. So kann die V-ATPase in den Friichten von Citrus limon L., obwohl
wahrend der Fruchtreife der luminale pH-Wert von 6,5 zu 2,2 abnimmt, weiterhin Protonen
in die Vakuole transportieren (Miller et al., 1996, 1997). Die Pumpe in den Friichten von C.
limon weist zwar einige zusatzliche Besonderheiten im Vergleich zu A. thaliana auf (z.B.
weniger sensitiv gegeniber Inhibitoren und Regulatoren), dennoch erlaubt vermutlich erst
die variable Reduzierung der Kopplungsrate auf ein Proton pro ATP diese starke Ansduerung
(Muller and Taiz, 2002). Das kdonnte daran liegen, dass eine reduzierte Kopplungsrate aus
Griinden der Thermodynamik die Uberwindung eines groReren elektrochemischen
Gradienten bei gleichbleibender Hydrolyseenergie ermdglicht (Cross and Taiz, 1990;
Ratajczak, 2000) und gleichzeitig die stindige Gefahr fir die Pumpe als ATP-Synthase

arbeiten zu mussen eliminiert wird.

4.3 Redox-Regulation der V-ATPase-Pumpaktivitat

Die Kontrolle der V-ATPase-Aktivitat in Abhangigkeit von intrazellularen Bedingungen und
dulleren Umweltfaktoren ist eine wichtige Voraussetzung fir eine funktionierende
Zellhomoostase (Seidel et al., 2012; Kap. 1.4.2.1) Eine weitere Moglichkeit der Regulation
der Transportaktivitat ist neben den intrazellularen pH-Werten die reversible Redox-
Kontrolle des Pumpenzyms (Hager and Lanz, 1989; Davies et al., 1994; Dschida and Bowman,
1995; Dietz et al., 2001; Tavakoli et al., 2001; Rienmdller et al., 2012; Seidel et al., 2012). So
konnen verschiedene Oxidationsmittel die V-ATPase reversibel inaktivieren, wéahrend
Reduktionsmittel die Pumpe wieder aktivieren (Hager and Lanz, 1989; Feng and Forgac,
1992b; Dschida and Bowman, 1995; Seidel et al., 2012). Da bereits bekannt war, dass
intramolekulare Disulfidbriicken zwischen drei hochkonservierten Cysteinresten an den
Positionen 256, 279 und 535 in der Untereinheit VHA-A in A. thaliana in diesem
Zusammenhang vermutlich eine wichtige Rolle spielen, wurde die posttranslationale
Veranderung des Redoxzustandes der Protonenpumpe untersucht (Feng and Forgac, 19923,
1992b; Feng and Forgac, 1994; Forgac, 1999; Seidel et al., 2012). Die in Kapitel 3.1.5
durchgeflhrten Patch-Clamp-Experimente  zeigen, dass die  durchschnittliche
Pumpstromdichte im Wildtyp durch die Applikation des Oxidationsmittels um 32%, im
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Vergleich zum reinen ATP-Strom zurickging, wahrend die Strome der C535-Mutante durch
H,O, um 36% reduziert wurden. Bei der C256-Mutante war das Stromniveau durch die
Anwesenheit des Oxidationsmittels um 17% verringert (Seidel et al., 2012). Bei den
Messungen wurde dariiber hinaus festgestellt, dass in beiden verwendeten Mutanten die
Pumpstrome der V-ATPase schon beim ausschlief3lichen Einsatz von ATP von vornherein im
Vergleich zu Col-0 um ca. 40% deutlich vermindert waren. Das war insofern ungewdhnlich,
da vorausgegangene biochemische Messungen der ATPase-Hydrolyse Aktivitat von T. Seidel
und Mitarbeitern (2012) keinen Unterschied zwischen Wildtyp und den Mutanten zeigten.
Dort wurde erst in Anwesenheit von 2 mM H,0, in Wildtyp und €535 eine um ca. die Halfte
verringerte ATP-Hydrolyse nachgewiesen, gleichzeitig konnte bei C256 nur ein minimaler
Riickgang beobachtet werden (Seidel et al.,, 2012). Die ermittelten, deutlich verringerten
Pumpstrome bei gleichbleibender ATP-Hydrolyse-Aktivitdt zeigen, dass bei konstanter
Pumpproteindichte (die unveranderte Hydrolyserate aus Seidel et al. (2012) weist darauf
hin) in der Membran der Austausch der Cysteinreste gegen Serin die Protonentranslokation
beeinflusst haben konnte. So kann eine Reduzierung der Protonenstrome bei
gleichbleibender Hydrolyse-Aktivitdt durch eine Verminderung der Protonen/ATP-
Kopplungsrate in den beiden Mutanten erklart werden (Seidel et al., 2012). Das wiirde
bedeuten, dass sich die Mutation von Cystein zu Serin und der damit verbundene Wegfall
der Disulfidbriicken in der Untereinheit VHA-A im V;-Komplex anscheinend stark auf den
Protonenpumpmechanismus im V,-Komplex auswirkt, da die ATP-Hydrolyse unverandert
bleibt. Parallel dazu fiihrte die beobachtete, weitaus starkere Reduktion der Pumpstrome in
C535S (mit 36% leicht groBer wie im Wildtyp) — im Vergleich zu C256S (17%)— zu dem
Schluss, dass in letzterer Mutante nur eine sehr schwache Inhibierung durch H,O, vorlag.
Schlussendlich zeigen die hier ermittelten Daten im Kontext der Arbeit von Seidel und
Mitarbeitern (2012), dass die oxidative Inhibierung in A. thaliana nicht auf der Bildung von
intramolekularen Disulfidbriicken bei Cys535 in der Untereinheit VHA-A beruht, da der
Austausch gegen einen Serinrest trotzdem zu reduzierten Stromen fihrte (Seidel et al.,
2012). Dadurch, dass die C2565-Mutante durch die Anderung von Cystein zu Serin nur
minimal von der Hemmung betroffen war, sind im Umkehrschluss Disulfidbriicken an Cys**®
fir die oxidative Inhibierung notwendig (Seidel et al.,, 2012). Zusatzlich scheint die
Ausbildung der Disulfidbriicken zwischen den Aminosduresten an der Position 535 und 256

direkte Auswirkungen auf die Kopplungsrate der V-ATPase zu haben. Die physiologische
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Bedeutung einer reversiblen Redox-Regulation der Protonenpumpe kdnnte darin bestehen,
dass zum Beispiel bei biotischen oder abiotischen Stress (H,0, fungiert in Pflanzen dabei in
geringen Konzentrationen als Signalmolekil) eine kurzfristige Veranderung der
Energetisierung der Vakuolenmembran oder Alkalisierung des Vakuolenlumens notwendig
werden koénnte (Gill and Tuteja, 2010; Seidel et al.,, 2012). Dies wiirde dann durch eine
Anderung der V-ATPase-Aktivitit bewirkt werden (Hager and Lanz, 1989; Dschida and
Bowman, 1995; Merzendorfer et al., 1997; Dietz et al., 2001; Tavakoli et al., 2001; Nishi and
Forgac, 2002; Gill and Tuteja, 2010; Seidel et al., 2012). Allerdings konnte die Bedeutung
dieser Redox-Regulation fiir die Physiologie in vivo bisher nicht konkret bestimmt werden
und bedarf deshalb weiterer Aufklarung (Seidel et al., 2012). Die hier erhaltenen Daten
ergeben aber einen weiteren Anhaltspunkt, durch welche Prozesse die duRRerst komplexe
Regulation der V-ATPase gesteuert werden kénnte. Eine Redox-gesteuerte Anderung der
Kopplungsrate ware, neben der vom pH-Wert gesteuerten, folglich eine weitere
Anpassungsmoglichkeit der Pumpe zur Regulation des Protonen/ATP-Transportverhaltnisses.
Weiterfihrende Experimente zur Spannungsabhangigkeit der beiden verwendeten V-
ATPase-Mutanten unter den in Kapitel 3.1.2 angewandten pH-Konditionen, kdnnten deshalb
ein noch besseres Verstandnis flir die Mechanismen der Protonenkopplungsrate erreichen.
In Kombination mit weiteren Experimenten zur Transportkapazitdt und ATP-Affinitat konnte
dann ein noch umfangreicheres Modell zur V-ATPase-Aktivitat entwickelt werden, das in

Zukunft noch genauere Vorhersagen zur Aktivitat der Protonenpumpe ermoglicht.

4.4 Calciuminduzierte Veranderungen in der Leitfdhigkeit der

Vakuolenmembran in intakten Trichoblasten in vivo

Der zweite Teil der vorliegenden Arbeit befasste sich mit der elektrophysiologischen Unter-
suchung von Membranleitfahigkeiten in Wurzelrhizodermisvakuolen von intakten A. thaliana
Keimlingen mit Hilfe intrazellularer Mikroelektroden. Anhand der in Kapitel 3.2.2
durchgefiihrten Experimente konnte gezeigt werden, dass nach dem Einstich einer double-
barreled Elektrode die instantane Stromkomponente der vakuoldren Leitfdahigkeiten bei
einer Spannung von +60 mV bereits nach 20 s abfielen und nach 220 s um fast 50% reduziert

waren. Im Gegensatz dazu war bei -80 mV der beobachtete Stromriickgang Uber den
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Messzeitraum mit 13% sehr gering. Die Betrachtung des gesamten Strom-
Spannungsverlaufes bei 0-20 und 220-280 s (Abb. 3.10C) zeigt, dass die Leitfahigkeiten nur
im positiven Spannungsbereich zurlickgegangen sind, wahrend bei negativen Spannungen
keine Veridnderungen aufgezeichnet werden konnten. Die beobachtete Anderung in der
Membranleitfahigkeit konnte dabei durch den Einstich der Mikroelektroden herbeigefiihrt
worden sein, die eine intrazellularen Stressreaktion durch Zellverwundung des
Atrichoblasten bewirkt (vgl. Kap. 1.3) und damit zu einer Calciumanderung im Cytosol flhrt
(Knight et al., 1997; Kiegle et al., 2000; White and Broadley, 2003). Diese Calcium-
konzentrationsanderung konnte dann entweder direkt oder lber eine Signalkaskade auf die
vakuoldaren Membranleitfahigkeiten regulatorisch wirken. Die aufgezeichneten Ergebnisse
lassen nun zwei mogliche Schlussfolgerungen zu: (i) Zum einen kdnnte der Einstichstress zu
einer Erniedrigung der anfanglich hohen Membranleitfahigkeiten ausschlieflich bei positiven
Spannungen fihren (Abb. 3.10, Kap. 3.2.2). (ii) Zum anderen besteht auch die Moglichkeit,
dass die Zellen auf das Einstechen der Glasmikroelektrode sofort mit einer kurzen,
transienten Erhohung der vakuoldaren Leitfahigkeiten im positiven Spannungsbereich
reagieren koénnten. Dann wirde der beobachtete Riickgang der Stromantworten nach
Einfihren der Messelektroden nur das Abklingen einer durch den Stress ausgel6sten
Leitfahigkeit bedeuten. Dies wiirde die sehr konstanten, auf einem niedrigen Stromniveau
verbleibenden Membranleitfahigkeiten nach 75 s erkldaren. Aufgrund der fehlenden
Moglichkeiten bei diesen Experimenten die Vakuolenleitfahigkeiten vor dem Einstich der
Mikroelektroden nicht-invasiv zu Uberwachen bleibt diese zweite Hypothese allerdings
unbestatigt. Die Einfihrung einer weiteren Mikroelektrode kdnnte zeigen, ob die
Membranleitfahigkeiten durch den erneuten Einstichstress wiederum erhoht waren. Damit
konnte letztere Hypothese dann bestatigt werden.

Eine weitere Eigenschaft der Membranleitfahigkeiten ergibt sich aus den in Abbildung 3.10C
aufgetragenen Strom-Spannungskurven. Aus |lhrem nahezu linearen Verlauf zwischen -80
und +60 mV kann abgeleitet werden, dass diese Leitfahigkeiten spannungsunabhangig sind.
Die offensichtliche Verschiebung des U,., um 10 mV vor und nach dem Einstich (Kap. 3.2.2,
Abb. 3.10C) deutet normalerweise auf eine Verdnderung in der lonenleitfahigkeit der
Membran hin. In diesem konkreten Fall kann dies allerdings nicht berticksichtigt werden. Da
bei den Versuchen in Kapitel 3.2.2 keine Plasmamembranpotentiale simultan aufgezeichnet

wurden, aber eine elektrische Kopplung zwischen Plasma- und Vakuolenmembran unter
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diesen experimentellen Bedingungen besteht, kdnnen die Anderungen in U,e, deshalb nicht
eindeutig den vakuoldren Leitfahigkeiten zugeordnet werden. Die Experimente aus Kapitel
3.2.2 zeigen offenbar grundsatzlich mindestens zwei verschiedene Arten von ionenleitenden
Komponenten der Vakuolenmembran in den Atrichoblasten, da eine Verringerung der
Stréome Uber die Zeit in diesen Vakuolen nur bei positiven Spannungen beobachtet werden
konnte, wahrend die negativen Stromantworten dagegen unverandert bleiben. Da Calcium
in Pflanzen sowohl bei der Regulation von vakuoldren lonenkanalen (Bihler et al., 2005;
Beyhl et al., 2009; Hedrich and Marten, 2011; Meyer et al., 2011; Hedrich, 2012; Sharma et
al., 2013) als auch bei Stressantworten und Verwundung (Ledn et al., 2001; Chico et al.,
2002; White and Broadley, 2003; Martinoia et al., 2007; Hashimoto and Kudla, 2011; Kap.
1.3.) eine wichtige Rolle spielt, lag die Vermutung nahe, dass eine Calcium-gesteuerte
Anderung der Leitfihigkeit vorliegen kénnte. Bei der in vivo Uberpriifung dieser Hypothese
an Trichoblasten (Kapitel 3.2.3) konnte schlieflich tatsachlich ein Zusammenhang zwischen
den erhdéhten Membranleitfihigkeiten und Anderungen des cytosolischen Calciums —
reprasentiert durch die FURA-2-Ratiodanderungen — nachgewiesen werden. So waren die
Stréome nach einem kurzzeitigen Anstieg des cytosolischen Calciumlevels (Abb. 3.12B, (e))
bei einer Spannung von +60 mV um 180% erh6ht, wahrend bei -100 mV eine Zunahme der
Strome um 100% beobachtet wurde (Abb. 3.13B, (e)). Nach Riickgang der cytosolischen
Calciumkonzentration auf das Ausgangsniveau konnten hingegen deutlich verringerte
Strome verzeichnet werden (Abb. 3.13, (A)) Als Schlussfolgerung daraus ergibt sich, dass ein
kurzzeitig erhdhter Calciumlevel eine reversible VergroBerung der Membranleitfahigkeiten
auslésen kann. Durch diese Experimente konnte deshalb ein direkter Beweis an intakten
Trichoblasten in vivo erbracht werden, dass die hier untersuchten spannungsunabhédngigen
vakuolaren Leitfahigkeiten durch Calcium reguliert sein miissen. Im Vergleich zu den
Experimenten an Atrichoblasten (Abb. 3.10, Kap. 3.2.2), bei denen keine Verdnderungen der
Stréme bei negativen Spannungen nach Einstich einer double-barreled Elektrode Uber die
Zeit beobachtet wurden, konnte bei den Trichoblasten sowohl bei +60 mV als auch bei
-100 mV ein deutlicher Unterschied der Stromstarke durch Calcium erfasst werden. Diese
Abweichung ist entweder auf eine Modulation der Calciumantwort in Wurzelhaaren
zurlickzufiihren oder es sind zusatzlich, im Vergleich zu Kapitel 3.2.2, noch andere
lonenkanale oder Transporter an der erh6hten Leitfahigkeit beteiligt gewesen. Aufgrund der

in vivo Umgebung und der damit verbundenen in den Experimenten nahezu unbekannten
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Zusammensetzung der intrazelluldaren lonenbedingungen, kann allerdings keine Aussage
Uber die transportierte lonenart gemacht werden. Die hier erfassten Leitfahigkeiten konnten
dabei sowohl durch einen Kationen- oder Anionenfluss bzw. auch durch eine Kombination
von beiden lonenarten erzeugt werden. Dadurch sind in Bezug auf die lonenfliisse nur
guantitative Aussagen moglich.

Um die Frage nach dem Ursprung der hier erfassten Strome letztendlich abschlieRend
aufklaren zu konnen, ist es notig, die gemessenen Stromantworten schon bekannten
Transport- oder lonenkanalproteinen zuordnen zu kénnen. Dies konnte durch die gezielten
Untersuchungen von verschiedenen lonenkanal- bzw. Transporter-Verlustmutanten oder
Uberexprimierern geschehen.

Als potentielle Kandidaten kdnnten die Mitglieder der anionenleitenden ALMT-Familie, wie
zum Beispiel die Kandle ALMT9 oder ALMT6 diese Strome verursachen. Allerdings wurde fur
den vakuoldren ALMT9 eine cytosolische Calciumregulierung zumindest an isolierten
Mesophyllvakuolen von N. benthamiana ausgeschlossen (De Angeli et al., 2013). Dagegen
wird ALMT6, zwar durch Calcium im Cytosol reguliert, aber vor allem in SchlieRzellvakuolen
und in Blitengewebe gefunden und kaum in der Wurzel exprimiert (Kovermann et al., 2007;
Meyer et al., 2011; Hedrich, 2012; Martinoia et al., 2012; De Angeli et al., 2013). Allerdings
gibt es darliber hinaus noch andere Mitglieder der ALMT Familie, z.B. ALMT4 und -5, die
auch im Tonoplasten lokalisiert sind, Gber deren Eigenschaften allerdings nichts weiter
bekannt ist (Martinoia et al., 2012). Auch ein oder mehrere Nitrat- und Chloridtransporter
der AtCLC-Familie sind im Tonoplasten zu finden (AtCLCa -b, -c und —g; Kap. 1.2.1) und
kdnnten eventuell als Verursacher der untersuchten Leitfahigkeiten in Frage kommen (De
Angeli et al., 2009; Zifarelli and Pusch, 2010; Martinoia et al., 2012). Obwohl in Pflanzen
bisher keine Calciumregulation der AtCLC-Familie bekannt ist, lassen verschiedene Beispiele
von CLCs beim Menschen eine calciumabhdngige Steuerung, unter anderem durch
Calciumsensorproteine, im pflanzlichen Organismus nicht ganzlich unwahrscheinlich
erscheinen. Zum Beispiel hat hsCLC-K — ein Chlorid-Kanal der in Nieren und Ohren exprimiert
wird — eine regulatorische Bindungsstelle fiir Calcium und wird durch extrazellulares Calcium
stimuliert (Gradogna et al., 2010). Fiir den spannungsgesteuerten Chloridkanal CLC-3 aus der
Plasmamembran menschlicher Glioma Zellen ist ebenfalls eine Regulation durch
Calcium/Calmodulin-abhangige Proteinkinasen nachgewiesen worden (Cuddapah and

Sontheimer, 2010).
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Da Kalium das am haufigsten auftretende Kation in Pflanzen ist und an vielen intrazellularen
Prozessen beteiligt ist (Kap. 1.2.2 und 1.4.3), muss das Kation ebenfalls als Verursacher der
beobachteten vakuoldren Leitfahigkeiten in Betracht gezogen werden. Als mogliche Kalium-
transportierende Proteine kommen dabei die Antiporter AtNHX1 und AtNHX2 in Frage (Kap.
1.2.2 und 1.4.3). Allerdings ist bei diesen nach heutigem Kenntnisstand keine
Calciumregulation bekannt. Aussichtsreichere Kandidaten waren zum Beispiel TPC1- oder
TPK-Kationenkanale, die beide calciumgesteuert sind (Bihler et al., 2005; Beyhl et al., 2009;
Dadacz-Narloch et al., 2011; Hedrich and Marten, 2011; Hedrich, 2012). Im Gegensatz zu den
spannungsunabhédngigen TPK-Kanalen, ist TPC1 allerdings spannungsgesteuert (Dreyer and
Uozumi, 2011; Hedrich, 2012). Fir TPK1 konnte zum Beispiel auch gezeigt werden, dass er
eine wichtige Rolle bei der Adaption von Salzstress spielt und dabei Ziel eines
calciumregulierten Stress-Signalweges ist (Latz et al. 2013). Durch die Calciumabhangigkeit in
Kombination mit der Spannungsunabhangigkeit und der Expression in den Vakuolen von
Wurzeln (Latz et al., 2007; Hedrich, 2012; Latz et al., 2013; Sharma et al., 2013; Kap. 1.2.2)
zahlen damit TPK1, -2, und -3 zu den aussichtsreichsten Kandidaten, falls es sich hier um
Kalium Stréme handeln sollte.

Um allerdings endgililtige Aussagen (iber die hier beobachteten calciumabhangigen
Leitfahigkeiten in Bezug auf die translozierten lonen und die daran beteiligten
Transportproteine machen zu kénnen, miussten mit Hilfe von Verlustmutanten fir die
jeweiligen potentiellen Kandidaten Schritt fir Schritt die ermittelten Leitfahigkeiten
aufgeschlisselt werden. Auch die Verwendung spezifischer Kanalblocker konnte zur
Aufklarung beitragen. Demzufolge kdnnten dann die gemessenen Strome einzelnen oder
mehreren Transportproteinen zugeordnet werden. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete
Methode zur simultanen Aufzeichnung von intrazellulairen Calciumanderungen und
elektrischen Membranleitfdahigkeiten konnte dann in Zukunft dazu beitragen, die
Auswirkungen von Calciumanderungen auf Transportproteine an der Vakuolenmembran in

vivo zielgerichtet elektrophysiologisch untersuchen zu kénnen.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit konnten neue Erkenntnisse zur oxidativen, pH- und
ATP-abhdngigen Regulation der V-ATPase-Funktion in Mesophyllvakuolen von A. thaliana
erarbeitet werden. Dazu wurden Patch-Clamp-Experimente an der vakuoldren Protonen-
ATPase durchgefiihrt, die eine elektrophysiologische Untersuchung der
Protonentransporteigenschaften und deren Regulation ermdglichten. Zusatzlich gestattete
die Anwendung von intrazellularen Mikroelektroden zusammen mit einem Fluoreszenz-
Bildgebungsverfahren an intakten Wurzelrhizodermiszellen von A. thaliana Keimlingen die in
vivo Untersuchung von vakuoldaren Membranleitfahigkeiten und deren Regulation durch
cytosolisches Calcium.

Durch die Patch-Clamp-Technik konnte die Spannungsabhangigkeit der V-ATPase bei
verschiedenen luminalen pH-Werten erfasst werden. Mit Hilfe thermodynamischer
Berechnungen konnte daraus eine Abnahme der Protonentransportrate pro hydrolysiertem
ATP-Molekil bei gleichzeitigem Anstieg der vakuoldren Protonenkonzentration berechnet
werden. Durch die Kombination verschiedener pH-Werte in Cytosol bzw. Vakuole und
zusatzlich ansteigenden ATP-Konzentrationen konnten tiefere Einblicke in die pH-abhdngige
Regulation der V-ATPase-Aktivitdt erlangt werden. Es konnte aufgezeigt werden, dass eine
Abweichung des vakuoldren pH-Wertes wesentlich starker auf die ATP-Bindungsaffinitat und
Transportkapazitit des Enzyms wirkt, als Anderungen der Protonenkonzentration auf
cytosolischer Seite. Daraus konnte abgeleitet werden, dass cytosolische bzw. luminale pH-
Anderungen auf das gesamte Membran-durchquerende Enzym wirken und jeweils auf die
andere Membranseite der V-ATPase weitergegeben werden. Zusatzlich wurden die in dieser
Arbeit erhobenen Daten zur V-ATPase im Rahmen einer Zusammenarbeit von Prof. Dr. Ingo
Dreyer (Universidad Politecnica, Madrid, Spanien) fir die Erstellung eines mathematischen
Modells  genutzt. Es untermauert  einen Rickkopplungsmechanismus  der
Protonenkonzentration auf die maximale Protonentransportrate (vimax) und die ATP-Affinitat
(Km) und schlagt eine pH-abhangige Dissoziation der Protonen von der V-ATPase, auch unter
unginstigen intrazellularen Bedingungen, vor. Die Ausweitung der Regulationsstudien unter
Einbeziehung verschiedener Mutanten konnte in Zusammenarbeit mit Jun. Prof. Dr.
Thorsten Seidel und Mitarbeitern (Universitat Bielefeld, Deutschland) eine oxidative

Inhibierung der V-ATPase-Aktivitdit durch den Wegfall von Disulfidbriicken innerhalb des
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Pumpproteins erfassen und mogliche Auswirkungen von Disulfidbindungen auf die
Protonenkopplungsrate aufzeigen.

Mit Hilfe von intrazellularen Mikroelektroden konnte im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit
der Nachweis erbracht werden, dass vakuoldre Leitfahigkeiten von Atrichoblasten in A.
thaliana durch Stressfaktoren — verursacht durch den Einstich von intrazelluldren
Mikroelektroden — deutliche Veranderungen zeigen. Durch die Kombination der Zwei-
Elektroden-Spannungsklemme mit einem Fluoreszenz-Bildgebungsverfahren konnte eine
Methode zur simultanen Aufzeichnung von Calciumanderungen und elektrischen
Membranleitfahigkeiten an Trichoblastenvakuolen entwickelt werden. Dadurch konnte in
weiterfiihrenden Untersuchungen in vivo nachgewiesen werden, dass ein transienter Anstieg
der cytosolischen Calciumkonzentration zu einer reversiblen Zunahme der Stréome von
vakuoldaren Membranleitfahigkeiten fihrt, deren unbekannter Ursprung allerdings bereits

bekannten Transportproteinen noch zugeordnet werden muss.

103



Summary

6. Summary

This dissertation provides new insights into the oxidative, pH- and ATP-dependent regulation
of the V-ATPase function in A. thaliana. For this purpose the proton transport and its
regulation was examined electrophysiologically by patch-clamp experiments on mesophyll
cells. Additionally intracellular microelectrodes combined with the application of
fluorescence imaging on intact root epidermal cells of A. thaliana seedlings allowed
investigation of vacuolar membrane conductance and their regulation via cytosolic calcium
in vivo.

The voltage dependency of the V-ATPase was recorded at various luminal pH values by the
patch-clamp technique. Furthermore thermodynamic calculations showed a decrease of the
proton transport rate per hydrolyzed ATP molecule due to an increase of the vacuolar
proton concentration. Different cytosolic and vacuolar pH-values combined with increasing
ATP-concentrations also provided deeper insights into the principles of the pH dependent
regulation of the V-ATPase activity.

Changes in the cytosolic and luminal pH values on either side of the membrane were found
to affect the entire function of the enzyme and thus seem to be transferred to the other side
within the V-ATPase. Additionally the data of this dissertation was used by Prof. Dr. Ingo
Dreyer (University Politecnica, Madrid, Spain) in the context of cooperation to create a
mathematic model. It confirms a feedback system of the proton concentration on the
maximum proton transport rate (vmax) and the ATP binding affinity (K). This model proposes
a pH-dependent dissociation of the protons from the V-ATPase also under unfavorable
intracellular conditions. Further examinations of the V-ATPase regulation with different
mutants in collaboration with Jun. Prof. Dr. Thorsten Seidel and co-workers (University of
Bielefeld, Germany) revealed oxidative inhibition of V-ATPase activity due to the removal of
disulfide-bond formation within the pump protein. Additionally a possible effect of disulfide-
bridge formation on proton coupling rate was shown.

The intracellular microelectrode measurements on intact root cells in the second part
demonstrate that changes in the vacuolar membrane conductance of A. thaliana
atrichoblasts are related to stress factors caused by the impalement of the electrodes.
Further studies by a new method combining the application of fluorescence imaging with the
two-electrode voltage-clamp allowed recording of calcium changes and electric membrane

conductance within trichoblasts simultaneously. As a result it could be shown that a
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transient rise of cytosolic calcium is linked to increasing currents of vacuolar membrane
conductances in vivo. The unknown origin of these conductances however has to be

dedicated to known transport proteins.
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Rickkopplungswiderstand

Membranwiderstand
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RT Raumtemperatur

Rp1/2 Widerstand der Messelektrode ME1 oder ME2
s Sekunden

SE Standard error

SUC Sucrose symporter

SV Slow vacuolar

T Absolute Temperatur in Kelvin
tDT Dicarboxylattransporter

TIP Tonoplast intrinsic proteins

TPC Two-pore channel

TPK Two-pore K

Tris Trishydroxymethylaminomethan
Uaus Ausgangsspannung

U/min Umdrehungen pro Minute

Upip Pipettenspannung

Uson Sollspannung

v Volt

vac Vakuole

Vemd Sollspannung

V-ATPase Vakuoldre Protonen-ATPase
V-PPase Vakuolare Pyrophosphatase

vgl. Vergleiche

VH Haltespannung

VHA- Untereinheit der vakuoldren Protonen-ATPase in A. thaliana
Vup Liquid junction potential

Vi Membranpotential

Vimax Vmax-Wert

Vr Testspannung

WT Wildtyp

z.B. zum Beispiel
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