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II. Abkürzungsverzeichnis 

II. Abkürzungsverzeichnis 
 

Amp   Ampicillin 

APS    Ammoniumperoxodisulfat 

AQP    Aquaporin 

Aqua bidest.   gereinigtes Wasser 

ar/R-Region   aromatische/Arginin (R)-Region 

BCECF   2',7'-Bis-(carboxyethyl)-5(6)-carboxyfluorescein 

BLAST    Basic Local Alignment Search Tool 

bp    Basenpaare 

BSA    Bovines Serum Albumin 

CM-H2DCFDA  5-(and-6)-chloromethyl-2',7'-dichlorodihydrofluorescein  

    diacetate acetyl ester 

dNTP´s   Desoxyribonukleotide 

DMSO    Dimethylsulfoxid 

DTT    Dithiothreitol 

E. coli   Escherschia coli 

EDTA    Ethylendiamintetracetat 

FDA   Fluoresceindiacetat 

HA    Hämagglutinin 

HPLC   high performance liquid chromatography 

IPTG    Isopropylthiogalactosid 

kb   Kilobasen 

kDa    Kilodalton 

LiAc    Lithiumacetat 

LB-Medium  Luria-Bertani-Medium 

MCS    Multiple Cloning Site 

MES    2-(N-Morpholino)-ethansulfonsäure 

MIP    major intrinsic proteins 

MOPS    3-(N-Morpholino)-propansulfonsäure 

OD600    optische Dichte bei 600 nm 

PAGE    Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PBS    phosphate buffered saline 

PCR    polymerase chain reaction 

PEG    Polyethylenglykol 

PfAQP    Aquaglyceroporin aus P. falciparum 

PMSF    Phenylmethylsulfonylfluorid 



II. Abkürzungsverzeichnis 

 

Primer_s  Sense Primer für den ´5  ´3 Strang 

Primer_as  Antisense Primer für den ´3  ´5 Strang 

PVDF    Polyvinylidenfluorid 

SD-Medium  Synthetisches Dextrose-Minimalmedium 

SDS    sodium dodecyl sulfate 

sscDNA   single stranded carrier DNA 

TBS    Tris Buffered Saline 

TEMED    N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamin 

Tet   Tetracyclin 

Tris    Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

YNB    Yeast nitrogen base w/o amino acids and ammonium 

YPD-Medium  Yeast Peptone Dextrose Medium 

%   Prozentangabe mg in 100 ml Lösung 

% (V/V)   Volumenprozent
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1. Einleitung 
 

Ohne Wasser geht nichts. Menschen, Tiere, Pflanzen, Protozoeon, Hefe, Bakterien, 

Schleimpilze und alle Wesen brauchen Wasser zum Leben. Die wässrigen sechs Liter Blut 

verteilen in unserem Körper Wärme, Nährstoffe, Arzneistoffe und Metaboliten. Unser 

Gehirn schwimmt in einer wässrigen Flüssigkeit und die Zellen bestehen bis zu 60 % aus 

Wasser. Störung des Wasserhaushaltes führt nicht nur zu Kopfschmerzen und trockener 

Haut sondern auch zu Ödemen, Herz- und Kreislaufkrankheiten, die u. U. fatale Folgen 

haben können. 

Deswegen wird der Wasserhaushalt durch strikte Mechanismen reguliert. Einer dieser 

Mechanismen sind die Aquaporine. Es ist bekannt, dass Wasser durch die lipophilen 

Zellmembranen diffundieren kann. Dies braucht allerdings eine hohe Aktivierungsenergie 

von mehr als 10 kcal·mol-1. Außerdem ist die einfache Diffusion von Wasser für eine feine 

und schnelle Regulierung vieler biochemischer Prozesse sehr langsam (Verkman, 1989; 

Kozono et al., 2002). Dazu kommt auch, dass für bestimmte Lipidmembranen eine 

Aktivierungsenergie für den Wassertransport von weniger als  5 kcal·mol-1 ermittelt wurde 

(Gonen & Walz, 2006; Preston et al., 1992). Aus diesen Gründen wurde vor ca. 80 Jahren 

vermutet, dass es für den Wassertransport zwischen Zellen und Geweben spezialisierte 

Proteine gibt. 1935 haben Hevesy et al. einen Wassertransport über eine Amphibienhaut 

gemessen, der drei- bis fünfmal höher ist als für reine Diffusion über Lipidmembranen 

berechnet. Diese Vermutung wurde erstmals von P. Agre, Baltimore USA, im Jahr 1992 

bestätigt, als er zufällig bei Untersuchungen der Rhesusproteine aus Erythrozyten das erste 

Aquaporin entdeckt hat (Agre et al., 1993) und dafür mit dem Nobelpreis 2003 

ausgezeichnet wurde (Agre, 2004). Heute ist die Familie der Aquaporine auf mehr als 450 

Mitglieder angewachsen (Zardoya, 2005). 

 

1.1  Aquaporine 
 

Aquaporine sind Membranproteine mit einer Molekulargröße um 30 kDa pro Monomer. Sie 

gehören zu der major intrinsic proteins Familie (MIP). Während im Menschen 13 

verschiedene Aquaporine (hAQP0 bis hAQP12) identifiziert worden sind, enthält das Genom 

von Einzellern wie z. B. Archaea, Bakterien und Hefezellen wenige AQP-Gene; der 

Malariaerreger, P. falciparum, enthält nur ein AQP-Gen (pfaqp). Das Darmbakterium, E. coli, 

besitzt zwei Aquaporine (AqpZ & EcGlpF). Hefezellen (S. cerevisiae) haben vier und 

Schleimpilze (D. discoideum), je nach Entwicklungsstadium, bis zu fünf Aquaporine. Genauso 

wie im Menschen hat die Ratte ebenfalls 13 Aquaporine (rAQP0 bis rAQP12), die den 
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humanen Aquaporinen in Funktion und Aufbau sehr ähnlich sind. Einige Pflanzen, z. B. 

A. thaliana, übertreffen den Menschen mit mehr als 23 Aquaporinen. 

 

1.2  Struktur 
 

Alle Aquaporine zeigen eine einheitliche Struktur. Sie bestehen aus sechs Helices (1-6), die 

die Zellmembran spannen, und zwei Halbhelices (HB & HE), die nur bis zur Mitte der 

Membran hineintauchen. Die transmembranären Helices 1 bis 6 sind miteinander über fünf 

Schleifen (A-E) verbunden, wobei der N- und C-Terminus intrazellulär sind (Engel et al., 2000). 
 

 
Abbildung 1.1: schematischer Aufbau eines Aquaporin-Monomeres 

 

Am Ende der Halbhelices HB und HE befindet sich jeweils ein für alle Aquaporine 

charakteristisches NPA-Motiv, bestehend aus den Aminosäuren Asparagin (N), Prolin (P) und 

Alanin (A). 

Die Helices 1, 2, 3 und HB bilden einen halben AQP-Kanal und die Helices 3, 4, 6 und HE 

bilden den zweiten Halbkanal. Auf Grund der hohen Ähnlichkeit der Aminosäuresequenzen 

beider Hälften geht man von einer Genduplikation aus (Wu & Beitz, 2007). 

Unter physiologischen Bedingungen lagern sich vier Aquaporin-Monomere zu einem 

Tetramer, wobei jedes Monomer seine Funktion unabhängig von den restlichen Monomeren 

verrichtet. 
 

 

Abbildung 1.2: 

Links: 

Tetramer des Spinat-Aquaporins 

(SoPIP2;1. nach PDB 2B5F) mit 

intrazellulärem Blick 

Der gepunktete Strich zeigt die AQP-

Hälften, der schwarze Kreis 

symbolisiert die zentrale Pore und 

die Sternchen zeigen die einzelnen 

AQP-Kanälen. 

Rechts: 

SoPIP2;1-Monomer in Seitenansicht 

(nach PDB 3CN5) 

Erstellung der Abbildung mit PyMOL 



1. Einleitung 

3 

Durch diese Zusammenlagerung entsteht eine zentrale Pore, deren Funktion für den 

Transport von Gasen noch umstritten ist. 

 

1.2.1  NPA-Region 

 

Die NPA-Region ist ein hochkonserviertes Merkmal aller Aquaporine. Während die 

Aminosäuren Prolin und Alanin zu einem gewissen Grad austauschbar sind, scheint 

Asparagin essentiell zu sein. Diesem Rest wird eine wichtige Rolle beim Wassertransport 

zugeschrieben (Zardoya, 2005; Wree et al., 2011). Die Wassermoleküle dringen in den AQP-

Kanal mit dem Sauerstoff hinein und die Wasserstoffe sind dabei extrazellulär orientiert. Die 

Amidgruppe des Asparagins tritt in Wechselwirkung mit dem Wassersauerstoff, so dass es zu 

Rotation des Wassermoleküls um 180° kommt. Dadurch verlassen die H-Atome zuerst den 

AQP-Kanal und danach der Sauerstoff (Murata, et al., 2000; Tajkhorshid, et al., 2002). 

 

1.2.2  Aromatische Arginin-Region 

 

Die aromatische Arginin-Region (ar/R-Region) liegt auf der extrazellulären Seite des AQP-

Kanals. Sie besteht im Allgemeinen aus einem Arginin und einer oder mehreren 

aromatischen Aminosäuren und gilt als die engste Stelle des AQP-Kanals. Dadurch dient sie 

der Größenselektion. Die ar/R-Region des hAQP1 besteht aus Phenylalanin (Phe56), Histidin 

(His180), Cystein (Cys189) und Arginin (Arg195). Das hydrophobe Phenylalanin begrenzt den 

Kanal seitlich. Das Histidin ist typisch für schnell wasserleitende Aquaporine wie z. B. hAQP1 

(Stroud et al., 2003). Die Histidin-Seitenkette und der Carbonylsauerstoff des Cysteins ragen 

in den Kanal hinein. An die Thiolgruppe des Cysteins binden HgCl+-Ionen und führen zur 

Hemmung des Transports. Das Arginin ist bei dem physiologischen pH-Wert protoniert, was 

eine gewisse Barriere für positiv geladene Moleküle darstellt (Beitz et al., 2006; Steinbronn 

et al., 2009). Auf Grund der Anordnung dieser Reste weist die ar/R-Region solcher 

Aquaporine einen Durchmesser von ca. 2,8 Å auf, was der Größe eines Wassermoleküls 

entspricht. 

 
Abbildung 1.2: Die ar/R-Region in extrazellularem Blick von dem wasserspezifischen hAQP1 (links) und dem 

Aquaglyceroporin EcGlpF (rechts). 
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Die ar/r-Region von EcGlpF besteht aus Tryptophan (Trp48), Glycin (Gly191), Phenylalanin 

(Phe200) und Arginin (Arg206). Arginin als typische Aminosäure in dieser Region behält seine 

Position wie in hAQP1. Im Gegensatz zu hAQP1 begrenzen in EcGlpF Tryptophan 48 (an 

Stelle des Phenylalanins 56 in hAQP1) und Phenylalanin 200 (an Stelle des Cysteins 189) den 

Kanal seitlich ohne hineinzuragen. Somit ist der Kanal insgesamt größer und hat einen 

Durchmesser von ca. 3,4 Å (Wu & Beitz, 2007). Glycin trägt zur Vergrößerung der Region und 

Erhöhung der Hydrophobie des Kanals. 

 

1.3  Einteilung  der Aquaporine 

 

Auf Grund des Aufbaus und der Funktion werden die Aquaporine in zwei Gruppen geteilt: 

Die orthodoxen Aquaporine haben auf Grund der Aminosäureanordnung in der ar/R-Region 

einen Durchmesser von 2,8 Å. Sie sind durch ihre hohe Wasserleitfähigkeit ausgezeichnet. 

Ihre Produktion in Hefeprotoplasten (Song et al., 2012) oder Oozyten (Wu et al., 2010) bzw. 

ihre Rekonstitution in Liposomen (Newby et al., 2008) führt zu einer starken Erhöhung der 

Wasserpermeabilität. Ein hAQP1-Monomer, als Prototyp der orthodoxen Aquaporine, ist in 

der Lage innerhalb einer Sekunde drei Milliarden Wassermoleküle zu transportieren (Zeidel 

et al., 1992; Walz et al., 1994). 

 

Im Gegensatz dazu weisen die Aquaglyceroporine wie z. B. EcGlpF eine größere ar/R-Region 

mit einem Durchmesser von 3,4 Å. Trotzdem zeigen die meisten Aquaglyceroporine eine 

geringe bis fehlende Wasserleitfähigkeit (Borgnia et al. 2001; Wree et al., 2011; Song et al. 

2012). Dafür sind sie aber in der Lage, größere Moleküle zu transportieren wie z. B. Glycerol, 

Harnstoff oder Ammoniak (Heller et al., 1980; Song et al., 2012). 

 

1.4  Ausschluss von Protonen und Kationen 

 

Obwohl Wasser ein guter Protonenleiter ist, haben die Aquaporine strikte Mechanismen, um 

den Durchtritt von Protonen und Kationen zu verhindern (Beitz et al., 2006; Steinbronn et al., 

2009; Wu et al., 2010). 

Die Aquaporine verfügen über zwei Filter, die zusammen sehr effizient Protonen, Natrium- 

und Kaliumionen zurückhalten. Der erste Filter befindet sich in der NPA-Region. Die beiden 

kurzen Helices (HB & HE in Abb. 1.1) haben Dipolmomente, deren positive Partialladungen 

auf die Asparagine der NPA-Motive fokussiert sind. Somit herrscht im Zentrum der Pore ein 

positives elektrisches Feld, das einer ganzen Ladung entspricht. Dadurch werden Kalium- 

und Natriumionen zurückgehalten. Außerdem verstärken die Helix-Dipolmomente die 

Bildung von H-Brücken zwischen dem Wassersauerstoff und den Amindgruppen der 

Asparagine in den NPA-Motiven, so dass die H-Brücken zwischen dem zentralen und den 

benachbarten Wassermolekülen gespalten werden. Dies führt wiederrum zur Zerstörung der 
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Clusterstruktur des Wassers im AQP-Kanal, was den Transport von Protonen durch den 

Grotthuss-Mechanismus verhindert. 

 

 
Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des Grotthuss-Mechanismus, bei dem die Ladung eines Protons 

entlang der Wasserstoffbrückenbindungen transportiert werden kann 

 

Der zweite Filter befindet sich in der ar/R-Region. Durch die positive Ladung des Arginins 

wird der Durchtritt von Protonen durch elektrostatische Abstoßung verhindert. Dieser 

Ausschluss wird durch das teilweise protonierte Histidin verstärkt (Beitz et al., 2006; 

Steinbronn et al., 2009). 

Für einen effizienten Ausschluss von Kationen einschließlich Protonen ist ein Zusammenspiel 

beider Filter notwendig. Die Beiträge der einzelnen Filterregionen verhalten sich nicht 

additiv. Erst durch Zerstörung beider Filter durch Mutationen (AQP1 N76D H180A R195V) 

geht die Ausschlussfähigkeit verloren (Steinbronn et al., 2009). 

 

1.5  Pharmazeutische Relevanz 

 

Die Aquaporine spielen im menschlichen Körper eine große Rolle. Sie sind beteiligt an der 

Harnkonzentrierung, Regulation der Blutosmolarität, Wasserhomöostase, Transport von 

Glycerol im Fettgewebe und anderen Vorgängen (Jung et al., 1994a; Nielsen et al., 1996; 

Hamann et al., 1998; Agre et al., 2002; Beitz et al., 2003). In Mikroorganismen sind sie 

(neben der einfachen Diffusion) der einzige Weg, um Wasser und Solute zu transportieren.  
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Die folgende Tabelle gibt eine Auswahl über die Funktion einiger Aquaporine: 

 

Tabelle 1.1: Lokalisation und Funktion einiger Aqua-(glycero)-porine und damit verbundene Krankheiten 

Aquaporin 
Lokalisation im menschl. Körper 

bzw. Mikroorganismus 
Funktion  Krankheiten 

hAQP0 Augenlinse Linsentransparenz Katarakt 

hAQP1 Erythrozyten & Niere H2O-Rückresorption 
Tumore, 

Sjögren-Syndrom 

hAQP2 Niere Harnkonzentrierung Diabetes insipidus 

hAQP4 Gehirn & Blut-Hirn-Schranke H2O-Rückresorption Hirnödeme 

hAQP8 
Herz, Lunge, Leber, Niere, 

Plazenta, Gehirn 
H2O- & NH3-Transport  

hAQP9 Leber Gluconeogenese Adipositas 

TbAQP 1-3 T. bruci Soluttransport Pentamidinresistenz 

EcGlpF E. coli  Glyceroltransport  

PfAQP P. falciparum  
Transport von H2O, NH3, 

Glycerol und andere 
 

 

Auf Grund ihrer wichtigen und vielfältigen Funktionen sind die Aquaporine interessante drug 

targets und Gegenstad aktueller pharmazeutischer Forschung. 

Tolvaptan (SamscaTM, Aquaretikum seit August 2009) ist ein Antagonist von V2-Rezeptoren. 

Durch Hemmung des Einbaus von hAQP2 in die Membran von Nierenzellen wird die Wasser-

Rückresorption gehemmt ohne den Elektrolythaushalt zu beeinflussen. 

Es gab auch Ansätze zur Entwicklung von spezifischen Hemmstoffen gegen PfAQP zur 

Behandlung der Malaria tropica. TbAQP steht in Verdacht, eine Rolle in der Resistenz-

Entwicklung gegen Pentamidin und Melarsoprol zu spielen, was die Behandlung der 

afrikanischen Schlafkrankheit erschwert (Baker et al., 2012). Außerdem laufen heutzutage 

auch Versuche zur Entwicklung von hAQP9-Hemmstoffen zur Behandlung von Adipositas. 

Auch in der Kosmetik werden Aquaporine eingesetzt. Im Verfahren der Aquaporation wird 

durch Radiowellen die Konformation der Aquaporine in der Haut geändert, so dass ihre 

Transportkapazität durch Lockerung der H-Brücken erhöht wird (Ästhetische Dermatologie 

(mdm) 2010 (5), 6-12). 

Auf der anderen Seite sind einige Aquaporine im Geschehen bestimmter Krankheiten 

involviert. Z. B. hAQP1 und hAQP3 spielen eine Rolle bei der Proliferation von Tumorzellen. 

hAQP1 knock out Mäuse zeigen eine eingeschränkte Tumorangiogenese und hAQP3 knock 

out Mäuse sind resistent gegen Hautkrebs (Chakrabarti et al., 2004; Wang et al., 2006; 

Verkman, 2009b). 
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Diese Daten zeigen die pharmazeutischen Interessen zur Aufklärung der Struktur und 

Funktion von Aquaporinen. 

Deshalb wird versucht neue Testsysteme zu entwickeln, um die Aquaporine besser zu 

charakterisieren und essentielle Unterschiede zwischen den menschlichen Aquaporinen 

untereinander und Aquaporinen aus Krankheitserregern zu erkennen. 

 

1.6  Testsysteme zur Charakterisierung von Aquaporinen 

 

Zur Charakterisierung der Funktion von Aqua-(glycero)-porinen gibt es verschiedene 

Testmethoden wie z. B.: 

 

1) phänotypische Tests auf festen Agar-Medium-Platten, 

2) phänotypische Tests in Flüssigkulturen und  

3) die biophysikalische stopped flow Methode 

 

Jede Methode hat ihre Vor- und Nachteile. Die phänotypischen Tests auf festen Medien sind 

einfacher vorzubereiten und durchzuführen. Man lässt Zellen ohne AQP als Negativkontrolle 

und Zellen mit dem zu untersuchenden Aqua-(glycero)-porin auf einer Substrat-

enthaltenden Medium-Platte wachsen. Durch Vergleich der Negativkontrolle mit den AQP-

produzierenden Zellen kann man auf die Leitfähigkeit der Aquaporine für die interessierende 

Substanz schließen. Man kann auch mehrere Platten mit verschiedenen Konzentrationen 

herstellen, so dass ein konzentrationsabhängiges Wachstum beobachtet werden kann. 

Problematisch ist aber, dass viele Substanzen wie z. B. Glycerol, Ammoniak und Harnstoff 

durch Zellmembranen gut diffundieren können, was das Hintergrund-Wachstum verstärkt 

und bei langer Inkubation der Platten das Ergebnis verfälscht. 

Bei der Untersuchung in Flüssigkulturen besteht der Vorteil, dass Wachstumskurven über 

mehrere Tage registriert werden können und somit der Einfluss von z. B. Gift- oder 

Hemmstoffen auf die einzelnen Wachstumsphasen der Zellen erkannt wird. 

In beiden Fällen kann man nur erkennen, ob die interessierende Substanz durch das Aqua-

(glycero)-porin transportiert wird oder nicht. Kinetische Daten wie z. B. Ratenkonstante, 

Geschwindigkeit oder Relaxationszeiten können nur mit der stopped flow Methode ermittelt 

werden. 

Hierbei handelt es sich um eine biophysikalische Methode. Durch Mischung der AQP 

produzierenden Zellen mit Puffern, die hyper- oder hypoosmolar sind, kommt es zu einem 

osmotischen Schock. Um die Osmolarität über die Zellmembran auszugleichen, wird Wasser 

oder Solut transportiert, was das Zellvolumen ändert. Die Volumenänderung führt zu 

Änderung der Lichtstreuung, was als elektrisches Signal in Form einer Exponentialkurve 

gezeigt wird. Nach Bearbeitung der Kurven werden die kinetischen Parameter des 

Transportvorgangs ermittelt. Außer Verfolgung der Wasser- und Glycerolleitfähigkeit auf 
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Grund der Volumenänderung kann die stopped flow Methode Fluoreszenzänderungen 

registrieren. Dies wird zu Nutze gemacht, um die Ammoniakleitfähigkeit zu messen. 

 

1.7  P. falciparum  Aquaglyceroporin  

 

Im Jahr 2002 wurde das Genom des Malariaerregers, P. falciparum, entschlüsselt. Danach 

erfolgte die Suche nach neuen Zielstrukturen für die Behandlung der Malaria tropica. Eins 

der gefundenen Ziele war das Aquaporingen pfaqp. Die Analyse der Aminosäure-Sequenz 

ergab eine Ähnlichkeit von 50,4 % mit 35 % Identität zu dem bekannten Aquaglyceroporin 

aus E. coli  (EcGlpF). Die Vermutung, dass es sich dabei um ein Aquaglyceroporin handelt, 

wurde durch Untersuchungen im Oozytensystem bestätigt. PfAQP transportierte Wasser mit 

einer Geschwindigkeit von Pf = 276 µm·s-1, was 91 % des Transports durch den 

wasserspezifischen Prototypen hAQP1 darstellt (Hansen et al., 2002). Außerdem wurde eine 

Glycerolleitfähigkeit von 2·10-3 s-1 ermittelt. Im Gegensatz zu vielen Aquaglyceroporinen wie 

z. B. hAQP3, hAQP9, BccGlpF und EcGlpF wurde somit ein Aquaglyceroporin gefunden, 

welches im Oozytensystem für Wasser und Glycerol gut permeabel ist. Der Prototyp der 

Aquaglyceroporine (EcGlpF) hat in dem Oozytensystem eine zehnfach bessere 

Aufnahmerate für Glycerol als die Kontrolle (Maurel et al., 1994). Seine Wasserleitfähigkeit 

konnte aber experimentell nicht nachgewiesen werden. Lediglich mit Hilfe von 

Computersimulationen wurde theoretisch eine gute Wasserleitfähigkeit vorhergesagt. 

 

In 2008 betrafen widersprüchliche experimentelle Daten die Funktion von PfAQP. Die 

Funktion von PfAQP wurde von zwei unabhängigen Gruppen publiziert. Newby et al. haben 

die Kristallstruktur veröffentlicht und maßen in Proteoliposomen eine fünffach höhere 

Wasserleitfähigkeit (k(Wasser) = 21,5 s-1) und eine sehr hohe Glycerol-Leitfähigkeit (k(Glycerol) = 

15,5 s-1) im Vergleich zu leeren Liposomen (k(Wasser)  = 4,5 s-1 bzw. k(Glycerol) =  0,066 s-1). 

Dagegen zeigten Hedfalk et al. im gleichen Jahr eine fehlende Wasserleitfähigkeit von PfAQP 

in Hefeprotoplasten. 

 

Zielsetzung I 

 

Auf Grund dieser widersprüchlichen Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen sollte die 

stopped flow Methode für die Messung der Wasser- und Glycerolleitfähigkeit optimiert 

werden, um anschließend die Funktion von PfAQP in verschiedenen Polyolen 

(unterschiedliche Kettenlängen und Anzahl an OH-Gruppen) untersucht zu werden. Es 

wurden Hefeprotoplasten mit PfAQP, EcGlpF, rAQP1 und ohne AQP in Puffern mit 

Saccharose, Sorbitol, Glycerol und PEG300 präpariert. 
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EcGlpF diente als Positivkontrolle für die Glycerolleitfähigkeit. rAQP1 ist der Prototyp der 

wasserspezifischen Aquaporine und diente als Positivkontrolle. Protoplasten ohne AQP 

dienten in jedem Fall als Negativkontrolle. 

 

1.8  Ammoniakleitfähigkeit von Aquaporinen 

 

Ammoniak entsteht im menschlichen Körper vor allem durch den Abbau von Proteinen und 

Aminosäuren. Einige Mikroorganismen können Ammoniak aus Stickstoff enzymatisch bilden. 

Da Ammoniak gewisse Ähnlichkeiten zu Wasser hat (siehe Tabelle 1.2), wurden viele 

Aquaglyceroporine auf die Ammoniakleitfähigkeit getestet. Beispiele für Ammoniak leitende 

Aquaporine sind hAQP8 (Koyama et al., 1998; Holm et al., 2005; Bienert et al., 2007), 

TbAQP1-3 (Zeuthen et al., 2006), PfAQP (Zeuthen et al., 2006) und TIP2;2 (Bertl et al., 2007).  

In den meisten Experimenten wurde die Ammoniakleitfähigkeit durch Änderung des pH-

Werts von Puffern oder im Inneren von Oozyten gemessen. 

 

Tabelle 1.2: Vergleich einiger Wasser- und Ammoniak-Eigenschaften (Auswahl, berechnet mit Hilfe von 

http://www.chemicalize.org/): 

Eigenschaft H2O NH3 

Volumen (Å3) 19,51 22,86  

Oberfläche (Å2) 9,73 10,96  

Länge (Å) 2,72 3,21 

Dipolmoment 1,85 1,47 

logPOct/Wasser -0,65 -0,98 

 

Zielsetzung II 

 

Da Ammoniak gut durch Zellmembranen diffundieren kann, ist eine Messung der 

Ammoniakleitfähigkeit auf Grund Änderung der Lichtstreuung (noch) nicht möglich. 

Deswegen sollte im zweiten Teil dieser Arbeit die stopped flow Methode für die 

Ammoniakmessung auf Grund pH-abhängiger Fluoreszenzänderung von Hefezellen, die mit 

Fluoresceindiacetat (FDA) beladen worden sind, etabliert werden. Im Anschluss sollte die 

Ammoniakleitfähigkeit von PfAQP und hAQP8 gemessen werden. 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.chemicalize.org/
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1.9  Wasserstoffperoxidleitfähigkeit von Aquaporinen 

 

Der dritte Teil der vorliegenden Arbeit beschäftigte sich mit der H2O2-Leitfähigkeit von Aqua-

(glycero)-porinen. 

Wasserstoffperoxid (H2O2) ist eins der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), die für ihre 

schädigende Wirkung im Organismus bekannt sind. Sie können Zellproteine angreifen, was 

unter Umständen zur Apoptose führen kann. Neuere Untersuchungen zeigen aber, dass die 

ROS und vor allem H2O2 eine wichtige Rolle in vielen Signaltransduktionswegen und als 

Enzymmodulatoren spielen (Chandrakuntal et al., 2004; Shin et al., 2004; Hee Joo et al., 

2001). Außerdem produzieren einige Mikroorganismen wie z. B. P. falciparum reaktive 

Sauerstoffspezies (Butzloff et al., 2012) und verfügen über komplexe Mechanismen zu deren 

Detoxifikation (Qiu et al., 2012). 

Auf Grund der ähnlichen physikochemischen Eigenschaften von H2O und H2O2 (Tabelle 1.3) 

besteht seit langer Zeit die Vermutung, dass Aquaporine H2O2 leiten können. 

 

Tabelle 1.3: Vergleich einiger physikochemischer Eigenschaften von H2O und H2O2 

 H2O H2O2 
1Dichte (g·cm-3) 0,998 1,450 
1Dielektrizitätskonstante 80,4 73,1 
1Dipolmoment  1.85·10-18 2,26·10-18 
2Länge (Å) 2,72 3,52 
2Volumen (Å3) 19,51 28,34  

   1: M. Ardon, Oxygen, W.A. Benjamin INC, New York, 1965. 
2: http://www.chemicalize.org/ 

 

Zielsetzung III 

 

In der Literatur gibt es wenige Daten über die H2O2-Leitfähigkeit von Aquaporinen. In zwei 

Publikationen wird über die direkte H2O2-Leitfähigkeit berichtet (Bienert et al., 2006; 

Dynowski et al., 2008). In allen anderen Veröffentlichungen werden Zusammenhänge 

zwischen Aquaporinen und H2O2-assoziierten Krankheiten oder Erscheinungen diskutiert. 

Deswegen sollte im Rahmen dieser Arbeit die H2O2-Leitfähigkeit von Aquaporinen und 

Aquaglyceroporinen genauer untersucht werden. 

 

 

 

http://www.chemicalize.org/
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2. Materialien 
 

2.1  Kits 
 

Promega, Madison, USA 

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System 

 

Südlaborbedarf, Gauting 

High Yield® PCR Clean-Up & Gel-Extraction Kit Extraction 

 

 

2.2  Enzyme und Puffer 
 

Fermentas, St. Leon-Rot 

Restriktionsendonukleasen, T4-DNA-Ligase (5 U·µl-1), 10 × T4 DNA Ligase Puffer 

 

Genaxxon BioScience, Ulm 

Taq DNA Polymerase (5 U·µl-1), Taq Standard Reaction Buffer 10× 

 

MP Biomedicals, Illkirch, Frankreich 

ZYMOLYASE20T 

 

New England BioLabs®, Ipswich, USA 

OneTaq® DNA Polymerase (5 U·µl-1), OneTaq® Standard Reaction Buffer 5 × 

 

 

2.3  Chemikalien 
 

Applichem, Darmstadt  

Tween®20, Glycin, 30 % (V/V) H2O2-Lösung, L-Prolin 

 

Becton Dickinson, Heidelberg 

BactoTM-Agar, BactoTM-Yeast Extract, BactoTM-Tryptone, BactoTM-Peptone, DifcoTM-Yeast 

Nitrogen Base w/o amino acids 

 

Biochrom, Berlin  

Penicillin, Streptomycin 
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Bio-Rad, München 

Bio-Rad Protein Assay-Reagenz 

 

Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim 

DTT 

 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

Albumin Fraktion IV, ATP, Na2HPO4, EDTA, Glucose, Glycerol, Glycin, KCl, LB-Agar (Lennox), 

LB-Medium (Lennox), MgCl2, Methanol, Milchpulver, NaCl, Na2HPO4, NaOH, Rotiphorese 

Gel 40 (40 %), Saccharose, Sorbitol, Tris, Tween®20 

 

Edmund Bühler, Hechingen  

Schüttler 

 

Genaxxon BioScience, Ulm 

dNTP´s, Agarose LE, Ampicillin-Natriumsalz, TEMED, SDS 

 

Jackson Immuno Research Europe Ltd., Suffolk, UK 

Ziege Anti-Maus IgG 

 

Life Technologies 

FDA, CM-H2DCFDA 

 

Merck, Darmstadt  

APS, HCl, PEG300 

 

MP Biomedicals, Illkirch, Frankreich 

Ethidiumbromid-Tabletten 

 

MWG-Biotech, Ebersberg 

Oligonukleotide (Primer) 

 

Peqlab, Erlangen 

peqGOLD Prestained Protein-Marker III 

 

Roche Applied Science, Roche Diagnostics GmBH, Mannheim 

Complete EDTA-free protease inhibitor cocktail tablets, Anti-HA (12CA5) Antikörper 

 

Sigma-Aldrich, München 

APS, Mineralöl, Harnstoff, PEG 3350, DNA-Natriumsalz Typ II vom Lachssperma 
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2.4  Geräte und Materialien 
 

Adolf Wolf SANOclav, Bad Überkingen-Hausen  

Sterilisationsautoklav 

 

Beckmann Coulter, Krefeld 

OptimaTM XL-80 K Ultrazentrifuge, Rotor 50.2 Ti 

 

Bio-Rad, München 

Transblot® SD semidry transfer cell, Gene Pulser® II Electroporation System, 

Spannungsquelle für Elektrophorese Power-Pac 200, Bio-Rad Protein Assay 

 

Clemens, Waldbüttelbronn 

Dualblock Primus advanced HT2X und Primus 25 mit HT Manager Software 

 

Eppendorf, Hamburg 

BioPhotometer, Kühlzentrifuge Centrifuge 5415R 

 

GFL Gesellschaft für Labortechnik, Burgwedel  

Wasserbad GFL®1083 

 

H+P Labortechnik, Oberschleißheim 

VARIOMAG MONO Magnetrührer 

 

Heraeus Instruments, Osterode  

Laborzentrifuge Multifuge 1S-R, Mikrozentrifuge Biofuge pico 

 

Infors, Bottmingen, Schweiz 

Brutschränke Infors HT 

 

Jasco, Gross-Umstadt 

Stopped-Flow BioLogic: BioKine Ver 4.42, Küvette FC-08, Lichtbox mit 150W Xe(Hg)-Lampe, 

Microprosessor Unit MPS-60, Mischeinheit SFM-300, Modular UV/Vis-

Fluoreszenzspektrometer MOS-200, Monochromator BH-10-61UV, Spannungsquelle 

ALX 250, Photomultiplier PMS 250 

 

Kern & Sohn, Balingen 

Feinwaage ABS 120-4 
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Kendro Laboratory Products, Hanau  

UT 2 Trockenschrank 

 

Merck Labsystems Bioscreen C 

Desitometer, Bioscreen C 

 

Mettler-Toledo, Gießen  

RAININ Classic R Pipetten 

 

Peqlab, Erlangen  

SDS-PAGE-Kammer PerfectBlue® vertikales Dopplegelsystem Twin S, peqGold Protein-

Marker III Prestained 

 

Pharmacia Biotech, Dübendorf, Schweiz  

Electrophoresis Power Supply-EPS 300 

 

Roche Applied Science, Roche Diagnostics GmBH, Mannheim 

Lumi ImagerTM F1 

 

Sarstedt, Nümbrecht 

Pipettenspitzen, Sterilfilter, Spritzen 

 

Savant Instruments, Farmingoale, USA 

Vakuumzentrifuge DNA SpeedVac® DNA 110 

 

Schleicher & Schuell, Dassel 

Whatman Chromatography Paper 3MM 

 

SCHOTT Instruments, Mainz 

Digital-Labor-pH-Meter Lab 850 

 

Scientific-Industries, Bohemia, USA  

Vortex Genie 2 

 

SG Wasseraufbereitung und Regenerierstation, Barsbüttel  

Reinstwasseranlage 

 

Thermo Scientific, Schwerte 

Hochdruck-Homogenisator French Press cell disrupter FA-078 mit French Press Zelle FA-032 
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WTB Binder Labortechnik, Tuttlingen 

Heißluftsterilisator, Brutschrank 

 

2.5  Plasmide 
Die grafische Darstellung erfolgte mit dem Internet-Programm PlasMapper 

(http://wishart.biology.ualberta.ca/PlasMapper/jsp/librarySeq.jsp?id=Clontech15) 

 

 
Abbildung 3: pDR196HA 

 

 

 
Abbildung 4: pRS426HA

http://wishart.biology.ualberta.ca/PlasMapper/jsp/librarySeq.jsp?id=Clontech15
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2.6  Oligonukleotide 
 

2.6.1  Klonierungsprimer 

Alle nachfolgenden Primer wurden am pharmazeutischen Institut der Christian-Albrechts-

Universität hergestellt. Die Reinheit wurde mittels HPLC geprüft und die Konzentration 

photometrisch gemessen. Die Schnittstellen sind fett geschrieben. 

 

 

Bezeichnung Sequenz ( Eingabe 5`bis 3`) Sinn 

dvUT-SpeI GAGAACTAGTATGTTTGGAGAACAGTTGCTTAAG s 

dvUT-XhoI GAGACTCGAGTCAGCGAGACCCGATCGCGAGG as 

hUT-B-SpeI
 

GAGAACTAGTATGGAGGACAGCCCCACTATGG s 

hUT-B-XhoI
 

GAGACTCGAGTCACAAAGGGCTTTCC as 

hAQP10-SpeI
 

GAGAACTAGTATGGTCTTCACTCAGG s 

hAQP10-XhoI
 

GAGACTCGAGTCATAGCTTACACTCC as 

hAQP12-SpeI
 

GAGAACTAGTATGGCTGGTCTTAACG s 

hAQP12-XhoI
 

GAGACTCGAGTCAGCTGGAATGTGG as 

hAQP7-BamHI

 

GAGAGGATCCATGGTTCAAGCATCC s 

hAQP7-EcoRI
 

GAGAGAATTCTTAGAAGTGCTCTAGG as 

AQP10-BamHI
 

GAGAGGATCCATGGTCTTCACTCAGG 3 s 

AQP10-EcoRI
 

GAGAGAATTCTCATAGCTTACACTCCAGC as 

PfAQP-PstI GAGACTGCAGATGCATATGTTATTTTATAAATCATATGTTAGG s 

PfAQP-SalI GAGAGTCGACTTACAAATCTACACCATCTTTTTCATTATTTGC as 

hAQP1-SpeI GAGAACTAGTATGGCCAGCGAGTTCAAGAAGAAGCTCTTCTGG s 

hAQP1-XhoI GAGACTCGAGTTTGGGCTTCATCTCCACCCTGG as 

rAQP1-SpeI GAGAACTAGTATGGCCAGCGAAATCAAGAAGAAGCTCTTCTGGAGGG s 

rAQP1-SalI
 

GAGAGTCGACTTTGGGCTTCATCTCCACCC as 
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2.6.2  Sequenzierungsprimer  

 

Die Sequenzierungsprimer sind am 5`Ende mit dem Fluoreszenzstoff IRD 800 markiert. 

 

Bezeichnung Sinn Sequenz Beschreibung 

PMA5 s CTCTCTTTTATACACACATTC 
Für pDR196HA-Konstrukte 

ADH3 as CATAAATCATAAGAAATTCGC 

MET252 s AGTAAAGCGTCTGTTAGAAAGG 
Für pRS426HA-Konstrukte 

CYC1 as GACTTCAGATCCAGGGATA 

 

 

2.7  Verwendete E. coli  Stämme: 
 

DH5 F- endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG Φ80dlacZ 

M15 (lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK
- mK

+), λ– 

Hanahan, 1983   

 

XL1-Blue endA1 gyrA96(nalR) thi-1 recA1 relA1 lac glnV44 F'[ ::Tn10 

proAB+ lacIq (lacZ)M15] hsdR17(rK
- mK

+) 

von Stratagene  

 

 

2.8  Verwendete S. cerevisiae Stämme: 
 

By4742fps1:   MAT his3-1, leu20, lys20, ura30, yll013w::KanMX 

    von Euroscarf 

 

By4742fps1yfl054c: MAT his3-1, leu20, lys20, ura30, yfl051c::KanMX, 

fps10 

    vom Arbeitskreis Prof. Beitz 

 

310fps1:   MAT ura3 mep mep2::LEU2 mep3:: KanMX2  fps1

    vom Arbeitskreis Prof. Beitz 

 

NY17fps1:   MATa, ura3-52, sec6-4 

    vom Arbeitskreis Prof. Beitz 
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2.9  Puffer und Lösungen 
 

Alle Puffer und Lösungen wurden steril filtriert (0,2 µm Porenweite) oder bei 120 °C und 1 

bar für mind. 20 min autoklaviert. Für Verdünnungen oder Ergänzung verdunsteter 

Wassermengen wurde ausschließlich autoklaviertes Reinstwasser benutzt. 

 

2.9.1  Für Molekularbiologie 

 

Agarose-Gelelektrophorese von DNA 

 

50× TAE-Puffer  10× Probenpuffer 

2 M Tris/Acetat pH 8,0  0,4 % (V/V) Orange G 

50 mM EDTA  30 % (V/V) Glycerol 

  100 mM EDTA 

 

-DNA-Marker  Ethidiumbromid-Lösung 

100 µl -DNA (30 µg/100 µl)  1 Tablette  100 mg 

380 µl  ddH2O   10 ml ddH2O  

54 µl 10x Orange buffer  bei 4 °C unter Lichtschutz 

6 µl PstI 

Über Nacht bei 37 °C inkubieren 

bei -20 °C lagern 

 

E. coli  Nährmedien 

 

LB-Medium  LB-Agarplatten mit Amp 

10 g·l-1 Trypton  35 g·l-1 LB-Agar Lennox 

10 g·l-1 NaCl  100 mg·l-1 Ampicillin 

5 g·l-1 Hefeextrakt 
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S. cerevisiae Nährmedien  

 

I. Reichhaltiges Medium 

Flüssiges YPD-Medium  YPD-Agarplatten 

10 g·l-1 Hefeextrakt  20 g·l-1 Agar 

20 g·l-1 Pepton  1 l flüssiges YPD-Medium 

20 g·l-1 Glucose 

 

II. Selektionsmedium für transformierte Zellen (SD KHL) 

Flüssiges SD KHL-Medium  SD KHL-Agarplatten 

1,7 g·l-1 YNB  1,7 g·l-1 YNB 

5 g·l-1 (NH4)2SO4  5 g·l-1 (NH4)2SO4 

20 g·l-1 Glucose  20 g·l-1 Glucose 

pH = 5,6 mit NaOH  pH = 5,6 mit NaOH 

steril filtrieren  20 g·l-1 Agar  

1 ml 1000× Histidin-Lösung  autoklavieren 

1 ml 1000× Lysin-Lösung  1 ml 1000× Histidin-Lösung 

5 ml 200× Leucin-Lösung  1 ml 1000× Lysin-Lösung 

  
5 ml 200× Leucin-

Lösung 

 

III. Selektionsmedium für die Ammoniak-Messung (SD KHLP) 

Flüssiges SD KHLP-Medium 

1,7 g·l-1 YNB 

20 g·l-1 Glucose 

pH = 5,6 mit NaOH 

0,1 % Prolin 

steril filtrieren 

1 ml 1000× Histidin-Lösung 

1 ml 1000× Lysin-Lösung 

5 ml 200× Leucin-Lösung 

 

 

Transformation von E. coli   

1,5× LB  TSS 

15 g·l-1Trypton  15 ml 1,5× LB 

15 g·l-1NaCl   4 ml 50 % PEG3350 

7,5 g·l-1 Hefeextrakt  0,4 ml Mg2Cl 

10 mM PIPES, pH 6,5  1 ml DMSO 
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10× CM-Lösung 

100 mM CaCl2 

100 mM MgCl2 

 

Transformation von S. cerevisiae 

 

1 M Lithiumacetat  50 % PEG-Lösung 

66 g Lithiumacetat  50 g PEG 3350 

1 l ddH2O   50 g ddH2O 

 

TE-Puffer  sscDNA 

10 mM TRIS-HCl pH = 8  200 mg sscDNA 

1 mM EDTA  100 ml TE-Puffer  

 

Antibiotika zur Selektion 

 

Stock  Volumen 

1000× Amp  100 mg·ml-1 in 50 % (V/V) Ethanol 

1000× Tet  15 mg·ml-1 in 50 % (V/V) Ethanol 

 

 

2.9.2  Für die Proteinchemie 

 

Präparation der mikrosomalen Proteinfraktion 

 

extraction buffer   storage buffer   

20 mM TRIS/HCl, pH = 8,0  20 mM TRIS/HCl, pH = 7,5 

10 mM MgCl2   100 mM KCl 

1 mM EDTA  0,1 mM EDTA 

1 mM DTT  1 mM DTT 

5 % (V/V) Glycerol  10 % (V/V) Glycerol 

 

 

50× Proteaseinhibitor 

1 Tablette 

Proteaseinhibitor-Mix 

1 ml ddH2O  
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SDS-PAGE 

 

4× Trenngelpuffer  4× Sammelgelpuffer 

1,5 M TRIS/HCl, pH = 8,8  500 mM TRIS/HCl, pH = 6,8 

0,4 % SDS  0,4 % SDS 

 

Kathodenpuffer  4× SDS-Probenpuffer 

25 mM TRIS/HCl, pH = 8,3  250 mM TRIS/HCl, pH = 6,8 

192 mM Glycin  400 mM DTT 

0,1 % SDS  0,02 % Bromphenolblau A 

8 % SDS 

40 % (V/V) Glycerol 

 

SDS-Gel-Färbelösung  SDS-Gel-Entfärbelösung 

20 ml 5× Roti®-Blue  10 % (V/V) Essigsäure 

20 ml Methanol  30 % (V/V) Ethanol 

60 ml Aqua bidest. 

 

 

Western blot 

 

5× Puffer A  Transferpuffer 

25 mM TRIS/HCl, pH = 8,3  10 ml 5× Puffer A 

192 mM Glycin  10 ml Methanol 

0,04 % SDS  30 ml dem. Wasser  

 

10× TBS-Puffer  TBST-Puffer 

0,2 mM TRIS/HCl, pH = 8,5  100 ml 10× TBS-Puffer 

1,35 mM NaCl   0,1 % (V/V) Tween®20 

ad 1 l mit dem. Wasser  

MTBST-Puffer 

3 % Milchpulver in TBST-Puffer 

 

Primäre Antikörper  Verdünnung 

0,2 mg·ml-1 Maus Anti HA-Tag  

1:2000 in MTBST-Puffer 
0,2 mg·ml-1 Ziege Anti AQP1  

0,2 mg·ml-1 Maus Anti AQP1  

0,2 mg·ml-1 Kaninchen Anti AQP1  
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Sekundäre Antikörper  Verdünnung 

0,8 mg·ml-1 Ziege-Anti-Maus  

1:2000 in MTBST-Puffer 0,4 mg·ml-1 Ziege-Anti-Kaninchen  

0,1 mg·ml-1 Esel-Anti-Ziege  

 

 

2.9.3  Für funktionelle Charakterisierung 

 

Für Wasserleitfähigkeit mittels stopped flow Methode 

 

Puffer I Puffer II Puffer III Puffer IV 

50 mM KH2PO4 50 mM KH2PO4 10 mM MOPS 10 mM MOPS 

steril filtrieren 1,8 M Polyol 50 mM NaCl  50 mM NaCl  

0,2 % (V/V) 

ß-Mercaptoethanol 
steril filtrieren 5 mM CaCl2  5 mM CaCl2  

 
0,2 % (V/V) 

ß-Mercaptoethanol 
1,2 M Polyol 1,8 M Polyol 

mit HCl pH auf 7,2  mit HCl pH auf 7,2 

steril filtrieren steril filtrieren 

 

Für Glycerolleitfähigkeit mittels stopped flow Methode 

Die Puffer I bis III: siehe Wasserleitfähigkeit 

 

isoosmotischer 

Glycerolpuffer IV 
 

hyperosmotischer 

Glycerolpuffer IV 

10 mM MOPS  10 mM MOPS 

50 mM NaCl   50 mM NaCl  

5 mM CaCl2   5 mM CaCl2  

0,6 M Glycerol  0,6 M Glycerol 

0,6 M Polyol  1,2 M Polyol 

mit HCl pH auf 7,2  mit HCl pH auf 7,2 

steril filtrieren  steril filtrieren 
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Für Ammoniakleitfähigkeit mittels stopped flow Methode 

 

Ladepuffer  FDA-Stock 

50 mM MES, pH = 6  5 mM FDA in DMSO 

5 mM 2-Deox-D-Glucose 

steril filtrieren 

50 µM FDA unmittelbar vor 

der Inkubation hinzufügen 

 

Inkubationspuffer I  Testpuffer I 

10 mM TRIS/HCl, pH = 8  10 mM TRIS/HCl, pH = 8 

100 mM NaCl   100 mM NH4Cl 

steril filtrieren  steril filtrieren 

 

 

Für H2O2-Leitfähigkeit auf Agarplatten 

 

200 mM H2O2-Lösung 

1,02 ml 30 % (V/V) H2O2-Lösung 

ad 50 ml mit ddH2O  

 

- 250 ml SD KHL-Agar-Medium herstellen. 

- Wenn das Medium lau warm ist, misst man 35 ml und gibt dazu: 

o   35 µl 200 mM H2O2-Lösung  0,2 mM H2O2-Medium-Platte 

o   70 µl 200 mM H2O2-Lösung  0,4 mM H2O2-Medium-Platte 

o 105 µl 200 mM H2O2-Lösung  0,6 mM H2O2-Medium-Platte 

o 140 µl 200 mM H2O2-Lösung  0,8 mM H2O2-Medium-Platte 

o 175 µl 200 mM H2O2-Lösung  1,0 mM H2O2-Medium-Platte 
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3. Methoden 
 

3.1 Gentechnologische und molekularbiologische 

Arbeitsmethoden 

 

3.1.1  Polymerasekettenreaktion (PCR) 
 

Zur Amplifikation ausgewählter DNA-Sequenzen für die nachfolgende Restriktion und 

Klonierung wurden die für die Aquaporine kodierenden DNA-Sequenzen oder die 

enthaltenden Plasmide als template DNA mit zwei spezifischen Oligonukleotidprimern 

(25 µM), Desoxyribonukleotiden (dNTPs, 2,5 µM), der DNA-abhängigen Taq- oder OneTaq-

Polymerase und Puffer (mit 2 mM MgCl2) in einem sterilen PCR-Reaktionsgefäß versetzt 

und mit sterilem Wasser auf 50 µl aufgefüllt. 

 

Tabelle 3.1: Pipettierschema eines PCR-Ansatzes.      Tabelle 3.2:  Standard-PCR-Programm 

Standard-PCR  PCR-Programm 

0,4 µl template DNA  Initiale Denaturierung 95 °C 3 Min 

0,8 µl Primer I  30 Zyklen   

0,8 µl Primer II  Denaturierung 95 °C 30 sec 

4 µl dNTPs  Primer-Annealing Ta  °C 30 sec 

10 µl 10 × PCR-Puffer  Elongation 68 °C 2 Min 

0,4 µl OneTaq-Polymerase  Auffüllung 68 °C 5 Min 

ad 50 µl H2O  Kühlung 4 °C   

 

Es wurden 20-60 ng Miniprep-DNA als template eingesetzt. Die eingesetzten Primerpaare 

(2.6) wurden am pharmazeutischen Institut der CAU hergestellt. Die Reinheit wurde mittels 

HPLC und die Konzentration photometrisch bestimmt. 

Für annäherungsweise Bestimmung der Schmelztemperatur (Tm) von Primern ≤ 30 

Basenpaare (bp) wurde Gleichung 1 eingesetzt: 

 

m GC ATT = 4(n ) + 2(n )         (Gl 1) 

 

wobei: 

nGC: Anzahl der GC-Basen. 

nAT: Anzahl der AT-Basen. 
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Für Oligonukleotide länger als 30 bp eignet sich Gleichung 2: 

 

m
60

T 60 0,41(GC%) -
n

        (Gl 2) 

 

Die Annealingtemperatur (Ta) liegt 5 bis 10  °C unter der Schmelztemperatur. Sind die 

Annealingtemperaturen der Primer unterschiedlich, so ist mit der niedrigeren Temperatur 

gearbeitet worden, wobei nur Unterschiede von ± 5 °C akzeptiert wurden. 

Die Elongationszeit wurde an die Länge des erwarteten Produktes angepasst. Diese beträgt 

für die Taq- und OneTaq-Polymerase 0,5 bis 1 min je Kilobasenpaare (kb). Die 

Elongationstemperatur der Taq-Polymerase liegt bei 72 °C und für die OneTaq-Polymerase 

beträgt sie 68 °C. 

Die Zyklenzahl von 30 wurde experimentell ermittelt. Sie hängt von mehreren Faktoren ab: 

i) Akkumulation von Endprodukten, vor allem Pyrophosphat, verlangsamt die Synthese, ii) 

die Substratkonzentration (Primer & dNTPs) nimmt ab und iii) die verstärkte 

Fehlhybridisierung nimmt zu. 

Nach Abschluss der PCR wurde 1 µl des Restriktionsenzyms DpnI zugegeben und weiter bei 

37 °C für 2 bis 3 h inkubiert, um die template DNA abzubauen. Anschließend wurde die 

Temperatur auf 80 °C für 20 min erhöht, um das DpnI zu inaktivieren. Der Ansatz wurde 

anschließend auf Agarosegel aufgetragen und das PCR-Produkt aufgereinigt. 

 

3.1.2  Agarose-Gelelektrophorese 
 

Wurde eine ausgewählte DNA-Sequenz mittels PCR amplifiziert, so wurde der komplette 

Ansatz nach Verdau der template DNA mit DpnI auf Agarosegel aufgetragen, um einerseits 

die Größe und Konzentration des PCR-Produktes durch Vergleich mit den Banden eines 

DNA-Markers zu bestimmen (3.1.4) und andererseits die Ziel-DNA von den sonstigen 

Bestandteilen des PCR-Ansatzes durch Extraktion aus dem Gel zu 

befreien (3.1.3). Nach Behandlung der PCR-Produkte und Plasmide 

mit Restriktionsendonukleasen (3.1.5) für die anschließende 

Ligation (3.1.6) wurden diese auch elektrophoretisch gereinigt. 

 

In der Regel wurden 0,5 g Agarose in 50 ml TAE-Puffer in der 

Mikrowelle gelöst. Nach Ergänzung der verdunsteten Wassermenge 

und 5 minütiger Abkühlung wurde vorsichtig 1 µl Ethidiumbromid-

Lösung (10 mg·ml-1) zugegeben und das Gel gegossen. Die 

Elektrophorese-Kammer wurde mit TAE-Puffer gefüllt. 
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Das Probenvolumen wurde mit Ladepuffer gemischt und in die Geltaschen pipettiert 

(max. 23 µl). Nach Auftragen der Proben und 3 µl DNA-Marker wurde die Elektrophorese 

bei 120 V für 25 bis 35 min durchgeführt. Anschließend wurden die DNA-Banden unter der 

UV-Lampe bei 366 nm detektiert und fotografiert. Als Vergleichsmarker diente die mit PstI 

verdaute Lamda-DNA (-DNA). 

 

3.1.3  Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
 

Aufreinigung der DNA diente zur Erhöhung der Reinheit, Befreiung der PCR-Produkte von 

den sonstigen Bestandteilen oder zur Gewinnung bestimmter Fragmente nach Behandlung 

der Plasmide mit Restriktionsendonukleasen (3.1.5). 

Nach beendeter Agarosegel-Elektrophorese wurden die zu reinigenden DNA-Banden 

ausgeschnitten, in ein steriles 1,5 ml Reaktionsgefäß gegeben und mit dem Hi Yield® SLG® 

PCR Clean-up/Gel Extraction-Kit laut Herstellerangaben mit einigen Änderungen extrahiert. 

Es wurde W1 Buffer während des Waschens nicht zugegeben und nicht mit dem gelieferten 

Elution Buffer, sondern mit sterilem Wasser eluiert, da einige Elutionspuffer Ionen 

enthalten, die die Ligation oder PCR stören können. Außerdem wurde die Inkubationszeit 

vor der Elution auf 5 min verlängert. 

 

3.1.4  Bestimmung der DNA-Konzentration 
 

Elektrophoretische Bestimmung 

Dafür wurden 1 bis 2 µl DNA und 5 µl DNA-Marker (0,05 µg·µl-1) auf Agarosegel 

aufgetragen. Nach der Elektrophorese bei 120 V für 25 bis 35 min wurden die DNA-Banden 

unter der UV-Lampe detektiert und fotografiert. Durch Vergleich der Intensität der DNA-

Bande mit den Marker-Banden kann die Konzentration abgeschätzt werden. Dazu diente 

auch die mit PstI verdaute -DNA. 

 

Photometrische Bestimmung 

Alternativ kann die Konzentration photometrisch ermittelt werden. Dafür wurden 5 µl DNA 

mit Wasser auf 100 µl verdünnt und im Photometer gegen Wasser bei 260 nm gemessen. 

Die Berechnung erfolgte mit Hilfe der folgenden Formel: 

 

nmc [µg / l]  E * f *Verdünnug 260      (Gl 3) 

 

wobei:  

f: ist der Gerätefaktor und beträgt 0,02 für Oligonukleotide und Einzelstrang-DNA 

bzw. 0,04 für Plasmide und Doppelstrang-DNA 

E260nm: ist die Absorption bei 260 nm und soll   [0,2-0,8] liegen 
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Der Photometer zeigt auch das Verhältnis 
nm

nm

E

E

260

280
, welcher als Reinheitsmerkmal 

angesehen wird. Liegt dieses Verhältnis ≥ 1,8, so kann man von Protein-freier DNA 

ausgehen. Liegt es aber ≤ 1,5, so wurde die DNA wie unter 3.1.3 wieder gereinigt. 

 

3.1.5  Restriktionsverdau von DNA 
 

Der Restriktionsverdau wurde eingesetzt, um in der AQP-DNA-Sequenz und im Plasmid 

kompatible Enden zu generieren, mit deren Hilfe die AQP-Sequenz (insert) und das Plasmid 

ligiert werden konnten (3.7). Da man für die anschließende Ligation immer zwei Enden 

braucht, wurden das insert und das Plasmid jeweils mit zwei unterschiedlichen Enzymen 

verdaut. 

 

Tabelle 3.3: Pipettierschema eines Restriktionsansatzes 

x µl DNA 

1,0 µl Enzym I (10 U·µl-1) 

1,0 µl Enzym II (10 U·µl-1) 

5,0 µl Puffer 10× 

ad 50 µl ddH2O 

 

Es wurden 50 bis 100 ng DNA für den Verdau eingesetzt. Außerdem wurde angestrebt, 

einen Puffer zu finden, in dem beide Restriktionsendonukleasen ausreichende Aktivität 

aufweisen. War das nicht der Fall, so wurden das insert bzw. Plasmid zuerst mit dem einen 

Enzym in seinem Puffer verdaut, elektrophoretisch gereinigt und dann erfolgte der Verdau 

mit dem 2. Enzym in seinem Puffer. 

Nach jedem Verdau erfolgte die Gelelektrophorese zur Reinigung (3.1.3) der DNA von den 

Verdaukomponenten. In jedem Fall wurden neben dem Verdauansatz sowohl der DNA-

Marker als auch das unverdaute insert bzw. Plasmid als Kontrollen mitaufgetragen. 

Zur Überprüfung, ob die Restriktionsstellen in einem Plasmid vorhanden sind bzw. ob die 

Restriktionsenzyme die für die Aquaporine kodierenden DNA-Fragmente nicht schneiden, 

wurde vor dem eigentlichen Restriktionsschritt ein Kontrollverdau in einem kleinen Ansatz 

durchgeführt.  

 

Tabelle 3.4: Pipettierschema eines Kontrollverdaus 

1 µl DNA 

0,5 µl Enzym I 

1,0 µl Puffer 10× 

7,5 µl ddH2O 
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3.1.6  DNA-Ligation 
 

Nach der elektrophoretischen Reinigung verdauter inserts und Plasmide wurden diese in 

einem molaren Verhältnis von 3:1 (insert : Plasmid) versetzt und mit Hilfe der T4 DNA-

Ligase in ihrem Puffer ligiert. 

 

Tabelle 3.5: Pipettierschema eines Ligationsansatzes 

7,0 µl insert  

1,0 µl Plasmid (50-100 ng) 

1,0 µl T4 DNA-Ligase 

1,0 µl  10 × T4 DNA-Ligase Puffer 

 

Der Ansatz wurde anschließend über Nacht bei 16 °C, 30 min bei Raumtemperatur oder 

20 min bei 37 °C inkubiert. 

 

3.1.7  Herstellung kompetenter E. coli Zellen 
 

Vormittags wurde eine Bakterienkolonie des Stammes DH5 oder XL1-Blue in 5 ml 

flüssigen LB-Mediums (mit 15 µg·l-1 Tetracyclin für den XL1-Blue Stamm) suspendiert und 

bei 37 °C auf dem Schüttler bei 200 rpm inkubiert. Abends wurden 100 ml LB-Medium (mit 

15 µg·l-1 Tetracyclin für den XL1-Blue Stamm) mit 0,5 ml der Vorkultur inokuliert und bei 

20 °C auf dem Schüttler bei 200 rpm über Nacht inkubiert. Am nächsten Morgen wurde die 

OD600 bestimmt. Wurde ein OD600-Wert von 0,5 überschritten, so wurde die Hauptkultur 

auf OD600 von 0,2 verdünnt und wieder bis OD600 von 0,5 inkubiert. Die 100 ml Kultur 

wurde dann auf Eis 10 min abgekühlt, auf zwei 50 ml sterile Reaktionsgefäße geteilt und 

bei 2000 × g und 4 °C für 10 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und jedes E. 

coli Pellet in 15 ml 0,1 M CaCl2-Lösung durch langsames und vorsichtiges Schütteln (kein 

Vortexen) resuspendiert. Nach erneuter Abkühlung für 10 min auf Eis wurden die Zellen 

zentrifugiert, der Überstand verworfen und 10 ml 0,1 M CaCl2-Lösung zugegeben. Nach 

Inkubation auf Eis für 20 min wurden die Zellen zentrifugiert und in 5 ml 0,1 M CaCl2-

Lösung mit 20 % (V/V) Glycerol resuspendiert. Beide E. coli-Suspensionen wurden vereinigt 

und über Nacht in der Eismaschine inkubiert. An Tag 3 wurde die Zellsuspension aliquotiert 

und bei -80 °C aufbewahrt. 
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3.1.8  Transformation von E. coli  
 

Die Transformation kompetenter E. coli  Zellen wurde eingesetzt zur Vermehrung von 

Ligationsprodukten oder zur Gewinnung neuer Plasmid-DNA für die Hefetransformation, 

zur Sequenzierung oder zur Restriktion mit Endonukleasen für (Um)-Klonierungsarbeiten. 

Ein Reaktionsgefäß chemisch kompetenter E. coli  Zellen wurde auf Eis 2 bis 3 min auftauen 

gelassen und anschließend 1 pg bis 50 ng DNA zugegeben. Nach 30 min Inkubation auf Eis 

erfolgte der Hitzeschock bei 42 °C für 1 min. Anschließend wurden 900 µl LB-Medium 

zugegeben und das Reaktionsgefäß bei 37 °C unter Schütteln für 45 bis 60 min vorinkubiert. 

50 bis 100 µl wurden auf LB-Agar-Platten mit Ampicillin als Selektionsmarker ausgestrichen 

und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nächsten Nachmittag wurden Kolonien in 5 ml 

flüssigen LB-Mediums mit Ampicillin als Selektionsmarker suspendiert und wieder über 

Nacht inkubiert. 

 

3.1.9  Isolierung von Plasmid-DNA (Miniprep) 
 

Nach Inkubation der E. coli  Zellsuspension über Nacht wurden 2 ml bei 13.000 × g für 

1 min zentrifugiert. Die Isolierung der DNA erfolgte nach Herstellerangaben des Kits 

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System. Im Gegensatz zu den 

Herstellerangaben wurde die isolierte DNA nicht mit dem gelieferten Elution buffer eluiert, 

sondern mit 50 bis 100 µl Wasser. Mit Hilfe der Agarosegel-Elektrophorese (3.1.2) wurden 

die Konzentration und die DNA-Größe durch Vergleich mit den -Markerbanden bestimmt. 

 

3.1.10 Transformation von S. cerevisiae 
 

Zur Untersuchung der Aquaporinfunktion eignet sich das Hefe-Testsystem. Dafür wurde 

eine große Hefekolonie in 5 ml YPD-Medium suspendiert und über Nacht bei 29 °C unter 

Schütteln bei 220 rpm inkubiert. Das Volumen des enthaltenden Kolbens betrug 

mindestens das fünf fache des Mediumvolumens, um ausreichende Versorgung der Zellen 

mit Sauerstoff zu garantieren. Am nächsten Tag wurde die OD600 photometrisch bestimmt 

(zwischen 5 und 10). Aus dieser Vorkultur wurden 50 ml YPD-Medium mit einer Start-OD600 

von 0,2 inkubiert, bis die OD600 einen Wert von 0,6 ± 0,1 (3 bis 4 h) erreichte. Danach 

wurden die Hefezellen bei 4000 × g und 4 °C für 5 min zentrifugiert, mit 25 ml Wasser 

gewaschen und in 1 ml Wasser resuspendiert. Je nach Anzahl der gewünschten 

Transformationen wurden 80 bis 100 µl in ein steriles 1,5 ml Reaktionsgefäß pipettiert, 

zentrifugiert und der Überstand verworfen. Abhängig von Anzahl der Transformationen 

wurden folgende Mastermix-Bestandteile zusammen versetzt: 

 

 



3. Methoden 

31 

Tabelle 3.6: Zusammensetzung des Mastermix für die Hefetransformation 

 
µl für 1 

Transformation 

µl für 5+1 

Transformation 

µl für 10+1 

Transformation 

50 % (m/V) PEG 3350 240 1440 2640 

1 M LiAc 36 216 396 

sscDNA 50 300 550 

ddH2O  34 204 374 

Gesamt 360 2160 3960 

 

Das sscDNA-Gefäß wurde vorher in Wasser 5 min gekocht. Zu jedem Transformationsgefäß 

wurden 360 µl Mastermix und abhängig von der DNA-Konzentration 0,4 bis 0,8 µl DNA 

zugegeben. Die Zellen wurden durch Pipettieren resuspendiert und in dem Heizblock bei 

42 °C für 45 bis 60 min inkubiert. Während der Inkubation wurden die Reaktionsgefäße alle 

20 min vorsichtig geschüttelt. Im Anschluss wurden die Zellen bei 13.000 × g für 1 min 

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und 1 ml Wasser zugegeben. Das Hefepellet 

wurde durch langsames Pipettieren (kein Vortexen) resuspendiert. Auf den SD KHL-Agar-

Platten wurden 70 bis 100 µl ausgestrichen und umgeben von Parafilm bei 29 °C 3 bis 5 

Tage inkubiert. 

 

3.1.11 Dauerkulturen von E. coli und S. cerevisiae 
 

Da Zellen auf Agar-Medium-Platten maximal 4 Wochen im Kühlschrank bei 4 °C aufbewahrt 

werden können, wurden Dauerkulturen (glycerol stocks) angelegt, die zur langfristigen 

Aufbewahrung der (transformierten) E. coli  und S. cerevisiae Zellen dienen. 

Es wurde eine Kolonie aus einer 2 bis 3 Wochen alten Platte in 5 ml Selektionsmedium 

gegeben und über Nacht bei 29 °C für S. cerevisiae bzw. 37 °C für E. coli  im Schüttler bei 

200 rpm inkubiert. Am nächsten Tag wurden 2 ml der Zellsuspension zentrifugiert und der 

Überstand verworfen. Das Pellet wurde in 500 µl flüssigen Selektionsmediums und 500 µl 

40 % (V/V) Glycerollösung resuspendiert und bei -80 °C dauerhaft aufbewahrt. 

Wurde später eine neue Kultur der gleichen Zellen benötigt, so wurde von dem glycerol 

stock etwas Zellmaterial mit der Spitze der 1 ml Pipette entnommen und in 5 ml 

Selektionsmedium bei der entsprechenden Temperatur über Nacht inkubiert. Nach 

Bestimmung der OD600 wurde die Hauptkultur angesetzt. 
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3.1.12 Bestimmung der optischen Dichte bei 600 nm 
 

Messung der optischen Dichte bei 600 nm (OD600) dient zur Bestimmung des optimalen 

Zeitpunktes der Ernte von Hefezellen zur weiteren Verarbeitung. In Schüttelkulturen gilt 

ein OD600-Wert von 0,6 als Mitte der log-Phase, wo sich die Zellen mit maximaler Rate 

vermehren. Da die heterologe Genexpression und somit die Produktion von fremden 

Proteinen in der späten log-Phase einsetzt, wurde ein OD600-Wert von 0,8 bis 1 zur Ernte 

der Zellen festgesetzt. 

Die Messung der OD600 erfolgte photometrisch. Dazu wurden mind. 500 µl Zellsuspension 

in Halbmikro-Küvetten pipettiert und gegen die reine Flüssigkeit vermessen. Waren die 

gemessenen Werte ≥ 0,8, so wurde die Suspension entsprechend verdünnt. 

Beim Ansetzen einer Hauptkultur wurde zunächst die OD600 der Vorkultur gemessen und 

mit Hilfe der folgenden Gleichung das benötigte Volumen an Vorkultur ( `V ) berechnet.  

 

600`

`
600

V OD
V  = 

OD
       Gl4 

 

wobei: 

V`: das benötigte Volumen an Vorkultur (ml) 

OD`600: OD600 der Vorkultur   (0,2-0,8) 

V: Volumen der Hauptkultur (ml) 

OD600: Start-OD600 der Hauptkultur 

 

 

3.2 Proteinchemische Arbeitsmethoden 
 

3.2.1  Isolierung der mikrosomalen Proteinfraktion 
 

Die mikrosomalen Membranproteine wurden isoliert, um nach der elektrophoretischen 

Trennung in SDS-Gelen die Aquaporine auf PVDF-Membrane zu transferieren und mit Hilfe 

von Antikörpern zu detektieren. 

50 ml Hefekultur einer OD600 um 1 wurden bei 4.000 × g und 4 °C für 5 min zentrifugiert. 

Nach dem Waschen mit 30 ml Wasser und erneuter Zentrifugation wurde das Hefepellet in 

0,5 bis 1 ml extraction buffer resuspendiert. Dazu kamen 25 × Protease-Inhibitor und das 

gleiche Volumen an Glasperlen (ein volles 1,5 ml Reaktionsgefäß). Die Glasperlen wurden 

vorher über Nacht in 1 M HCl gelegt und danach mit Wasser gewaschen und autoklaviert. 

Der Zellaufschluss erfolgte durch alternierendes Vortexen und Kühlen auf Eis für je 30 s. 

Nach 10 bis 15 Zyklen wurde der Ansatz bei 10.000 × g und 4 °C für 10 min zentrifugiert. 

Der Überstand wurde in spezielle Reaktionsgefäße für die Ultrazentrifuge überführt. Nach 
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Tarieren der Reaktionsgefäße wurde die mikrosomale Proteinfraktion durch Zentrifugation 

bei 100.000 × g und 4 °C für 45 bis 60 min im Vakuum gesammelt. Nach Entfernung des 

Überstandes wurde 1 bis 1,5 ml storage buffer und 25 × Protease-Inhibitor zugegeben und 

das Pellet durch Vortexen und kräftiges Pipettieren resuspendiert. 

 

3.2.2  Bestimmung der Proteinkonzentration 
 

Die Proteinkonzentration wurde nach der Bradford-Methode ermittelt. Dazu wurden 1 bis 

5 µl Proteinsuspension mit Wasser auf 800 µl verdünnt. Dazu kamen 200 µl Bradford-

Reagenz. Die Proben wurden gevortext und 5 min stehen gelassen. Anschließend erfolgte 

die photometrische Messung der Absorption bei 595 nm gegen den storage buffer. Die 

Proteinkonzentration wurde mit Hilfe von Kalibriergeraden ausgerechnet. 

 

3.2.3  Erstellung der BSA-Kalibrierlösung 
 

Zur Erstellung der Kalibriergeraden für die Ermittlung der Proteinkonzentration wurde eine 

arithmetische Verdünnungsreihe ausgehend von 100 µg·ml-1 BSA-Stammlösung in 1 M 

NaOH hergestellt. Es wurden folgende Konzentrationen eingesetzt: 1 / 2,5 / 5 / 10 und 

15 µg·ml-1. Über entsprechende Funktionen des Photometers wurden die Konzentrationen 

eingegeben und die Absorption der BSA-Proben vermessen. 

 

3.2.4  SDS-PAGE 
 

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde zur Trennung der mikrosomalen Proteine der 

Größe nach eingesetzt. Dafür wurden Sammel- und Trenngele wie in der folgenden Tabelle 

hergestellt 

 

Tabelle 3.7: Zusammensetzung des Sammel- und Trenngels 

 
6 % 

Sammelgel 

12,5 % 

Trenngel 

16,67 % 

Trenngel 

Sammelgelpuffer 1 ml   

Trenngelpuffer  3 ml 3 ml 

Wasser 2,4 ml 5,25 ml 4 ml 

40 % Acrylamid-Bisacrylamid-Lösung 0,6 ml 3,75 ml 5 ml  

TEMED 6 µl 10 µl 10 µl 

10 % APS 25 µl 80 µl 80 µl 
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Die SDS-Gele wurden in die Elektrophorese-Apparatur eingebaut und einige Minuten 

stehen gelassen, damit sie auf Raumtemperatur kommen. Währenddessen wurden die 

Proteinproben mit dem SDS-Puffer versetzt und 30 min bei 37 °C solubilisiert. Waren feste 

Bestandteile noch sichtbar gewesen, so wurden die Proteinproben 1 min bei 13.000 × g 

zentrifugiert.  

Danach wurden 15 bis 20 µl je Probe und 5 µl von dem peqGOLD Prestained Proteinmarker 

III in die SDS-Gel-Taschen pipettiert. Danach erfolgte die Trennung im Kathodenpuffer bei 

100 V für ca. 60 min, um die Proteine im Sammelgel aufzukonzentrieren. 

Bei Erreichen des Trenngels wurde die Spannung auf 120 bis 150 V für 60 bis 90 min erhöht. 

Waren die Markerbanden gut sichtbar aufgetrennt, so wurde die Elektrophorese beendet 

und die Gele für den folgenden Western Blot vorbereitet. 

 

 
Abbildung 5.2: peqGold Prestained Proteinmarker III 

nachgezeichnet 

 

3.2.5  Western Blot 
 

Um die Aquaporine immunchemisch nachzuweisen, wurden die aufgetrennten Proteine 

durch semi dry Elektro Blot von dem SDS-Gel auf eine PVDF-Membran transferiert und 

anschließend mit Antikörpern detektiert. 

Während der letzten 10 Minuten der SDS-PAGE wurden sechs Whatman Papiere mit 

Kathodenpuffer 5 bis 10 min getränkt. Mit Methanol wurde eine PVDF-Membran pro SDS-

Gel aktiviert und danach ca. 5 min im Kathodenpuffer inkubiert. Drei Whatman Papiere 

wurden luftblasenfrei auf die Anodenplatte gelegt und darauf die abgetropfte PVDF-

Membran. Nach Auflage des SDS-Gels auf die Membran kamen die restlichen drei 

Whatman Papiere. Das ganze Sandwich wurde frei von Luftblasen zusammengedrückt und 

mit 2 ml Kathodenpuffer befeuchtet. Mit der Kathodenplatte wurde die Blot-Apparatur 

geschlossen und der Proteintransfer erfolgte bei 12 bis 15 V für 80 bis 90 min. 

Die mit den Proteinen beladene Membran wurde in 3 % MTBST für 60 bis 90 min 

geschüttelt, um freie Stellen zu blockieren. Danach wurde die Membran mit 10 ml des 

ersten Antikörpers in 3 % MTBST im Kühlkeller bei 4 °C über Nacht auf dem Tischschüttler 



3. Methoden 

35 

angeregter 

Triplett-Zustand 

inkubiert. Am nächsten Tag wurde der erste Antikörper in ein 15 ml Reaktionsgefäß 

überführt und die Membran durch zweimaliges Schwenken mit ca. 30 ml TBST und 

dreimalige Inkubation für 10 bis 15 min gewaschen. Anschließend wurden 10 ml des 

zweiten Antikörpers in 3 % MTBST zugegeben und für zwei Stunden bei Raumtemperatur 

geschüttelt. Nach Entfernung des zweiten Antikörpers erfolgte ein erneutes Waschen wie 

nach dem ersten Antikörper. Die Detektion erfolgte mit Hilfe von ECL plus Western Blotting 

Detection System. Die an dem zweiten Antikörper konjugierte Peroxidase katalysierte die 

Umsetzung von Luminol im Alkalischen mit H2O2 zum Dicarboxylat-Danion unter  

Chemilumineszenz. Die auftretende Lumineszenz wurde mit Hilfe des Lumi ImagerTM F1 

Gerätes detektiert. 

 

 
Abbildung 3.3: Die Chemilumineszenzreaktion 

 

Die geblotteten Gele wurden mit coomassie Brillant Blau gefärbt, um die Proteinbahnen 

sichtbar zu machen. Nach zwei stündiger Färbung wurden die Gele mit Entfärbelösung 

mehrmals gewaschen. 

 

3.2.6  Isolierung sekretorischer Hefevesikel  
 

Sekretorische Hefevesikel zeichnen sich durch hohe Stabilität und einheitliche Größe. Im 

Gegensatz zu Protoplasten haben Vesikel ein größeres Oberflächen-Volumen-Verhältnis 

und einen höheren Anteil an Aquaporinen im Vergleich zu anderen Kanälen und 

Transportern. 

Für die Gewinnung von Hefevesikeln wurde der Hefestamm NY17fps1 eingesetzt. Dieser 

Stamm weist ein Gendefekt auf, wodurch die Produktion eines löslichen 85 kDa Proteins 

beeinträchtigt, welches am Transport der Vesikel zur Zellmembran beteiligt ist. Dadurch 

werden die Vesikel im Cytosol sechsmal stärker akkumuliert, als in dem Wildtyp-Stamm. 

Dieser Effekt wird allerdings durch Inkubation bei 37 °C für einige Stunden ausgelöst. 

Deswegen müssen die Hefezellen im Selektionsmedium bei 25 °C wachsen gelassen und 

danach bei 37 °C inkubiert, damit es zur Akkumulation der Vesikel im Cytosol kommt 

(Potenza et al., 1992). 

 

Nach Transformation der Hefe NY17fps1 wie unter 3.12 beschrieben und Inkubation bei 

25 °C für 3 bis 4 Tage auf SD KHL-Agarplatten wurde eine Hefekolonie in 3 ml SD HLK-

Medium gegeben und über Nacht bei 25 °C unter Schütteln bei 200 rpm inkubiert. Am 
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nächsten Tag wurden 100 ml SD KHL-Medium mit der Vorkultur inokuliert und weiter bis zu 

einer OD600 von 2 inkubiert.  

 

Die 100 ml Kultur wurde auf 5 l Medium im Fermenter verdünnt und folgende Parameter 

laut Angaben des Fermenterherstellers eingestellt: 

 

Umdrehungszahl  200 rpm 

pH-Wert 5,5 

O2-Sättigung mind. 40 % 

Temperatur 
1) 25 °C zum Wachsen der Zellen 

2) 37 °C in den letzten 4 Stunden zur Akkumulation der Vesikel 

 

Der Fermentationsvorgang wurde in Gang gesetzt und aus Zeitgründen nach 40 Stunden 

beendet. Anschließend wurden die Zellen bei 4.000 × g und 4 °C für 5 min zentrifugiert. Das 

Hefepellet (ca. 40 g) wurden resuspendiert und auf mehrere Reaktionsgefäße geteilt. Nach 

Zugabe des 25 × Protease-Inhibitors erfolgte der Zellaufschluss durch alternierendes 

Vortexen und Abkühlen auf Eis für jeweils 30 s. 

Anschließend wurde die Suspension bei 10.000 × g zentrifugiert. Der Überstand wurde 

erneut bei 50.000 × g und anschließend bei 100.000 × g und 4 °C für 60 min. Das 

gewonnene Vesikelpellet wurde im Inkubationspuffer resuspendiert und durch eine 

Filtermembran (Ø = 100 nm) extrudiert. 

 

3.2.7  Bestimmung der Vesikelgröße 
 

Die Vesikelgröße wurde mit freundlicher Unterstützung des Arbeitskreises von Prof. Steckel 

mit Hilfe eines Zetasizer bestimmt. Der Zetasizer kann Partikel mit einem Durchmesser von 

0,6 nm bis 6 μm erfassen. Die Ermittlung der Partikelgröße erfolgt durch die dynamische 

Lichtstreuung. In einer Suspension bewegen sich die Vesikel aufgrund der Brownschen 

Molekularbewegung. Dies führt zu Streuung des eingestrahlten Laserlichts der Wellenlänge 

632 nm. Die Detektion des Streulichtes erfolgt in 90°. Die Streulichtintensität wird in 

verschiedenen Zeitintervallen registriert, wobei die Probe drei Läufen unterzogen wurde. In 

jedem Lauf wurden 10 Messungen vorgenommen, wobei jede einzelne Messung 10 s 

dauert. 

 

 

 

 

 

 

 



3. Methoden 

37 

3.3 Methoden zur Charakterisierung der AQP-

Funktion 
 

Es wurden verschiedene Prinzipien und Methoden zur funktionellen Charakterisierung der 

Aqua-(glycero)-porine optimiert, neue Testverfahren entwickelt und etabliert. Im 

Allgemeinen herrschten drei Testmethoden: 

 

1) phänotypische Methoden auf Agarplatten 

2) phänotypische Methoden in Flüssigkulturen und 

3) biophysikalische Fluoreszenz- und Lichtstreuungsmessungen. 

 

3.3.1  Phänotypische Methoden auf Agarplatten 
 

Dieses Testverfahren zeichnet sich durch einfache Vorbereitung der Zellen und kurze 

Durchführungszeiten aus. Im Prinzip wurden Agarplatten hergestellt, die die Substanz 

enthalten, deren Aufnahme durch Aqua(glycero)porine bestimmt werden soll. 

Die Zellen, die zuvor mit dem leeren Plasmid (Kontrolle) oder mit dem AQP-Plasmid-

Konstrukt transformiert worden sind, wurden auf die Agarplatten punktförmig pipettiert 

und bei 29 °C inkubiert. 

Durch Vergleich des Wachstums der Kontrolle mit dem der AQP produzierenden Zellen 

konnte auf die Leitfähigkeit geschlossen werden. 

 

3.3.1.1 H2O2-Aufnahmemessung auf Agarplatten 

 

Hierbei wurden Agar-Medium-Platten hergestellt, die 0 / 0,2 / 0,4 / 0,6 / 0,8 und 1 mM 

H2O2 enthalten. Für diesen Test wurde der Hefestamm By4742fps1yfl054c wie unter 

3.1.10 transformiert. 3 bis 5 ml einer Übernacht-Kultur mit einer OD600 von 1 wurden bei 

4.000 × g und 4 °C für 5 min zentrifugiert und in 2 ml frischen Mediums resuspendiert. Die 

OD600 wurde photometrisch gemessen und auf 1 eingestellt. Von dieser Stammsuspension 

wurde eine geometrische Verdünnungsreihe (1×10-1 bis 1×10-4) vorbereitet. Auf den H2O2-

Platten wurden 4 µl Zellesuspension je Verdünnung reihenweise pipettiert und 3 bis 4 Tage 

bei 29 °C inkubiert. 

 

3.3.2  phänotypische Methoden in Flüssigkulturen 
 

Mit diesem Verfahren wurde der Einfluss von H2O2 auf das Wachstum von Hefezellen über 

mehrere Tage verfolgt, so dass die Leifähigkeit einiger Aqua(glycero)porine für H2O2 
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bestimmt werden konnte. Der Test erfolgt in Mikrotiterplatten (100 well plate), wobei 

jedes well max. 360 µl umfasst.  

 

3.3.2.1 Bestimmung der Generationszeit 

 

Der Hefestamm By4742fps1yfl054c wurde mit dem leeren Plasmid pDR196HA 

transformiert und eine Vorkultur vorbereitet. 3 ml dieser Vorkultur wurden zentrifugiert, 

gewaschen und in frischem SD KHL-Medium so resuspendiert, dass OD600 von 0,1 

eingestellt war. Jeweils 300 µl wurden in ein well pipettiert. Das Wachstum wurde über 

mehrere Tage im Bioscreen-Gerät verfolgt. 

 

Folgende Parameter wurden eingestellt: 

 

Wellenlängenbereich 420-580 nm 

Temperatur 29 °C 

Messung der OD  alle 30 min 

Versuchsdauer 4 Tage 

 

3.3.2.2. H2O2-Messung mit dem Bioscreen  

 

3  bis 4 ml Übernacht-Zellkultur wurden bei 4.000 × g und 4 °C für 5 min zentrifugiert und in 

frischem SD KHL-Medium so resuspendiert, dass OD600 von 0,4 eingestellt war. Separat 

wurden SD KHL-Medien mit 0,6 / 1,2 / 1,6 mM H2O2 vorbereitet. 

Anschließend wurden in ein well jeweils 150 µl Hefesuspension und 150 µl SD KHL-H2O2-

Medium pipettiert, so dass sich die OD600 und die H2O2-Konzentration halbierten, wobei 

jede Probe dreimal pipettiert wurde. Nachdem alle Proben aufgetragen worden sind, 

wurde die Platte in das Gerät eingelegt und das Programm mit dem oben genannten 

Einstellungen gestartet. 

 

3.3.3  Biophysikalische Methoden mit der stopped flow 

Apparatur 
 

Die stopped flow Methode eignet sich zur schnellen Registrierung der dynamischen 

Lichtstreuung und Fluoreszenzänderungen in sehr kleinen Volumina. Sie wurde eingesetzt, 

um die Wasser-, Glycerol- und Ammoniakleitfähigkeit zu messen. 
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3.3.3.1 Messung der Wasserleitfähigkeit 

 

Die Hefeportoplasten in Spritze III werden mit dem hyperosmotischen Puffer in Spritze I 

schnell gemischt und in die Küvette geleitet. Auf Grund des osmotischen Gradienten 

kommt es zu Wasseraustritt, wodurch sich das Volumen der Protoplasten verkleinert. 

Kleinere Protoplasten können das eingestrahlte Licht ( = 546 nm) stärker streuen, was von 

dem Detektor registriert, von dem Photomultiplier verstärkt und am Computer als eine 

exponentiell steigende Kurve gezeigt wird. Es wurden 9 Kurven pro Probe gespeichert und 

mit Hilfe der Biokine Software (Bio-Logic) die Mittelwertkurve berechnet und normiert. 

Ermittlung der kinetischen Parameter erfolgte mit dem Programm SigmaPlot 11.0. 

 

 
Abbildung 3.4: Schematische Darstellung der stopped flow Apparatur. Erklärung der einzelnen Teile und 

deren Funktion ist im Text. 

 

Präparation von Hefeprotoplasten 

 

50 ml einer Übernacht-Kultur mit OD600 von 0,9 ± 0,1 wurden in einem ausgewogenen 

Reaktionsgefäß bei 4.000 × g und 4 °C für 5 min zentrifugiert und mit 10 ml Puffer I 

gewaschen. Der Überstand wurde komplett entfernt (ggf. erneut für 2 min zentrifugieren 

und den restlichen Überstand abpipettieren). Durch Wiegen des Reaktionsgefäßes mit dem 

Hefepellet konnte das Nassgewicht (80 bis 120 mg) ermittelt werden. Danach wurden die 

Zellen in 3 ml Puffer I resuspendiert und für ca. 10 min bei 29 °C vorinkubiert. Dazu wurden 

100 mg BSA, 200 U Zymolyase20T pro g Hefe-Nassgewicht und 6 ml Puffer II zugegeben. 

Danach erfolgte eine Inkubation für 50 bis max. 70 min bei 29 °C und 80 rpm. 

Anschließend wurden die Protoplasten bei 2.000 × g und 4 °C für 5 min zentrifugiert. Nach 

zweimaligem Waschen mit 10 ml kalten Puffers III wurden die Protoplasten durch 

vorsichtiges Pipettieren (kein Vortexen) in 5 ml resuspendiert und bis zur Messung auf Eis 

oder bei 4 °C im Kühlschrank aufbewahrt. 

Unmittelbar vor der Messung wurde ein Teil dieser Protoplastensuspension so verdünnt, 

dass mind. 4 ml mit OD600 von 2 ± 0,2 erhalten wurden (Gleichung 4). 
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Beginn der Messung und Aufnahme der Kurven 

 

10 min vor Beginn der Messung wurde die Xe/Hg-Lampe angeschaltet und auf 100 W 

eingestellt. Die Protoplasten werden in die Spritze III gezogen. Die Spritze I ist mit Puffer IV 

und Spritze II mit Wasser gefüllt. Die Stempel unter den Spritzen werden langsam 

hochgefahren, so dass die Luftblasen entweichen können. Das angeschlossene Wasserbad 

(nicht in der Abbildung gezeigt) temperierte die drei Spritzen auf 20 °C. 

 

Mit Hilfe des Programms ,,Bio-Kine 32 V4.46´´ wurden folgende Parameter eingestellt: 

 

mixing sequence 

Mischungsverhältnis 1:1 

Gesamtvolumen/Messung 202 µl 

Flussrate 14 ml·s-1 

Acquisition Setup 
Anzahl der Messpunkte 8000 

sampling period  5 ms 

Photomultiplier 
Verstärkung 400 × 

output filter 3 ms 

 

Mit diesen Einstellungen wurde die Messung gestartet und die registrierten Kurven wurden 

gespeichert und anschließend normiert. 

 

Normierung der Wasserkurven 

 

Zum Vergleich der Leitfähigkeit von Aquaporinen wurden die Mittelwertkurven normiert. 

Mit diesen normierten Kurven wurden der -Wert, die Ratenkonstante (kWasser)  und der 

Koeffizient der Wasserleitfähigkeit ermittelt. 

Die Mittelwertkurve wird mit der Biokine Software geöffnet und dann wird die x-Achse auf 

2 bis 3 s verkürzt, so dass man mit dem cross cursor (Ziffer 1 in Abbildung 3.5) den ersten 

Punkt der Kurve anklicken kann. Unter der Schaltfläche ,,Math´´ (Ziffer 2) findet sich die 

Option ,,translate trace´´ (Ziffer 2.a in Abbildung 3.6). Klickt man diese an, so erscheint ein 

Dialogfenster mit den aktuellen Koordinaten des ausgewählten Punktes. Unter diesen gibt 

man die Koordinaten (0,0) und bestätigt mit OK. Dadurch verschiebt man das 

Koordinatensystem so, dass die Kurve bei (0,0) beginnt. Mit dem cross cursor wählt man 

nun den Beginn der Plateauphase und liest in der Bearbeitungsleiste den Wert der y-Achse 

(Ziffer 3 in Abbildung 3.5). 

 

 
Abbildung 3.5: Ausschnitt vom Programm Bio-Kine 32 V4.46 für die Normierung von stopped flow Kurven. 
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Unter der Schaltfläche ,,Math´´ findet sich die Option ,,a.(File1) + b´´ (Ziffer 2.b in Abbildung 

3.6). Klickt man diese an, so erscheint ein Dialogfenster für die Kurvengleichung. In das Feld 

für die Konstante a gibt man den reziproken Wert der y-Achse ein und bestätigt mit OK. 

Dadurch wird die Plateauphase der Kurve auf den Wert 1 hoch gezogen und somit ist die 

Kurve auf (0,1) normiert. Die Kurven wurden als .txt files gespeichert, um sie mit dem  

Programm SigmaPlot 11.0 zu öffnen und damit die kinetischen Parameter zu bestimmen. 

 

       
Abbildung 3.6: Die Schaltfläche ,,Math´´ mit den Optionen ,,translate trace´´ und der Kurvengleichung. 

 

 

Ermittlung der Ratenkonstante (kwasser), des -Wertes und der transportierten 

Wassermenge 

 

Ratenkonstante 

Mit Hilfe des Programms SigmaPlot 11.0 wurden die normierten Kurven zu einer einfach 

oder zweifach exponentiellen Kurve gefittet. Für die einfache Exponentialfunktion gilt 

folgende Gleichung: 

 
(Wasser)-k ty = a(1 e )       (Gl 5) 

wobei: 

a: Amplitude der Kurve. Für die normierten Kurven gilt a = 1.  

k(Wasser ) = Ratenkonstante in s-1 

 

 

Für die zweifache Exponentialkurve gilt hingegen die Gleichung 6 

 
1 2k t k ty a(1 e ) b(1 e )          (Gl 6) 

 

wobei: 

a: Amplitude der ersten Phase mit k1 als Ratenkonstante in s-1 

b: Amplitude der zweiten Phase mit k2 als Ratenkonstante in s-1 
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In diesem Fall errechnet sich die Ratenkonstante (in s-1) mit der folgenden Gleichung: 

 

1 2
(Wasser)

ak b kk
a b
  


        (Gl 7) 





-Wert (s) 

Der -Wert ist die Zeit, bei der 63,2 % des Transportvorganges erreicht ist. Der Wert kann 

direkt an der Kurve bei y = 0,632 abgelesen werden.  Er ist bei idealem exponentiellem 

Kurvenverlauf identisch mit dem reziproken Wert von k(Wasser). 

 

Koeffizient der Wasserleitfähigkeit 

Der Wasserleitfähigkeitskoeffizient ist ein Maß für die Transportgeschwindigkeit und hat 

die Einheit (µm· s-1). Für die Berechnung wird die folgende Gleichung herangezogen: 

 

(wasser) 0
(Wasser) 

0 w  

k V
P = 

S V Δc



 

        (Gl 8) 

 

wobei: 

k(Wasser): Ratenkonstante in s-1 

V0 = 6,5 · 10-8 m3 ist Protoplastenvolumen 

S0 = 7,9 · 10-5 m2 ist Protoplastenoberfläche 

Vw = 18 cm3·mol-1 ist das molekulare Wasservolumen 

c = 300 mOsm·l-1 ist der osmotische Gradient in der Messküvette 

 

Transportierte Wassermenge 

Zur Ermittlung der transportierten Wassermenge kann die Fläche unter der nicht 

normierten Kurve (AUC) herangezogen werden. Dies kann mit SigmaPlot 11.0 berechnet 

und angezeigt werden. 

 

3.3.3.2 Messung der Glycerolleitfähigkeit 
 

Bei Messung der Glycerolleitfähigkeit von Aquaglyceroporinen wurden ebenfalls 

Protoplasten hergestellt und in dem Puffer III inkubiert. Die Messung in der stopped flow 

Apparatur erfolgte gegen einen Glycerol enthaltenden isoosmotischen Messpuffer (0,6 M 

Glycerol + 0,6 M Polyol) oder gegen einen hyperosmotischen Puffer (0,6 M Glycerol + 1,2 M 

Polyol). 

Bei Mischen der Protoplasten mit dem isoosmotischen Messpuffer herrschte in der 

Mischung ein chemischer Glycerol-Gradient von 300 mOsm, auf Grund dessen Glycerol 

durch die Aquaglyceroporine in die Protoplasten transportiert wurde. Das einströmende 
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Glycerol zog Wasser mit sich, wodurch die Protoplasten angeschwollen und das 

eingestrahlte Licht ( = 546 nm) weniger gestreut haben. Es resultiert eine exponentiell 

abfallende Kurve. 

Bei Mischen mit dem hyperosmotischen Messpuffer resultierte eine zweiphasige Kurve. In 

der ersten Phase wurde den Protoplasten auf Grund der Hyperosmolarität Wasser 

entzogen. Die Protoplasten schrumpften und konnten das eingestrahlte Licht stärker 

streuen. Die Kurve stieg exponentiell. Gleichzeitig setzte sich der Glyceroleinstrom in die 

Protoplasten auf Grund des chemischen Gradienten ein. Dadurch schwollen die 

Protoplasten auf und die Lichtstreuung nahm wieder ab. Die Kurve fiel ab. In jedem Fall 

wurden 9 Kurven registriert und daraus die Mittelwertkurve berechnet. Anschließend 

wurden die Kurven normiert. 

 

Normierung der Glycerolkurven 

 

Bei Messung der Glycerolleitfähigkeit mit dem isoosmotischen Puffer resultierte eine 

exponentiell abfallende Kurve. Der Beginn der Plateauphase wurde zunächst mit cross 

cursor markiert. Unter ,,translate trace´´ wurde der y-Achsenwert auf 0 geändert. Dann 

wurde der Beginn der Kurve mit dem ,,cross cursor ´´ markiert, den y-Achsenwert 

abgelesen und die Kurve dem reziproken Wert multipliziert. Die normierte Kurve wurde 

als .txt file gespeichert. 

Bei Messung mit dem hyperosmotischen Puffer (0,6 M Glycerol + 1,2 M Polyol) resultierte 

eine zweiphasige Kurve, deren Verlauf der Bateman-Funktion ähnelt. Die x-Achse wurde 

zuerst verkürzt, so dass der Beginn des steigenden Kurventeils mit dem ,,cross cursor ´´ 

gewählt wurde. Die Koordinaten wurden dann mit Hilfe der Option ,,Math  translate 

trace´´ auf (0,0) geändert. Die Kurve wurde dann als .txt file gespeichert. 

 

Ermittlung der Ratenkonstante und des -Wertes  

 

Ratenkonstante bei isoosmotischer Messung: 

Die Mittelwertkurve aus der Messung mit dem isoosmotischen Puffer wurde mit dem 

Programm SigmaPlot 11.0 geöffnet und zu einer einfach exponentiellen Kurve gefittet. 

Dafür gilt folgende Gleichung 

 
(Glycerol)k ty ae b         (Gl 9) 

 

wobei: 

a: Amplitude der Kurve soll nah 1 liegen 

b: der y-Achsenabschnitt 

k(Glycerol): Ratenkonstante für die Glycerolleitfähigkeit in s-1. 
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Für die normierten Kurven gilt a = 1 und b = 0. Somit kann Gleichung 9 vereinfacht werden: 

 
(Glycerol)k ty e         (Gl 10) 

 

 

Ratenkonstante bei hyperosmotischer Messung 

Hierbei resultierte eine zweiphasige Kurve; der steigende Teil der Kurve repräsentiert den 

Wasserausstrom aus den Protoplasten und der abfallende Teil den Glyceroleinstrom in die 

Protoplasten. 

 
(Wasser) t (Glycerol) t-k -ky = a (1-e )+b e        (Gl 11) 

wobei: 

a: Amplitude für den Wasseraustritt mit der Ratenkonstante k(Wasser)  in s-1  

b: Amplitude des Soluteinstroms mit der Ratenkonstante k(Glycerol) in s-1 

 

-Wert 

Bei dem exponentiell abfallenden Kurvenverlauf ist der -Wert die Zeit, bei der 36,8 % des 

Transportvorgangs erreicht worden ist. Dafür liest man den Wert der x-Achse bei y = 0,368. 

 

Bestimmung des -Wertes von zweiphasigen Vorgängen, wie bei der hyperosmotischen 

Glycerolmessung, ist kompliziert, da wir dabei mit gemischten Vorgängen zu tun haben, die 

sich zeitlich abschneiden. 

 

Koeffizient der Glycerolleitfähigkeit 

Genauso wie bei der Wassermessung gilt hier der Glycerolleitfähigkeitskoeffizient als Maß 

für die Transportgeschwindigkeit. Der Koeffizient lässt sich folgendermaßen berechnen: 

 

(Glycerol) 0 ges
(Glycerol) 

0 

K V c
P = 

S Δc
     (Gl 12) 

 

wobei: 

k(Glycerol): Ratenkonstante für die Glycerolleitfähigkeit in s-1  

V0 = 6,5 × 10-8 m3 ist Protoplastenvolumen 

S0 = 7,9 × 10-5 m2 ist Protoplastenoberfläche 

cges: Glycerolkonzentration in M 

c = 300 mOsm·l-1 ist der chemische Gradient des Soluten in der Messküvette. 
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3.3.3.3 Messung der Ammoniakleitfähigkeit 
 

Die Messung der Ammoniakleitfähigkeit der Aquaglyceroporine erfolgte durch Verfolgung 

der Fluoreszenzänderung in intakten Hefezellen.  

 

Beladung der Zellen mit Fluoresceindiacetat (FDA) 

 

Zur Untersuchung der Ammoniakleitfähigkeit von Aquaglyceroporinen wurden Hefezellen 

mit Fluoresceindiacetat (FDA) beladen und mit einem Ammoniak enthaltenden Puffer in 

der stopped flow Apparatur gemischt. 

Ein Hefeklon wurde in 3 bis 4 ml SD KHL-Medium suspendiert und über Nacht bei 29 °C 

inkubiert. Am nächsten Nachmittag wurde die OD600 photometrisch gemessen und eine 

Hauptkultur von 40 ml mit einer Start-OD600 von ca. 0,05 über Nacht inkubiert. Am Tag der 

Messung wurden die Hefezellen bei 4.000 × g und 4 °C für 5 min zentrifugiert und mit 30 ml 

Wasser gewaschen. Es wurde immer auf komplettes Entfernen des Wassers durch 

Abpipettieren geachtet. Danach wurden die Zellen in 1 ml Ladepuffer resuspendiert, die 

OD600 durch 1:100 Verdünnung bestimmt und dann so mit Ladepuffer weiter verdünnt, 

dass eine OD600 von ca. 50 ± 5 eingestellt war. Dazu kam das entsprechende Volumen an 

5 mM FDA-Lösung in DMSO, so dass eine Endkonzentration von 50 µM erreicht war. Die 

Suspension wurde möglichst genau 10 min inkubiert. Dann wurden die Zellen bei 4.000 × g 

und 4 °C für 5 min zentrifugiert. Nach Entfernung des gelben Überstandes wurden die 

Zellen zwei Mal mit 5 ml Inkubationspuffer gewaschen und darin resuspendiert. Die nun 

beladenen und gelb gefärbten Zellen wurden sofort und während der weiteren Prozedur 

immer auf Eis gehalten. Unmittelbar vor der Messung wurde ein Teil so verdünnt, dass 

mind. 5 ml mit OD600 von 10 ± 0,5 erhalten waren. 

 

Stopped flow Parameter 

 

Xe/Hg-Lampe 
 490 nm 

cut off filter > 512 nm 

mixing sequence 

Mischungsverhältnis 1:1 

Gesamtvolumen/Messung 202 µl 

Flussrate 14 ml·s-1 

Acquisition Setup 
Anzahl der Messpunkte 8000 

sampling period  20 ms 

Photomultiplier 
Verstärkung 400 × 

output filter 30 µs 
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Mit diesen Einstellungen wurde die Messung gestartet und die registrierten Kurven wurden 

gespeichert und anschließend normiert. 

 

Normierung der Ammoniakkurven 

 

Im Gegensatz zur Messung der Wasser- und Glycerolleitfähigkeit wurde bei der 

Ammoniakmessung keine Plateauphase erreicht. Durch den Ammoniakeinstrom in die 

Hefezellen steigt die Fluoreszenz zunächst exponentiell und dann ging die Kurve in eine 

linear steigende Gerade über. Der Beginn der Kurve wurde auf 0 herabgesetzt und der 

Beginn des linearen Teils auf 1 normiert. 

 

Ermittlung der Ratenkonstante und des -Wertes 

 

Ratenkonstante 

Die Mittelwertkurve wurde mit dem Programm SigmaPlot 11.0 zu einer einfach 

exponentiellen Kurve gefittet. Hierzu gilt die Gleichung 

 
(Ammoniak) -k ty = a(1-e )      (Gl 13) 

 

wobei: 

a: Amplitude der Kurve. Für die normierten Kurven gilt a = 1.  

k(Ammoniak ) = Ratenkonstante in s-1 

 

-Wertes 

Zur Ermittlung des -Wertes wird die Zeit an der x-Achse bei y = 0,632 abgelesen. 

 

3.3.3.4 Untersuchung der Molenbruch-Anomalie 
 

Für die Untersuchung, ob sich zwei verschiedene Solute in ihren Leitfähigkeiten 

beeinflussen können, wurde ein einfaches Testsystem mit der stopped flow Apparatur 

aufgebaut und verwendet. 

Die in Puffer III inkubierten Protoplasten wurden mit einem Messpuffer gemischt, der eine 

Mischung aus Glycerol und Harnstoff in folgenden Anteilen enthält: 0/1, 1/3, 2/3, und 1/0 

Glycerol zu Harnstoff.  
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Hierfür wurden auch 2 Puffersysteme wie bei der Glycerolmessung eingesetzt: 

1) Bei Messung mit isoosmotischem Puffer (0,6 M Saccharose + 0,6 M 

Glycerol/Harnstoff-Mischung) betrachtet man einen exponentiell abfallenden 

Verlauf der Kurve. 

2) Bei Messung mit hyperosmotischem Puffer (1,2 M Saccharose + 0,6 M 

Glycerol/Harnstoff-Mischung) betrachtet man einen zwei phasigen Verlauf der 

Kurve, der der Bateman-Funktion entspricht. 

 

Normierung der Solutmischungskurven 

 

Die Kurven wurden genauso normiert wie bei der Messung der Glycerolleitfähigkeit. 

 

Ermittlung der Ratenkonstante und den -Wertes 

 

Die Messungsparameter wurden hier ebenfalls wie bei Messung der Glycerolleitfähigkeit 

ermittelt, da hier die gleichen Verhältnisse herrschten und dadurch die gleichen 

Erscheinungen resultierten. 
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4. Ergebnisse 
 

4.1 Optimierung der Stopped flow Methode 
 

Vor Durchführung der eigentlichen Messungen der Wasser- und Solutleitfähigkeit wurden 

einige Parameter kontrolliert und bestimmt. 

 

4.1.1  Findung der optimalen Zymolyase20T-Konzentration 

 

Zymolyase20T ist ein Enzymgemisch mit β-1,3-Glucan-Laminaripentaohydrolase als 

Hauptkomponente, die β-1,3 glykosidische Bindungen von Glucosepolymeren zu 

Laminariapentaosen (Glucosepentameren) spaltet. Dadurch wird die rigide Zellwand der 

Hefezellen aufgelockert, so dass Volumenänderungen auf Grund des Transportes von 

Wasser oder Soluten besser detektiert werden; man erhöht also die Empfindlichkeit der 

Messung. Problematisch ist aber, dass die Zymolyase Proteaseaktivität von 1·104 U·l-1 hat. 

Deswegen dient der Zusatz von 100 mg BSA dem Schutz der Zellproteine und darunter der 

Aquaporine. 

Da man in der Literatur verschiedene Angaben für optimale Protoplastierung findet wie z. B. 

50 bis 100 U·g-1 (Hersteller), 450 U·g-1 (Walworth & Novick, 1987) und 600 U·g-1 (Nakamoto 

et al., 1991) wurden 100 ml Hefekultur mit einer OD600 von 1 auf 5 Reaktionsgefäße a 20 ml 

geteilt, zentrifugiert und mit verschiedenen Zymolyase20T-Mengen versetzt, so dass 

folgende Konzentrationen erhalten wurden: 

 

Tabelle 4.1: Zur Bestimmung der optimalen Zymolyase20T-Konzentrazion wurde eine Kultur auf mehrere 

Gefäße geteilt und mit den folgenden Enzym-Einheiten pro Gramm Hefe versetzt. 

 

Gefäß Zymolyase20T (U·g-1) 

1 100 

2 200 

3 400 

4 600 

5 800 

 

Nach beendeter Protoplastierung wurde mit den einzelnen Fraktionen der Wassertransport 

aus den Protoplasten gemessen. Anschließend wurden die Kurven normiert und die 

Ratenkonstanten bestimmt. 
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Die Abbildung 4.10 zeigt die Schrumpfkurven der einzelnen Fraktionen. Hierbei wurden die 

Protoplasten einem auswärts gerichteten osmotischen Gradienten von 150 mOsm 

ausgesetzt. Dadurch wurde den Protoplasten Wasser entzogen; sie schrumpften und 

streuten das Licht stärker. Mit 200 U·g-1 erhält man den besten Kurvenverlauf und die 

höchste Ratenkonstante. Die Kurve zeichnet sich durch geringes Rauschen im Vergleich zu 

100 und 400 U·g-1. Außerdem werden 600 und 800 U·g-1 von den meisten Arbeitsgruppen 

als hoch eingestuft. 

 
Abbildung 4.10: Ermittlung der optimalen Zymolyase20T-Konzentration für ausreichende Protoplastierung. 

Gemessen wurde der Wasseraustritt aus den Protoplasten auf Grund des osmotischen Gradienten von 

150 mOsm auswärts. 

 

Die Tabelle 4.2 zeigt die berechneten Ratenkonstanten der einzelnen Fraktionen. Die 

Werte sind sehr ähnlich. Der höchste Wert von 1,79 s-1 wurde mit 200 U·g-1 erreicht.  Auf 

Grund der Kurvenverläufe und Ratenkonstanten wurden alle weiteren Protoplastierungen 

mit 200 U·g-1 durchgeführt. 

 

Tabelle 4.2: Die Ratenkonstanten aus den Schwellkurven. Die Werte wurden mit Hilfe des Programmes 

SigmaPlot 11.0 nach dem Kurvenfitting ermittelt. 

 

Gefäß c (U·g-1) K-Wert (s-1) 

 

Gefäß c (U·g-1) K-Wert (s-1) 

1 100 1,52 4 600 1,45 

2 200 1,79 5 800 1,45 

3 400 1,68    
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4.1.2  Lagerfähigkeit von Protoplasten 

 

Für Bestimmung der Lagerfähigkeit von Protoplasten im Inkubationspuffer wurden 150 ml 

Hefekultur mit OD600 von 1,3 zentrifugiert und gewaschen. Die Protoplastierung erfolgte 

mit 200 U·g-1 Zymolyase20T. Nach der Protoplastierung (Tag 0) wurde der Wasseraustritt 

auf Grund eines auswärts gerichteten Gradienten von 150 mOsm gemessen. 

Nach Lagerung der Protoplasten über das Wochenende wurde der Wasseraustritt an drei 

weiteren Tagen gemessen (Tag 3 bis 5).  

Aus der Abbildung 4.11 wird ersichtlich, dass sich die Schrumpfeigenschaften der 

Protoplasten nicht verändert haben. Dies wurde auch durch die -Werte der einzelnen 

Messungen bestätigt. Die -Werte liegen bei 2,32 ± 0,14 s. Diese Stabilität der Protoplasten 

in dem Inkubationspuffer hat den Vorteil, dass man die Wasser- oder Solutleitfähigkeit 

einige Tage nach der Präparation messen kann. 

 

 
Abbildung 4.11: Lagerfähigkeit von Protoplasten im Inkubationspuffer bei 4 °C im Kühlschrank. Die 

Protoplasten wurden an Tag 0 präpariert und gemessen. Nach Lagerung über das Wochenende wurden sie 

an drei weiteren tagen (Tag 3-5) gemessen. 

 

4.1.3  Schrumpfen oder Schwellen? 

 

In den obigen Versuchen wurden die Protoplasten mit einem hyperosmotischen Puffer 

gemischt und dadurch der Wasseraustritt gemessen. Im folgenden Versuch wurden 

Protoplasten präpariert und damit sowohl der Wasseraustritt (durch Mischung mit einem 

hyperosmotischen Puffer) als auch der Wassereintritt (durch Mischung mit einem 

hypoosmotischen Puffer) gemessen, um die Frage zu beantworten, ob die Protoplasten auf 

Schrumpfen oder Schwellen besser ansprechen. Die Abbildung 4.12 zeigt das Ergebnis. 
 



4. Ergebnisse 

52 

 
Abbildung 4.12: Mit den gleichen Protoplasten wurden Schrumpfkurven in Blau und Schwellkurven in Rot 

auf Grund 150 mOsm registriert. 

 

Bei Mischen der Protoplasten mit dem hyperosmotischen Puffer resultierte ein auswärts 

gerichteter osmotischer Gradient von 150 mOsm, auf Grund dessen Wasser nach außen 

transportiert wurde. Dies führte zu Schrumpfung der Zellen, die dadurch das Licht stärker 

gestreut haben, was in einer exponentiell steigenden Kurve sichtbar wurde. Den 

umgekehrten Verhalt beobachtet man bei Mischen der Protoplasten mit einem 

hypoosmotischen Puffer. 

Beide Kurven zeichnen sich durch geringes Rauschen und symmetrischen Verlauf, was auf 

eine gute Protoplastierung hinweist. Außerdem schneiden sich die Kurven bei y = 0,51. Dies 

bedeutet, dass in beiden Fällen die gleiche Menge an Wasser nach außen bzw. nach innen 

mit der gleichen Ratenkonstante transportiert wurde. Dieser Versuch macht deutlich, dass 

die Protoplasten ihr Volumen in beide Richtungen verändern können, was auch heißt, dass 

die Osmolarität des Inkubationspuffers geeignet ist und den Protoplasten einen 

ausreichenden Spielraum überlässt. Außerdem zeigt die Abbildung 4.12, dass die 

Protoplasten über einen Zeitraum von 30 s stabil waren; sie sind durch den Wassereintritt 

nicht aufgeplatzt und wegen des Wasseraustritts sind sie nicht in sich gefallen. Für die 

folgenden Versuche haben wir uns für die Schrumpfvariante, also für die Mischung mit 

einem hyperosmotischen Puffer, entschieden. 

 

4.1.4  Der osmotische Gradient 
 

Im folgenden Versuch wurde der Wassertransport aus den Protoplasten auf Grund 150 und 

300 mOsm gemessen, um den Einfluss des osmotischen Gradienten auf die Leitfähigkeit zu 

untersuchen. 

Abbildung 4.13.A zeigt den Wassertransport aus den Protoplasten. Sowohl mit 150 mOsm 

als auch mit 300 mOsm fand der Wassertransport mit der gleichen Ratenkonstante (1,3 s-1 

und 1,1 s-1) statt. Man sieht aber, dass die blaue Kurve bei ca. 36,3 s einen nicht linearen 

Verlauf einnimmt. Dies deutet darauf, dass die Protoplasten an dem Zeitpunkt maximal 

geschrumpft haben; es findet keine Volumenveränderung statt und die Oberfläche ist stark 
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uneben geworden, so dass das Licht in alle Richtungen gestreut wird. Dieses betrachtet 

man auch mit 150 mOsm, aber erst ab 63,8 s auf Grund des kleineren Gradienten. 
 

 
Abbildung 4.13: Messung des Wasseraustritts auf Grund 150 mOsm in Rot und 300 mOsm in Blau. Gezeigt sind in A) die 

normierten und in B) nicht normierten Kurven. Grau gefärbt sind die Flächen unter den Kurven 

 

Einen zweiten Unterschied sieht man an Hand der nicht normierten Kurven (Abb. 4.13.B). 

In Grau gefärbt sind die Flächen unter den Kurven. Mit 300 mOsm hat die Fläche (AUC300) 

einen absoluten Wert von 4,7. Die Fläche unter der mit 150 mOsm. gemessenen Kurve ist 

mit einem Wert von 5,4 ähnlich. Das bedeutet, in beiden Fällen wurde die gleiche Menge 

an Wasser transportiert. Der Unterschied liegt darin, dass mit höherem Gradienten der 

Transportvorgang schneller beendet wurde. Nach 36,2 s sind die Protoplasten total 

geschrumpft, weswegen die blaue Kurve in Abb. 4.13 den nicht linearen Verlauf einnimmt. 

Hingegen dauerte der Transportvorgang mit 150 mOsm fast doppelt so lange. Die totale 

Schrumpfung der Protoplasten beginnt nach ca. 63,8 s. 

 

4.2 Wasser- und Glycerolleitfähigkeit von PfAQP 
 

Die Daten zu diesem Kapitel sind bereits veröffentlicht in „Molar concentrations of sorbitol 

and polyethylene glycol inhibit the Plasmodium aquaglyceroporin but not that of E. coli: 

Involvement of the channel vestibules.“ (Biochim Biophys Acta). 

 

Auf Grund widersprüchlicher Daten in der Literatur über die Funktion des 

Aquaglyceroporins aus P. falciparum (PfAQP) wurde die DNA-Sequenz amplifiziert, kloniert 

und die Wasser- und Glycerolleitfähigkeit in verschiedenen Polyolen getestet. 

 

4.2.1  Amplifikation und Klonierung von PfAQP 

 

Die DNA-Sequenz wurde mittels PCR amplifiziert. Die verwendeten Primer enthielten 

Schnittstellen für PstI und SalI. Anschließend wurde die template DNA mit 1 µl DpnI 

verdaut und elektrophoretisch gereinigt. Das PCR-Produkt und das leere Plasmid 

pDR196HA wurden anschließend mit den Restriktionsenzymen PstI und SalI für 3 h bei 
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37 °C verdaut. Die Restriktionsansätze wurden danach auf Agarosegel aufgetragen und 

elektrophoretisch gereinigt.  

    
Abbildung 4.14: Links: PCR-Produkt von PfAQP. Rechts: Verdau von 1) PfAQP und 2) pDR196HA mit PstI und 

SalI. 3) Als Kontrolle wurde das unverdaute Plasmid pDR196HA aufgetragen. M =Marker. 

 

Aus dem Gel wurden die verdauten DNA-Fragmente extrahiert und anschließend ligiert. 

Nach Transformation kompetenter E. coli  Zellen und Miniprep wurde die Ligation 

kontrolliert. Bei Verdaut mit PstI und SalI entstehen die erwarteten Banden; die obere 

entspricht dem leeren Plasmid und die untere der PfAQP-Sequenz. In Spur 2 wurde das 

verdaute und in Spur 3 das unverdaute Plasmid als Kontrolle aufgetragen. 

 
Abbildung 4.15: Kontrollverdau von 1) PfAQP-pDR196HA und 2) pDR196HA mit PstI und SalI. 3) Als 

Kontrolle wurde das unverdaute Plasmid pDR196HA. M =Marker. 
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4.2.2  Wasserleitfähigkeit von PfAQP; eine umstrittene Funktion! 

 

Auf Grund der widersprüchlichen Daten in der Literatur über die Wasserleitfähigkeit von 

PfAQP wurden S. cerevisiae Zellen mit den Aquaglyceroporinen PfAQP und EcGlpF, mit dem 

wasserspezifischen rAQP1 und dem leeren Plasmid transformiert. Nach der Selektion auf 

SD KHL-Platten wurden Protoplasten präpariert. Die Präparation erfolgte in einem 

Sorbitolpuffer und zum Vergleich in einem Saccharosepuffer und anschließend wurde die 

Wasserleitfähigkeit beider Protoplastenpräparationen gemessen. 

Die ersten Messungen des Wassertransports durch die AQPs und Kontrollen erfolgten in 

dem Sorbitol-Puffersystem mit einem osmotischen Gradienten von 300 mOsm auswärts 

gerichtet. In diesem System lieferten Protoplasten mit PfAQP oder EcGlpF identische 

Schrumpfkurven wie die dazugehörigen Negativkontrollen, deren Wassertransport auf 

einfache Diffusion beruht. Die Positivkontrolle mit rAQP1 transportierte Wasser 27mal 

schneller als ihre Kontrolle (Abb. 4.16). 

 

 
Abbildung 4.16: Wasserleitfähigkeit von Protoplasten mit PfAQP, EcGlpF und rAQP1 (schwarze Kurven) im 

Vergleich zu Protoplasten ohne AQP (graue Kurven) in Sorbitolpuffer. 

 

Nach Normierung der Kurven und Fitting zu einem zweifach exponentiellen Verlauf wurden 

die Ratenkonstanten ermittelt und an Hand der Kurve wurden die -Werte abgelesen. Das 

Verhältnis von 
(AQP)

(Kontrolle)

k

k
bzw. 

 




AQP

(Kontrolle)

 verdeutlicht die bessere Leitfähigkeit des AQP. Je 

größer das Verhältnis der k-Werte bzw. je kleiner das Verhältnis der -Werte ist, umso 

schneller fand der Transport statt. 

 

Tabelle 4.3: Die Ratenkonstanten (s
-1

) und die abgelesenen -Werte (s) in Sorbitol 

  k(AQP) k(Kontrolle) 
(AQP)

(Kontrolle)

k

k  
 (AQP) (Kontrolle) 

 




AQP

(Kontrolle)

 

PfAQP  0,10 0,10 1  8,82 8,82 1 

EcGlpF  0,11 0,10 1,1  8,39 8,80 0,95 

rAQP1  3,44 0,13 26,5  0,36 7,72 0,046 
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Im nächsten Schritt wurden Protoplasten mit PfAQP, EcGlpF, rAQP1 (Positivkontrolle) und 

Negativkontrolle in einem Saccharose-Puffersystem präpariert und anschließend erfolgte 

die Messung des Wassertransports auf Grund eines osmotischen Gradienten von 300 

mOsm auswärts gerichtet, genauso wie bei der Messung mit Sorbitol. 

In Saccharose-Puffersystem zeigte PfAQP einen höheren Wassertransport als die dazu 

gehörige Kontrolle. Mit einer Ratenkonstante von 1,25 s-1 leiteten Protoplasten mit PfAQP 

Wasser 5mal schneller als solche ohne AQP (k = 0,25 s-1).  

Ähnlich wie im Sorbitol-Testsystem zeigt EcGlpF in Saccharose keine Wasserleitfähigkeit. 

Der wasserspezifische rAQP1 führte zu Erhöhung der Wasserpermeabilität der 

Protoplasten um den Faktor 16,6. 

 

 
Abbildung 4.17: Wasserleitfähigkeit von Protoplasten mit PfAQP, EcGlpF und rAQP1 (schwarze Kurven) im 

Vergleich zu Protoplasten ohne AQP (graue Kurven) in Saccharosepuffer. 

 

Nach Normierung und Fitting der Kurven wurden die Ratenkonstanten ermittelt, die -

Werte abgelesen und deren Verhältnisse berechnet: 

 

Tabelle 4.4: Die Ratenkonstanten (s
-1

) und die abgelesenen -Werte (s) in Saccharose 

  k(AQP) k(Kontrolle) 
(AQP)

(Kontrolle)

k

k  
 (AQP) (Kontrolle) 

 




AQP

(Kontrolle)

 

PfAQP  1,25 0,25 5  1,31 4,04 0,32 

EcGlpF  0,26 0,27 0,96  3,72 3,7 1,01 

rAQP1  4,48 0,27 16,6  0,26 3,56 0,07 

 

Die obigen Versuche zeigen deutlich, dass das eingesetzte Polyol einen Einfluss auf die 

Wasserleitfähigkeit hat. Sorbitol ist eine lineare Kette mit sechs Kohlenstoffatomen und 

sechs OH-Gruppen; Saccharose ist ein cyclisches Disaccharid mit acht OH-Gruppen. Um den 

Effekt der Polyolstruktur auf die Funktion von PfAQP zu untersuchen, wurden neue 

Protoplastierungspuffer mit Polyethylenglykol 300 (PEG300) und Glycerol hergestellt und 

die Wasserleitfähigkeit von PfAQP, rAQP1 als Positivkontrolle und Protoplasten ohne AQP 

als Negativkontrolle auf Grund eines osmotischen Gradienten von 300 mOsm, auswärts 

gerichtet, gemessen. 
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PEFG300 ist eine lineare Kette, die länger als Sorbitol ist, aber mit nur zwei OH-Gruppen. 

Glycerol mit drei Kohlenstoffatomen und drei OH-Gruppen kann als ein halbes 

Sorbitolmolekül angesehen werden.  

Somit haben wir eine Auswahl an unterschiedlichen linearen und cyclischen Polyolen, die 

unterschiedliche Anzahl an OH-Gruppen haben, um den Einfluss des Polyols auf die AQP-

Funktion zu testen. 

Die Abbildung 4.18 zeigt die Schrumpfkurven von Protoplasten mit PfAQP, rAQP1 und der 

Negativkontrolle in PEG300 und in Glycerol. 

 

 
Abbildung 4.18: Wasserleitfähigkeit von Protoplasten mit PfAQP (Rot) und rAQP1 (Blau) und die 

Negativkontrolle (Schwarz) in PEG300 (links) und Glycerol (rechts). 

 

 

In PEG300 erhöht PfAQP die Wasserpermeabilität von Protoplasten um den Faktor 5,5 im 

Vergleich zur Negativkontrolle, bringt aber kaum eine Verbesserung im Glycerolpuffer. 

Wie in Sorbitol und Saccharose zeigt rAQP1 in beiden Polyolen seine hohe 

Wasserleitfähigkeit. In der Tabelle 4.5 sind die Ratenkonstanten in PEG300 und Glycerol 

zusammengefasst. 

 

Tabelle 4.5: Die Ratenkonstanten (s
-1

) in PEG300 und Glycerol 

 
PEG300 Glycerol 

k-Wert in s-1 

PfAQP 0,11 0,04 

rAQP1 12,3 5,7 

Kontrolle 0,02 0,03 

 

Die obigen Ergebnisse zeigen den deutlichen Einfluss des eingesetzten Polyols auf die 

Wasserleitfähigkeit von Protoplasten mit PfAQP. Die ermittelten Ratenkonstanten von 

Protoplasten mit PfAQP widerspiegeln den Wassertransport durch das Aquaporin und die 

einfache Diffusion von Wasser durch die Membran. Die Ratenkonstanten der jeweiligen 

Negativkontrollen beruhen auf die einfache Diffusion des Wassers.  
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Deswegen wurden im Folgenden die Ratenkonstanten der jeweiligen Kontrollen k(Kontrolle) 

von den Ratenkonstanten der PfAQP-Protoplasten k(gesamt) subtrahiert, um die 

Ratenkonstante für die reine Wasserleitfähigkeit durch PfAQP k(PfAQP) zu ermitteln: 

 

Tabelle 4.6: k(gesamt) beschreibt den Wassertransport durch AQP und Diffusion, k(Kontrolle) beschreibt nur die 

Diffusion, k(PfAQP) ist ein Maß für den reinen Wassertransport durch PfAQP 

Polyol k(gesamt) s
-1 k(Kontrolle) s

-1 k(PfAQP) = k(gesamt) - k(Kontrolle) s
-1 

Saccharose 1,25 0,25 1,00 

Sorbitol 0,1 0,1 0,00 

PEG300 0,18 0,02 0,16 

Glycerol 0,04 0,03 0,01 

 

Die so berechneten Ratenkonstanten in den jeweiligen Polyolen wurden anschließend als 

Exponentialfunktion (PfAQP)k ty a (1 e )     graphisch dargestellt. 

 
Abbildung 4.20: Graphische Darstellung des reinen Wassertransports durch PfAQP mit den berechneten 

Ratenkonstanten 

 

Abbildung 4.20 zeigt den Einfluss des Polyols auf PfAQP. Das große und cyclische 

Saccharosemolekül beeinflusst die Funktion nicht; PfAQP hat in diesem Puffersystem seine 

maximale Wasserleitfähigkeit. In den linearen Polyolen nimmt sie mit steigender Zahl an 

OH-Gruppen ab. Unter der Annahme, dass Saccharose die Funktion des PfAQP nicht 

beeinflusst, wurden die Flächen unter den einzelnen Kurven berechnet und auf die Fläche 

unter der Saccharose-Kurve bezogen, um den Effekt der Polyole zu verdeutlichen: 

 

Tabelle 4.7: Ausmaß der Hemmung der Wasserleitfähigkeit von PfAQP durch die eingesetzten Polyole 

Polyol 
absolute 

Fläche 

bezogen auf die  

Saccharose-Fläche 

Hemmung des PfAQP  

durch das Polyol 

Saccharose 8,32 100 % 0 % 

PEG300 4,63 55,65 % 44,35 % 

Glycerol 0,45 5,41 % 94,59 % 

Sorbitol 0,0 0,0 % 100 % 
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4.2.3  Hemmung des PfAQP durch Sorbitol 

 

Die obigen Versuche zeigen eine 100 %-ige Hemmung des Aquaglyceroporins PfAQP durch 

Sorbitol. In dem folgenden Experiment, welches mit dem Kollegen J. Song durchgeführt 

wurde, wurde die Konzentrationsabhängigkeit dieser Hemmung genauer untersucht. Dafür 

wurden Protoplasten mit PfAQP und ohne PfAQP als Negativkontrolle in Saccharose 

enthaltendem Puffer präpariert und mit hyperosmotischen Testpuffern in der stopped flow 

Apparatur gemischt, so dass die Wasserleitfähigkeit auf Grund eines auswärts gerichteten 

osmotischen Gradienten von 300 mOsm gemessen wurde. Die hyperosmotischen 

Testpuffer enthielten Saccharose und Sorbitol in den folgenden Verhältnissen: 1:0, 2:1, 1:2 

und 0:1 (Saccharose:Sorbitol). 

Unabhängig von dem Saccharose/Sorbitol-Verhältnis haben Protoplasten mit PfAQP und 

die jeweiligen Kontrollen untereinander identische Ergebnisse geliefert, die der Messung 

mit reinem Saccharosepuffer entsprachen, wie in der Abbildung 4.17 und 4.20. Dies 

bedeutet, dass die Zugabe von Sorbitol nicht zu einer sofortigen Hemmung führt (Daten 

nicht gezeigt). Deswegen wurden Protoplasten in Saccharosepuffer präpariert, zentrifugiert 

und danach in Puffern resuspendiert, die Saccharose und Sorbitol in den Verhältnissen 1:0, 

2:1, 1:2 und 0:1 enthielten. Die Proben wurden über Nacht bei 4 °C gelagert und am 

nächsten Tag wurde die Wasserleitfähigkeit der einzelnen Protoplasten durch Mischen mit 

hyperosmotischen Testpuffern (ebenfalls mit Saccharose und Sorbitol in den genannten 

Verhältnissen) gemessen. Abbildung 4.21 zeigt eine zunehmende Hemmung der 

Wasserleitfähigkeit von Protoplasten mit PfAQP je größer der Anteil an Sorbitol ist. 

 

 
Abbildung 4.21: Protoplasten wurden über Nacht in Mischung aus Saccharose/Sorbitol in den Verhältnissen 

1:0, 2:1, 1:2 und 0:1 inkubiert und dann die Wasserleitfähigkeit gemessen. 

 

Protoplasten sind empfindlich für Hitze, Druck und hohe Osmolarität. Bei jedem 

Zentrifugations- und Umpufferungsschritt werden sie unter Stress gesetzt, wodurch ihre 

Eigenschaften beeinträchtigt werden. Deswegen wurden die Protoplasten nicht im 

Saccharosepuffer hergestellt, zentrifugiert und in Saccharose/Sorbitol-Puffern 

resuspendiert, sondern direkt in diesen Saccharose/Sorbitol-Puffern präpariert. Gemessen 

wurde anschließend mit hyperosmotischen Puffern, die auch Saccharose und Sorbitol im 
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gleichen Verhältnis enthielten, wie in dem Inkubationspuffer. Die Abbildung 4.22 zeigt ein 

ähnliches Ergebnis wie in der Abbildung 4.21; die Messung verlief aber insgesamt besser 

und empfindlicher. Dies merkt man an dem geringeren Rauschen und den deutlicheren 

Unterschieden zwischen den Kurven. 
 

 

Abbildung 4.22: Wasserleitfähigkeit von Protoplasten mit PfAQP (schwarz) und die dazugehörigen 

Kontrollen (grau), präpariert und gemessen in verschiedenen Saccharose/Sorbitol-Anteilen. 

 

Anschließend wurden die Kurven zu einem einfach oder zweifach exponentiellen Verlauf 

gefittet und die Ratenkonstanten ermittelt. Danach wurden die Ratenkonstanten der 

jeweiligen Kontrollen von denen der PfAQP-Protoplasten subtrahiert, um die reine 

Wasserleitfähigkeit durch PfAQP graphisch darzustellen (Tabelle 4.8) 

 

Abbildung 4.8: k(gesamt) beschreibt den Wassertransport durch AQP und Diffusion, k(Kontrolle) beschreibt nur 

die Diffusion, k(PfAQP) ist ein Maß für den reinen Wassertransport durch PfAQP 

Verhältnis 

Saccharose:Sorbitol 
k(gesamt) s

-1 k(Kontrolle) s
-1 k(PfAQP) = k(gesamt) - k(Kontrolle) s

-1 

1:0 0,40 0,06 0,34 

2:1 0,35 0,06 0,29 

1:2 0,16 0,06 0,10 

0:1 0,06 0,06 0,00 
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Abbildung 4.23.A zeigt eine zunehmende Hemmung der PfAQP-Funktion je größer der 

Sorbitol-Anteil. 

In Abbildung 4.23.B wurde der Sorbitol-Anteil gegen die k(PfAQP)-Werte aufgetragen. Man 

sieht den deutlichen Effekt von Sorbitol auf die Wasserleitfähigkeit des PfAQP, welcher erst 

auftreten kann, wenn die Protoplasten in Sorbitol längere Zeit inkubiert wurden. 

 
Abbildung 4.23: A) Graphische Darstellung des reinen Wassertrasnports durch PfAQP in Puffern mit 

verschiedenen Saccharose/Sorbitol-Verhältnissen. B) Auftragung der Ratenkonstante gegen die 

Sorbitolkonzentration. 

 

Unter der Annahme, dass PfAQP in reinem Saccharose-Puffer seine volle Funktionalität 

besitzt, wurden die Flächen unter den Kurven in Abbildung 4.23.A berechnet und auf die 

Fläche unter der Saccharose-Kurve (Saccharose/Sorbitol-Verhältnis 1:0) bezogen. 

Anschließend wurden die molaren Sorbitolkonzentrationen gegen die prozentualen 

Flächen aufgetragen, um den IC50-Wert abzulesen. Der Abbildung 4.24 kann eine 

Sorbitolkonzentration von ca. 0,81 M entnommen werden, um eine 50 % Hemmung der 

PfAQP-Funktion zu erzielen. 

 

 
Abbildung 4.24: Aufgetragen wurden die molaren Sorbitolkonzentrationen in den verschiedenen 

Saccharose/Sorbitol-Verhältnissen gegen die Flächen unter den Kurven, bezogen auf Saccharose. 
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4.2.4  Einfluss von Polyolen auf die Glycerolleitfähigkeit von PfAQP 

 

Den experimentellen Teil dieses Kapitels wurde von dem Kollegen Jie Song durchgeführt. 

 

Mit den Versuchen unter 4.3.2 und 4.3.3 wurde die Hemmung der Wasserleitfähigkeit von 

PfAQP durch Sorbitol mit einem IC50-Wert von 0,81 M festgestellt. PfAQP hat aber die 

Besonderheit, nicht nur Wasser gut zu leiten, sondern auch Glycerol (Hansen 2002; Beitz et 

al 2003; Newby et al. 2008). Ob Sorbitol die Glycerolleitfähigkeit von PfAQP hemmen kann, 

war Gegenstand folgender Experimente. 

Dafür wurden erneut Hefeprotoplasten mit PfAQP, EcGlpF und leerem Plasmid präpariert 

und auf die Glycerolleitfähigkeit getestet. EcGlpF als Prototyp der Aquaglyceroporine zeigte 

in mehreren Arbeiten Glycerolleitfähigkeit (Maurel et al. 1994 und Fu et al. 2000) und 

diente hier als Positivkontrolle. Dementsprechend dienten Protoplasten mit dem leeren 

Plasmid als Negativkontrolle. In der Literatur findet man keinen direkten Vergleich von 

PfAQP mit EcGlpF hinsichtlich ihrer Funktionen. Das ist insofern interessant, weil die 

Aminosäuresequenzen beider Aquaglyceroporine 35 % Identität, 50 % Gesamtähnlichkeit 

und 60 % Ähnlichkeit in den transmembranären Bereichen aufweisen (Beitz et al. 2003). 

Die Kristallstruktur beider Aquaglyceroporine (Fu et al. 2001; Newby et al. 2008) zeigen 

auch, dass der innere Bereich der Kanäle sehr ähnlich aufgebaut ist. Von daher wäre es 

interessant, beide Aquaglyceroporine direkt miteinander zu vergleichen. 

 

Die Protoplasten wurden in einem Puffer mit 1,2 M Polyol (Saccharose, Sorbitol oder 

PEG300) präpariert. In der stopped flow Apparatur wurden sie mit einem Testpuffer mit 

0,6 M Glycerol und 0,6 M Polyol (Saccharose, Sorbitol oder PEG300) in Verhältnis 1:1 

gemischt. Somit wurden die Protoplasten einem chemischen Glycerol-Gradienten von 

300 mOsm unterworfen, auf Grund dessen Glycerol in die Protoplasten durch das PfAQP 

bzw. EcGlpF transportiert wurde. Glycerol ist aber osmotisch aktiv und zieht Wasser mit 

sich in die Protoplasten. Beides führte zur Anschwellung der Protoplasten, die dann das 

eingestrahlte Licht schwächer streuten, was vom Detektor/Photomultiplier als eine 

exponentiell abfallende Kurve registriert, verstärkt und wiedergegeben wird. 

In allen Polyolen zeigen beide Aquaglyceroporine, EcGlpF und PfAQP, deutliche 

Glycerolleitfähigkeit gegenüber der Negativkontrolle, die auf Grund der Isosmolarität des 

Inkubations- und Testpuffers und der langsamen Glyceroldiffusion keine Volumenänderung 

erfährt (Abb. 4.25). Während EcGlpF in allen Polyolen Glycerol mit identischer 

Ratenkonstante geleitet hat (Tab. 4.9), zeigte PfAQP die Abhängigkeit von dem 

eingesetzten Polyol. In Saccharose erfolgte der Glyceroltransport durch PfAQP mit der 

höchsten Ratenkonstante (0,05 s-1). In Sorbitol erfolgte der Glyceroltransport langsamer als 

in Saccharose, was sich als Verschiebung der in Saccharose gemessenen Kurve (gestrichelte 

Kurve in der Abbildung) bemerkbar macht. Die ermittelte Ratenkonstante von 0,01 s-1 von 
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PfAQP in Sorbitol beträgt nur noch 20 % der Ratenkonstante in Saccharose. Einen ähnlichen 

Kurvenverlauf betrachtet man auch in PEG300. 

 

 
Abbildung 4.25: Glycerolleitfähigkeit von Protoplasten mit PfAQP (in Blau), EcGlpF (in Rot) und 

Negativkontrolle (in Schwarz) auf Grund eines chemischen Gradienten von 300 mOsm einwärts gerichtet. 

 

 

Tabelle 4.9: Glycerolleitfähigkeiten von PfAQP und EcGlpF in Saccharose, Sorbitol und PEG300 

 k(Saccharose) s
-1 K(Sorbitol) s

-1 k(PEG300) s
-1 

PfAQP 0,05 0,01 0,01 

EcGlpF 0,021 0,022 0,026 

 

Während Sorbitol zu einer 100 % Hemmung der Wasserleitfähigkeit durch PfAQP 

verursachen kann, führt es zu einer Abschwächung der Glycerolleitfähigkeit um 80 % unter 

den gleichen Testbedingungen. Dies macht deutlich, dass die Wahl der osmotisch aktiven 

Substanz bei stopped flow Messungen eine große Rolle spielt. 

 

 

4.2.5  Molenbruch-Anomalie; können sich verschiedene Solute in ihrer 

Leitfähigkeit beeinflussen? 

 

Den experimentellen Teil dieses Kapitels wurde von dem Kollegen Jie Song durchgeführt. 

 

In den bisherigen Versuchen wurde getestet, ob die Wasser- bzw. Glycerolleitfähigkeit 

durch verschiedene Polyole beeinflusst werden kann. Nun haben wir uns die umgekehrte 

Frage gestellt: Können sich AQP-Substrate in einem Polyol hinsichtlich ihrer Leitfähigkeiten 

beeinflussen? Diese Frage ist insofern interessant, weil die physiologischen Flüssigkeiten 

nicht nur aus Wasser und Glycerol bestehen, sondern auch viele andere kleine Moleküle 

enthalten. Ein interessanter Kandidat ist Harnstoff, zumal seine Leitfähigkeit durch PfAQP 

beschrieben ist (Hansen et al. 2002; Pavlovic-Djuranovic et al. 2003) und, ähnlich wie 

Glycerol, in millimolaren Konzentrationen vorkommt. Dazu kommt auch, dass diese sog. 

Molenbruch-Anomalie (Anomalous Mole Fraction Effect, AMFE) für einige Kalium- und 
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Calcium-Kanäle bekannt ist (Nonner et al. 1998, Farokhi et al. 2000). Dabei hat man 

beobachtet, dass der Stromfluss von Ionengemischen kleiner ist als in reinen Lösungen. 

Um diese Frage zu beantworten, wurde ein einfaches Modell aufgebaut und getestet. 

Hefeprotoplasten mit PfAQP wurden auf Grund der obigen Versuche in einem 1,2 M 

Saccharosepuffer präpariert. Die stopped flow Messung erfolgte durch 1:1 Mischung der 

Protoplasten mit einem Testpuffer, der 

 

1) 0,6 M Saccharose + 0,6 M Glycerol/Harnstoff-Gemisch in den Verhältnissen: 1:0, 3:1, 

1:1, 1:3, 0:1 oder 

2) 1,2 M Saccharose + 0,6 M Glycerol/Harnstoff-Gemisch in den Verhältnissen: 1:0, 3:1, 

1:1, 1:3, 0:1 enthält. 

 

Im ersten Fall herrschte im Medium nach Mischen der Protoplasten mit dem Testpuffer ein 

chemischer Glycerol/Harnstoff-Gradient von 300 mOsm. Das führte zu Soluttransport in die 

Protoplasten, der Wasser mit sich zieht. Beide Transportvorgänge vergrößern das 

Protoplastenvolumen, die dann das eingestrahlte Licht schwächer streuen. 

 

 
Abbildung 4.26: Isosmotische Messung der Leitfähigkeit von Glycerol, Harnstoff oder in einem Gemisch mit 

verschiedenen Verhältnissen durch PfAQP-Protoplasten 

 

Unabhängig von dem Glycerol/Harnstoff-Verhältnis zeigten alle Kurven bei isoosmotischer 

Messung einen identischen Verlauf  mit identischen Ratenkonstanten von ca. 0,11 s-1. Das 

bedeutet, dass sowohl Glycerol als auch Harnstoff mit derselben Leitfähigkeit unbeeinflusst 

transportiert wurden. 
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Tabelle 4.10: Ratenkonstante der gemischten Glycerol/Harnstoff-Leitfähigkeit 

Verhältnis 

Glycerol:Harnstoff 
k-Wert in s-1 

1:0 0,14 

3:1 0,11 

1:1 0,10 

1:3 0,10 

0:1 0,10 

xx σ  0,11 0,017   

 

Bei der Messung mit dem hyperosmotischen Puffer (1,2 M Saccharose + 0,6 M 

Glycerol/Harnstoff, Abb. 4.27) kam es zunächst zu Wasserausstrom aus den Protoplasten 

auf Grund des osmotischen Saccharose-Gradienten von 300 mOsm. Die Protoplasten 

schrumpften und die Lichtstreuung wurde größer. Da aber PfAQP für Glycerol und 

Harnstoff permeabel ist, setzte sich gleichzeitig der Glycerol/Harnstoff-Einstrom in die 

Protoplasten ein. Sekundär wurde auch Wasser hinein transportiert, wodurch die 

Protoplasten wieder anschwollen und die Lichtstreuung abnahm. Die Kurven zeigten einen 

Verlauf, der der Bateman-Funktion (Gl 11 unter 3.3.3.2) entspricht. 

 

 
Abbildung 4.27: hyperosmotische Messung der Glycerol-, Harnstoff- oder Gemisch-Leitfähigkeit von 

Protoplasten mit PfAQP auf Grund eines auswärts gerichteten osmotischen Gradienten und einen einwärts 

gerichteten chemischen Gradienten von jeweils 300 mOsm. 

 

In diesem Testsystem wurde die größte Volumenänderung der Protoplasten (d.h. die 

größte Amplitude) bei einem Glaycerol:Harnstoff-Verhältnis von 0:1 (d.h. 100 % Harnstoff). 

Die kleinste Volumenänderung fand mit dem Glaycerol:Harnstoff-Verhältnis von 1:0 

(mit 100 % Glycerol) statt. Das bedeutet, mit 100 % Glycerol wurde der Wasseraustritt 

durch den schnellen Glyceroleintritt kompensiert. Mit 100 % Harnstoff war die 

Kompensation des Wasseraustritts schwächer, weil der Harnstoff langsamer in die 

Protoplasten transportiert wurde. Dieses Verhalten bestätigen auch die ermittelten 

Ratenkonstanten nach dem Kurvenfitting mit der Bateman-Funktion (Gl 11 unter 3.3.3.2). 
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Tabelle 4.11: Amplituden und Ratenkonstanten des Wasser- und Solut-Transports bei hyperosmotischer 

Messung 

Verhältnis 

Glycerol:Harnstoff 

Amplitude für 

Wasserausstrom (a) 

K(Wasser) 

s-1 

Amplitude für 

Soluteinstrom (b) 

K(Solut) 

s-1 

0:1 0,071 0,31 0,061 0,013 

1:3 0,063 0,29 0,043 0,015 

1:1 0,065 0,28 0,030 0,016 

3:1 0,055 0,28 0,025 0,017 

1:0 0,052 0,29 0,017 0,021 

 

 

Die Ratenkonstanten des Wassertransports lagen unabhängig von dem Glycerol/Harnstoff-

Verhältnis bei 0,29 ± 0,012 s-1. Die Ratenkonstanten für den Soluttransport nahmen mit 

steigendem Glycerol-Anteil zu, was bedeutet, dass Glycerol schneller transportiert wird als 

Harnstoff. Somit wird das Phänomen der Molenbruch-Anomalie, zumindest beschränkt auf 

PfAQP mit Glycerol und Harnstoff, ausgeschlossen, da eine kontinuierliche Abnahme der 

Ratenkonstante mit steigendem Anteil eines schlecht transportierbaren Solutes beobachtet 

wurde (Abb. 4.28) 

 

 
Abbildung 4.28: Abnahme der Solut-Ratenkonstante mit Zunahme des Harnstoff-Anteils im Gemisch 
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4.3 Ammoniak-Leitfähigkeit  
 

4.3.1  Optimierung der stopped flow Messung 

 

Die Messung der Ammoniakleitfähigkeit durch Aquaporine beruht auf Änderung der 

Fluoreszenz von Hefezellen, die zuvor mit einem Fluoreszenzfarbstoff beladen worden sind 

(Zidi-Yahiaoui et al. 2005; Bertl et al. 2007). 

Für diesen Test wurde der Hefestamm 310fps1 verwendet. In diesem Hefestamm sind das 

eigene Aquaglyceroporin (Fps1) und die Ammonium-Transporter (Mep 1-3) deletiert, so 

dass ein Ammoniaktransport über die Zellwand entweder durch einfache Diffusion oder 

durch ein heterolog produziertes Aqua-(glycero)-porin stattfinden kann. Die Hefezellen 

wurden, wie unter 3.3.3.3 beschrieben, vorbereitet. Während der Inkubation der Zellen mit 

dem pH-sensitiven Fluoresceindiacetat (FDA) im Ladepuffer, diffundiert der 

Fluoreszenzfarbstoff auf Grund seiner Lipophilie in die Zellen hinein. Die Estergruppen 

werden durch Esterasen gespalten, so dass das freie Fluorescein (F-1 Form in Abb. 4.29) 

entsteht. In der stopped flow Apparatur werden die beladenen Hefezellen mit einem 

Ammoniak enthaltenden Puffer gemischt. Auf Grund der höheren Konzentration gelangt 

Ammoniak in die Hefezellen, wodurch das Cytosol alkalisiert wird. Dadurch wird die 

phenolische OH-Gruppe (pKs-Wert ca. 10) deprotoniert und es entsteht die F -2 Form. 

 

 
Abbildung 4.29: Umwandlung des Fluoresceindiacetats in die fluoreszierende Form F -2 

 

 

Gleichzeitig werden die Hefezellen mit Licht der Wellenlänge 490 nm bestrahlt. Die 

zweifach negativ geladene Form (F -2) wird dadurch zur Fluoreszenz angeregt. Die 

Zunahme der Fluoreszenz während des Ammoniakeinstroms wird von dem 

Detektor/Photomultiplier registriert, verstärkt und als elektrisches Signal wiedergegeben. 
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4.3.1.1  Aufnahme des Absorptionsspektrums von FDA 

 

Der erste Schritt zur Etablierung der Ammoniakmessung mit der stopped flow Apparatur 

war die Aufnahme eines Absorptionsspektrums von FDA. Dafür wurden zwei Tropfen 5 M 

NaOH zu 2 ml FDA-Lösung in DMSO (50 µM) zugegeben und das Spektrum mit einem UV-

Vis-Spektrometer gemessen. 

 
Abbildung 4.30: Absorptionsspektrum von FDA 

 

 

4.3.1.2  Ammoniakgradient und Verstärkung des Photomultipliers 

 

Im folgenden Versuch wurde die Ammoniakleitfähigkeit auf Grund eines chemischen 

Gradienten von 25 mM (rote Kurven) und 50 mM NH4Cl (blaue Kurven) bei 400- und 

500facher Photomultiplier-Verstärkung gemessen. 

 

 
Abbildung 4.31: Messung der Ammoniak-Leitfähigkeit mit 25 mM (rote Kurven) oder 50 mM (blaue Kurven) 

NH4Cl bei 400facher (links) und 500facher (rechts) Verstärkung des Photomultipliers 
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An Hand der Abbildung 4.31 sieht man den schnelleren Ammoniakeinstrom je höher der 

Ammoniak-Gradient ist. Außerdem führte eine höhere Verstärkung des Signals zu einer 

Reduktion des Rauschens. Der Ammoniak-Transport bleibt von der Verstärkung 

unbeeinflusst, da die Ratenkonstante bei der Messung mit 25 mM NH4Cl 0,02 s-1 und bei 

der Messung mit 50 mM NH4Cl 0,09 s-1 betrug. Auf Grund der höheren Leitfähigkeit und 

des geringen Rauschens wurden die folgenden Messungen mit einem chemischen 

Gradienten von 50 mM und 500facher Verstärkung durchgeführt. 

 

4.3.1.3  Lagerfähigkeit von beladenen Hefezellen 

 

Um die Lagerfähigkeit von beladenen Hefezellen zu testen, wurden die Hefezellen auf Eis 

über Nacht aufbewahrt und am nächsten Tag zentrifugiert, gewaschen und noch mal 

vermessen. Die blaue Kurve in Abbildung 4.32 wurde direkt nach der Beladung mit FDA 

gemessen und die rote Kurve einen Tag später. Im Gegensatz zu Hefeprotoplasten, die bis 

zu einer Woche haltbar sind, konnten die mit FDA beladenen Hefezellen nicht einen Tag 

auf Eis stehen gelassen werden. Die Ratenkonstante sank von 0,13 auf 0,04 s-1. Das starke 

Rauschen erschwert die Normierung der Kurve und somit die Bestimmung der kinetischen 

Parameter. 

 
Abbildung 4.32: Lagerfähigkeit von beladenen Hefezellen. Die Zellen wurden direkt nach der Vorbereitung 

gemessen (blaue Kurve) und nach Inkubation über Nacht auf Eis (rote Kurve) 

 

Außerdem war der Überstand stärker und die Zellen schwächer gelb gefärbt als am Vortag. 

Das bedeutet, dass Fluorescein aus den Zellen heraus gelangte, was die Qualität der 

Messung vermindert. 
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4.3.1.4  Einfluss der Temperatur 

 

Da alle Transportvorgänge temperaturabhängig sind, wurde der Ammoniakeinstrom bei 10 

und 20 °C verglichen. Bei 10 °C werden Diffusionsvorgänge verlangsamt und bei 20 °C ist 

die Zellmembran beweglicher und die Diffusion erleichtert. In welchem Ausmaß die 

Temperaturerhöhung die Ammoniakleitfähigkeit beeinflusst, zeigt die Abbildung 4.33. 

 

Je höher die Temperatur ist, umso schneller fand der Ammoniakeinstrom statt. Bei 20 °C 

zeigte die Kurve stärkeres Rauschen, was die Ermittlung der Ratenkonstante nicht möglich 

macht. Außerdem konnte kein Übergang des exponentiellen Teils in den linearen Teil der 

Kurve festgestellt werden, was die Normierung der Kurve und Bestimmung der 

Ratenkonstante sehr schwierig machte. Da bei 10 °C die Diffusion durch die Zellmembran 

verringert ist, und auf Grund des besseren Kurvenverlaufs, wurde diese Temperatur für die 

folgenden Messungen festgelegt. 

 

4.3.1.5  Messvolumen 

 

Der letzte Schritt der Optimierung war die Bestimmung des optimalen Messvolumens. Die 

Messküvette umfasst ein Volumen von 50 µl. Trotzdem können größere Volumina injiziert 

werden. Hefezellen und der Testpuffer wurden 1:1 zu einem Gesamtvolumen von 202 oder 

502 µl gemischt und dann der Ammoniakeinstrom gemessen. Abbildung 4.34 zeigt, dass 

das Messvolumen keinen Einfluss auf die Leitfähigkeit hat, allerdings je größer das 

Volumen ist, umso stärker ist das Rauschen. 

 

   
 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4.33:  

Ammoniak-Leitfähigkeit bei 10 °C 

(rote Kurve) und 20 °C (blaue Kurve) 

Abbildung 4.34:  

Messung der Ammoniakleitfähigkeit in 202 µl 

(rote Kurve) und 502 µl (blaue Kurve) 
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4.3.2  Messung der Ammoniakleitfähigkeit durch PfAQP und 

hAQP8 

 

Nach Bestimmung der Methodenparameter in den vorigen Versuchen wurde die 

Ammoniakleitfähigkeit von beladenen Hefezellen mit PfAQP, hAQP8 und dem leeren 

Plasmid (Negativkontrolle) gemessen. 

 

Ein Kollege, D. Krenc, hat in seinen Arbeiten die Ammoniakleitfähigkeit von verschiedenen 

Aqua-(glycero)-porinen auf festen Agar-Medium-Platten und in flüssigen Kulturen 

untersucht. Die Durchführung dieser Tests ist im Vergleich zur stopped flow Methode 

einerseits einfacher, aber andererseits kann man vergleichen, ob Hefezellen mit dem 

Aquaporin besser oder schlechter wachsen als Zellen ohne Aquaporin. Wie schnell die 

Aquaporine Ammoniak leiten, ist mit der Ammoniakmessung mittels stopped flow 

bestimmbar. 

In der stopped flow Messung wurden die beladenen Hefezellen mit oder ohne Aquaporin 

einem chemischen Gradienten von 50 mM NH4Cl bei pH 8 (bzw. 3,1 mM NH3) ausgesetzt. 

Dabei kam es zu Ammoniakeinstrom in die Hefezellen, wodurch die Fluoreszenz zunächst 

exponentiell und nach Ausgleich des Gradienten linear gestiegen ist.  

Abbildung 4.35 zeigt die verbesserte Leitfähigkeit, wenn Hefezellen hAQP8 oder PfAQP 

produzieren. hAQP8 erhöht die Ammoniakpermeabilität um das 3fache, während sie durch 

PfAQP verdoppelt wird (Tabelle 4.12). 

 

 
Abbildung 4.35: Ammoniak-Leitfähigkeit von Hefezellen mit Aquaporin (blaue Kurve) im Vergleich zu 

Hefezellen ohne Aquaporin (rote Kurve) 

 

Tabelle 4.12: Ratenkonstanten der Ammoniak-Leitfähigkeit von Hefezellen mit hAQP8, PfAQP und 

Kontrolle 

 k-Wert in s-1 

hAQP8 0,06 

PfAQP 0,04 

Kontrolle 0,02 
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4.4 Wasserstoffperoxid-Leitfähigkeit durch Aqua-(glycero)-

porine 
 

4.4.1  H2O2-Leitfähigkeit von Aquaporinen und Aquaglyceroporinen 

 

Bienert et al haben 2006 gezeigt, dass das pflanzliche Aquaglyceroporin TIP1;1 und das 

humane Aquaporin 8 das Wachstum von Hefezellen in Anwesenheit von H2O2 vermindern 

können, während die gleichen Zellen mit dem wasserspezifischen hAQP1 genauso wie die 

Zellen ohne AQP gewachsen sind, was bedeutet, dass hAQP1 H2O2 nicht leiten kann. 

Da in der Literatur wenige Daten über die direkte H2O2-Leitfähigkeit von Aquaporinen und 

Aquaglyceroporinen vorhanden sind, sollte zunächst bestimmt werden, welche AQP-

Gruppe H2O2 besser transportieren kann. Dafür wurden Hefezellen mit den orthodoxen 

Aquaporinen (hAQP8 & rAQP1) und den Aquaglyceroporinen (hAQP9 & PfAQP) auf festen 

Agar-Medium-Platten und in flüssigen Kulturen untersucht. 

Es wurden mehrere Platten mit verschiedenen H2O2-Konzentrationen hergestellt. 

Hefezellen mit oder ohne AQP wurden auf OD600 von 1 eingestellt und daraus eine 

geometrische 1:10-Verdünnungsreihe hergestellt.  

4 µl jeder Verdünnung wurden punktförmig auf jede H2O2-Platte pipettiert und 3 Tage bei 

29 °C inkubiert (Abb. 4.36). 

 
Abbildung 4.36: 4 µl Hefezellen mit dem leeren Plasmid (Kontrolle) oder mit einem Aqua-(glycero)-porin 

wurden in einer 1:10-Verdünnungsreihe auf Platten ohne oder mit H2O2 aufgetragen. 

 

Abbildung 4.36 zeigt zwei Kontrollplatten. Auf der Medium-Platte ohne H2O2 (0 mM) sind 

alle Hefezellen der gleichen Verdünnung untereinander gleichmäßig gewachsen. Das heißt, 

dass das feste Medium geeignet ist und das Wachstum fördert. Die Platte ohne Hefezellen 

mit 1 mM H2O2 (untere Reihe rechts) wurde auch 3 Tage bei 29 °C inkubiert, um zu zeigen, 
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dass die Anwesenheit von H2O2 das Medium nicht beschädigt, was das Ergebnis verfälschen 

kann. 

Hefezellen ohne Aquaporin (Kontrolle) konnten bis zu 0,4 mM H2O2 gut wachsen. Erst ab 

0,6 mM wurde eine zunehmende Verringerung des Wachstums mit steigender H2O2 

Konzentration beobachtet. Produzieren die Hefezellen hAQP8, so konnten sie bei 0,2 mM 

H2O2 kaum wachsen und ab 0,4 mM war kein Wachstum mehr sichtbar, was der Literatur 

entspricht (Bienert et al., 2006). 

PfAQP führte auch zur Verringerung des Wachstums von Hefezellen im Vergleich zur 

Kontrolle. Dieser Effekt wird aber erst ab 0,6 mM H2O2 deutlich, was auf eine schwächere 

Leitfähigkeit deutet als hAQP8. 

Überraschend war, dass Zellen mit dem wasserspezifischen AQP1 aus der Ratte (rAQP1) bei 

kleinen Konzentrationen von 0,2 mM schwach gewachsen sind und ab 0,4 mM H2O2 total 

gehemmt waren. Das ist insofern überraschen, weil Bienert et al. gezeigt hat, dass das 

humane AQP1, welches mit dem rAQP1 gleichgesetzt wird, keine H2O2-Leitfähigkeit hatte. 

Das Aquaglyceroporin hAQP9 zeigte in diesem Test eine sehr geringe H2O2-Leitfähigkeit, die 

erst ab höheren Konzentrationen von 0,8 mM bemerkbar ist. 

Die H2O2-Leitfähigkeit der gleichen Kulturen wurde auch in flüssigem Medium mit Hilfe des 

Bioscreens geprüft. Dafür wurden in eine 100 well plate die Hefezellen mit oder ohne AQP 

mit flüssigem Medium so gemischt, dass eine OD600 von 0,1 und 0 / 0,3 / 0,6 / 0,8 mM H2O2 

eingestellt wurden. Die 100 well plate wurde dann in den Bioscreen gelegt und das 

Wachstum der Hefezellen 4 Tage über die optische Dichte verfolgt (Abb. 4.37) 

 

 
Abbildung 4.37: Wachstum von Hefezellen mit dem leeren Plasmid (rot), hAQP8 (blau), PfAQP (grün), 

rAQP1 (schwarz) und hAQP9 (rosa) bei 0 / 0,3 / 0,6 / 0,8 mM H2O2 
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Entsprechend dem Test auf festen Platten sind alle Zellen mit oder ohne AQP in 

Abwesenheit von H2O2 gleichmäßig gewachsen. In Anwesenheit von H2O2 führt die 

heterologe Produktion der Aquaglyceroporine hAQP9 (die Kurve in Rosa in Abb. 4.37) und 

PfAQP (grüne Kurve) zu Verschlechterung des Wachstums von Hefezellen, wobei dieser 

Effekt stärker wird, je höher die H2O2-Konzentration ist. Den gleichen Effekt aber viel 

stärker betrachtet man bei Hefezellen, die die orthodoxen Aquaporine hAQP8 (in blau) und 

rAQP1 (in schwarz) produzierten. Schon mit 0,3 mM H2O2 wurden z. B. die lag-Phasen 

beider Zellkulturen um ca. 18 Stunden verschoben. Mit 0,6 und 0,8 mM H2O2 war das 

Wachstum fast total gehemmt. 

Um das Ausmaß der Hemmung zu verdeutlichen, wurden die Flächen unter den Kurven mit 

0,3 / 0,6 / 0,8 mM H2O2 berechnet und auf die Fläche unter der Kurve ohne H2O2 bezogen. 

Abbildung 4.38 zeigt das Balkendiagramm für die Kontrollzellen. 

 

 
Abbildung 4.38: Abnahme der Flächen unter den Kurven der Kontrollzellen in Abhängigkeit von der H2O2-

Konzentration 

 

Hierbei sieht man eine zunehmende Hemmung des Wachstums mit steigender H2O2-

Konzentration, was auf die einfache Diffusion von H2O2 zurückzuführen ist. Stärker fand die 

Hemmung statt, wenn die Zellen Aqua-(glycero)-porine haben.  
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Abbildung 4.39 zeigt die Balkendiagramme von Zellen mit den Aquaglyceroporinen hAQP9 

und PfAQP. Die Abnahme des Wachstums mit steigender H2O2-Konzentratin ist deutlich. 

Allerdings führte PfAQP zu einer Hemmung als hAQP9, was eine höhere Leitfähigkeit 

bedeutet. 

 
Abbildung 4.39: Abnahme des Wachstums von Zellen mit den Aquaglyceroporinen hAQP9 (rechts) und 

PfAQP (links) 

 

In Abbildung 4.40 sind die Balkendiagramme für Zellen mit den orthodoxen hAQP8 und 

rAQP1. Hier betrachtet man eine stärkere Hemmung des Wachstums als mit den 

Aquaglyceroporinen, was auf bessere H2O2-Leitfähigkeit der orthodoxen Aquaporine 

darstellt. Während 0,8 mM H2O2 das Wachstum von Zellen mit hAQP9 und PfAQP zu einer 

Hemmung von 30 bzw. 50 % verursacht hat, führte die gleiche Konzentration zur Hemmung 

des Zellwachstums mit hAQP8 und rAQP1 um mehr als 90 %.   

 

 
Abbildung 4.40: Abnahme des Wachstums von Zellen mit den orthodoxen Aquaporinen rAQP1 (rechts) und 

hAQP8 (links) 

 

 

Somit konnte nachgewiesen werden, dass die besser Wasser leitenden Aquaporine auch 

besser H2O2 leiten als solche mit einer geringeren Wasserleitfähigkeit. 
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4.4.2  Vergleich der H2O2-Leitfähigkeit von rAQP1 und hAQP1 

 

 Dafür wurden Hefezellen ohne AQP, mit AQP oder AQP-Mutanten eingesetzt (Tab. 4.13): 

 

AQP Beschreibung 

- Negativkontrolle 

hAQP8 Positivkontrolle 

hAQP8 I200H engere ar/R-Region 

rAQP1 Es zeigte unter 4.5.1 hohe H2O2-Leitfähigkeit 

rAQP1 H180A größere ar/R-Region 

rAQP1 H180F kleinere ar/R-Region 

hAQP1 Es zeigte bei Bienert et al. keine H2O2-Leitfähigkeit 

hAQP1 H180A entspricht rAQP1 H180A 

 

Die Tests erfolgten genauso wie unter 4.4.1. Alle Hefezellen zeigten gleichmäßiges 

Wachstum auf der Platte ohne H2O2. Mit 0,2 mM H2O2 wuchsen die Zellen mit hAQP8 

schwächer, als die Kontrolle und ab 0,4 mM war kein Wachstum sichtbar. 

In der Mutante hAQP8 IH wurde die Aminosäure Isoleucin durch das größere Histidin 

ersetzt, so dass die ar/R-Region enger wird. Auf den Platten mit 0,2 und 0,4 mM H2O2 

zeigten Hefezellen mit dieser Mutante besseres Wachstum als Zellen mit dem AQP8- 

Wildtyp, was auf eine schwächere H2O2-Leitfähigkeit hindeutet. 

 

 
Abbildung 4.41: Wachstum von Hefezellen mit leerem Plasmid (Kontrolle) oder mit AQP/AQP-Mutanten 

 

Hefezellen mit dem hAQP1 wuchsen auf allen Platten sehr ähnlich wie die Kontrolle. Ab 

0,8 mM H2O2 kann man einen kleinen Unterschied bei kleinen OD600-Werten erkennen und 

genauso verhielten sich Zellen mit der Mutante hAQP1 HA. 

Interessant war, dass Hefezellen mit rAQP1 ab 0,6 mM H2O2 schwaches Wachstum zeigten 

und ab 0,8 mM gar nicht gewachsen sind. Noch deutlicher ist es bei Hefezellen mit der 

Mutante rAQP1 HA, die der Mutante hAQP1 HA entspricht. Die Zellen wuchsen schon bei 

0,4 mM H2O2 schwächer als die Kontrolle und Zellen mit dem Wildtyp rAQP1 und ab 

0,6 mM war das Wachstum nicht mehr sichtbar. Im Gegensatz zu rAQP1 HA konnten Zellen 
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mit der verkleinerten ar/R-Region der Mutante rAQP1 HF bei allen H2O2-Konzentrationen 

besser wachsen. Eine gewisse H2O2-Leitfähigkeit bleibt allerdings vorhanden, da die Zellen 

ab 0,6 mM H2O2 schwächer wachsen als die Kontrolle. 

 

Die gleichen Ergebnisse lieferte die Messung in flüssigen Kulturen (Abb. 4.42). 

 

 
Abbildung 4.42: Wachstum der gleichen Zellen wie unter 4.41, aber in flüssigen Kulturen. 

Kontrolle: rote, hAQP8: dunkelgrün, hAQP8 IH: hellgrün, hAQP1: schwarz, hAQP1 HA: grau,  

rAQP1: dunkelblau, rAQP1 HA: hellblau 

 

Ohne H2O2 sind alle Hefezellen mit oder ohne AQP gleichmäßig gewachsen. Die 

Kontrollzellen (rote Kurve) und Zellen mit hAQP8 (dunkelgrüne Kurve) verhielten sich 

genauso wie im oberen Versuch (siehe Abb. 4.37). Die Zellen mit der Mutante hAQP8 IH 

(hellgrün) konnten in 0,3 mM H2O2 besser und schneller wachsen als die Zellen mit dem 

hAQP8-Wildtyp, aber bei den höheren Konzentration war kein Wachstum zu sehen, 

entsprechend dem Test auf festem Medium (Abb. 4.41). 

Zellen mit hAQP1 (schwarze Kurve) und der Mutante hAQP1 HA (graue Kurve) konnten bei 

allen H2O2-Konzentrationen überleben und sind ähnlich gewachsen wie die Kontrollzellen. 

Hingegen wuchsen Zellen mit rAQP1 (dunkelblau) in 0,3 und 0,6 mM schwächer als die 

Kontrolle und Zellen mit hAQP1. In 0,8 mM war das Wachstum kaum sichtbar. Zellen mit 

der Mutante rAQP1 HA (hellblau) ist kaum bei 0,3 mM gewachsen und fast gar nicht bei 0,6 

und 0,8 mM H2O2, was auf eine höhere H2O2-Leitfähigkeit hindeutet als für rAQP1-Wildtyp. 

Wie im vorigen Versuch wurden die AUC mit 0,3 / 0,6 / 0,8 mM H2O2 berechnet und auch 

die AUC ohne H2O2 bezogen. 
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Die Abbildungen 4.43 und 4.44 zeigen das Ausmaß der Wachstumshemmung von 

Hefezellen mit den Aquaporinen hAQP1, rAQP1 und den Mutanten. 

 

 
Abbildung 4.43: Hemmung des Wachstums als Maß für die H2O2-Leitfähigkeit von rAQP1 und hAQP1 

 

Während Hefezellen mit dem humanen Aquaporin 1 bei allen H2O2-Konzentrationen 

unbeeinflusst wachsen konnten, waren diejenigen mit dem Ratte Aquaporin 1 sehr stark in 

ihrem Wachstum gehemmt. Den gleichen Effekt betrachtet man in den Zellen mit den 

entsprechenden Mutanten, wobei jede Mutante immer eine höhere H2O2-Leitfähigkeit 

gegenüber ihrem Wildtyp hatte. 

 

 
Abbildung 4.44: Hemmung des Wachstums als Maß für die H2O2-Leitfähigkeit von den Mutanten rAQP1HA 

und hAQP1HA 
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Mit den gleichen Kulturen wurde die Wasserleitfähigkeit von rAQP1, hAQP1 und der 

Negativkontrolle gemessen, um zu prüfen, ob diese mit der H2O2-Leitfähigkeit korreliert. 

Dafür wurden Protoplasten präpariert, die einem auswärts gerichteten osmotischen 

Gradienten von 300 mOsm ausgesetzt wurden (Abb. 3.45). 

 
Abbildung 4.45: Wasserleitfähigkeit von Protoplasten mit rAQP1 (blaue Kurve), hAQP1 (grüne Kurve) und 

Negativkontrolle (rote Kurve) 

 

Protoplasten mit dem rAQP1 leiteten Wasser sehr schnell. Die Ratenkonstante beträgt 

12,46 s-1. Hefeprotoplasten mit dem hAQP1 leiteten Wasser 6mal langsamer (k = 2,21 s-1)  

und die Kontrollprotoplasten zeigten die typische Leitfähigkeit mit einem k-Wert von 0,5 s-1. 

 

Im Western Blot konnte die Produktion der Aquaporine und die AQP-Mutanten qualitativ 

nachgewiesen werden. 

 
Abbildung 4.46: Western Blot Analyse von 1) Negativkontrolle, 2) hAQP1, 3) hAQP1HA, 4) rAQP1 und 

5) rAQP1HA.  

 

In der Spur 1 wurde die mikrosomale Proteinfraktion aus den Kontrollzellen aufgetragen. In 

2 und 3 sieht man hAQP1 und hAQP1HA, detektiert mit dem Antikörper gegen den N-

terminalen HA-Tag. Unter 4 und 5 sieht man rAQP1 und rAQP1HA, detektiert mit dem 

rAQP1-Antikörper. Auffällig ist, dass die Banden für rAQP1 und rQP1HA zwei- bis dreimal 

stärker sind. Leider konnte aus Zeitgründen keine qualitative Bestimmung durchgeführt 

werden. 

 



 

 

 



5. Diskussion 

81 

5. Diskussion 
 

5.1  Optimierung der stopped flow Methode zur Messung 

der Wasser- und Glycerolleitfähigkeit 
 

Die stopped flow Methode ist die am meisten eingesetzte Methode zur Charakterisierung 

der Funktion von Aquaporinen und Aquaglyceroporinen (Verkman 2000). Sie wurde zur 

Messung der Wasserpermeabilität von Erythrozyten (Mlekoday, Moore & Levitt, 1983), 

Vesikeln und Liposomen (Verkman, Dix & Seifter, 1985; van Hoek & Verkman, 1992; Dobbs 

et al., 1998) entwickelt. Das Prinzip der Messung beruht auf die schnelle Generierung eines 

osmotischen oder chemischen Gradienten über die Zellmembran. Durch Transport von 

Wasser oder Solut kommt es zu Änderung des Zellvolumens und dadurch der Lichtstreuung. 

Letzteres wird in zeitlicher Abhängigkeit registriert und als eine Exponentialkurve 

wiedergegeben. Mit Hilfe dieser registrierten Kurven können kinetische Parameter wie z. B. 

die Ratenkonstante, Relaxationszeit und die Transportgeschwindigkeit ermittelt werden. 

Weitere Vorteile dieser Methode sind die kleinen benötigen Messvolumina und die 

Fähigkeit (abhängig von der Gerät-Konstruktion) mehrere Solut-Puffer gleichzeitig 

einzusetzen, so dass die Leitfähigkeit eines Aqua-(glycero)-porins für mehrere Solute in 

einem Experiment zu testen. 

Trotz des lang jährigen Einsatzes ist die Durchführung der stopped flow Messungen in den 

verschiedenen Laboren und Arbeitsgruppen nicht einheitlich. Bei Messung der 

Wasserleitfähigkeit verwenden die einen Sorbitol, die anderen Mannitol oder auch Sulfat, 

um den osmotischen Gradienten, der manchmal auswärts und manchmal einwärts 

gerichtet ist, zu generieren. Bei Messung der Leitfähigkeit von Glycerol oder Harnstoff 

werden manchmal isoosmotische oder hyperosmotische, Solut haltige Puffer eingesetzt. 

Der osmotische oder chemische Gradient ist auch in jeder Arbeitsgruppe unterschiedlich. 

Während Arbeitsgruppen mit 150 mOsm messen, führen andere Gruppen die Messung mit 

20 mOsm durch. 

Das alles erschwert den direkten Vergleich der Ergebnisse verschiedener Publikationen und 

hat sogar dazu gebracht, dass die Funktion von PfAQP als Wasserkanal fünf Jahre 

umstritten blieb. Deswegen war es wichtig, durch gezielte Versuche ein optimales 

Durchführungsprotokoll zu finden, mit dem richtige und reproduzierbare Ergebnisse 

erhalten werden. 

Angefangen wurde im Rahmen dieser Arbeit mit der Vorbereitung der Hefezellen. Die 

Messung erfolgt mit Hefeprotoplasten, die durch Verdau der Zellwand mit Zymolyase20T 

präpariert werden (3.3.3.1). Durch den Einsatz verschiedener Zymolyase-Konzentration 

(4.2.1) konnte ein Optimum von 200 U pro Gramm Hefe gefunden werden. Geringere 

Mengen lieferten einen langsameren Transport und größere Mengen führten zu einem 
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größeren Rauschen, was auf einen übermäßigen Verdau der Zellwand und der Zellproteine 

(wie z. B. Aquaporine) zurückzuführen sein kann (Abb. 4.10). 

Zur Vereinfachung der Messung wurde auch die Lagerfähigkeit von Hefeprotoplasten (4.2.2) 

bestimmt. Eine Woche lang konnten die Protoplasten bei 4 °C im Kühlschrank in einem 

sterilen Gefäß aufbewahrt werden, ohne eine bemerkbare Beeinträchtigung ihrer 

Eigenschaften zu befürchten (Abb. 4.11). 

Hefeprotoplasten kann man nicht nur zum Schrumpfen durch einen hyperosmotischen 

Schock zwingen, sondern auch zum Anschwellen bringen, wenn sie einem 

hypoosmotischen Gradienten ausgesetzt werden (4.2.3). Beide Fälle sind machbar und 

liefern identische Ergebnisse (Abb. 4.12). Ob Wasseraustritt oder –eintritt; es wird in jedem 

Fall die gleiche Wassermenge mit der gleichen Ratenkonstante transportiert. Deswegen lag 

der Schnittpunkt beider Schrumpf- und Schwell-Kurve bei 50 %. 

Den größten Einfluss spielt der osmotische Druck. Verglichen wurden 150 und 300 mOsm 

(4.2.4). Während mit 300 mOsm der Wassertransport nach 36,3 s beendet war, dauerte 

der Transport der gleichen Wassermenge mit 150 mOsm fast doppelt so lang (63,8 s). Das 

ist logisch, denn je höher der osmotische Druck ist, umso schneller wird Wasser 

transportiert. Die Ratenkonstante betrug aber in beiden Fällen 1,2 ± 0,1 s-1. Diese 

Konstante beschreibt lediglich eine Änderung pro Zeiteinheit, die erst nach Normierung der 

Kurven (3.3.3.1) erhalten werden kann. Durch die Normierung werden Faktoren (wie der 

angesprochene Gradient, Volumen und Oberfläche der Protoplasten) ausgeschlossen, so 

dass sie keinen Einfluss auf das Ergebnis ausüben können. 

Mit diesen Einstellungen wurde die Wasser- und Glycerolleitfähigkeit des umstrittenen 

PfAQP untersucht. 

 

5.2  Einfluss von Polyolen auf die Funktion von PfAQP und 

EcGlpF 
 

5.2.1  Wasserleitfähigkeit von PfAQP  

 

Die Wasserleitfähigkeit von Aquaglyceroporinen, die einen weiten Filter zur 

Größenselektion in der ar/R-Region haben, wird seit Jahren diskutiert. Während 

experimentelle Daten schwache bis fehlende Wasserleitfähigkeit von EcGlpF zeigen 

(Maurel et al., 1994 & Fu et al., 2000), sagen Computersimulationen eine hohe 

Wasserpermeabilität vorher (Hashido et al., 2005 & Aponte-Santamaría et al., 2010). Die 

Diskussion wurde dann stärker als sich experimentelle Daten über die Wasserleitfähigkeit 

von PfAQP widersprachen. 

Deswegen wurde im Rahmen dieser Arbeit die Funktion von PfAQP und EcGlpF in Puffern 

mit verschiedenen Polyolen untersucht. Dies hat zwei Vorteile; zum einen wurde durch die 

Versuche in dieser Arbeit die Wasserleitfähigkeit von PfAQP nachgewiesen und die 
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fehlende Leitfähigkeit von EcGlpF bestätigt. Zum anderen wurde die Zusammensetzung der 

stopped flow Puffer dadurch im Rahmen der Methodenoptimierung verbessert, so dass die 

Funktion weiterer Aqua-(glycero)-porine zuverlässig bestimmt werden kann. 

 

Durch Präparation in Sorbitolpuffern konnte keine Verbesserung der Wasserpermeabilität 

von Protoplasten mit EcGlpF oder PfAQP im Vergleich zur Kontrolle gemessen werden 

(4.3.2; Abb. 4.16 & Tab. 4.3). Die 26fach höhere Wasserleitfähigkeit von Protoplasten mit 

rAQP1 in dem Sorbitolpuffer ist ein klares Zeichen, dass die Methode einwandfrei 

funktionierte. 

Durch Präparation in Saccharosepuffern zeigten Protoplasten mit PfAQP eine fünffach 

höhere Wasserpermeabilität als die Kontrolle, während Protoplasten mit EcGlpF  auf dem 

Niveau der Kontrolle lagen. (4.3.2; Abb. 4.17 & Tab. 4.4). 

Somit wurde bewiesen, dass das eingesetzte Polyol einen Einfluss auf die Funktion von 

PfAQP hat. Außerdem beweisen diese Experimente wiederholt, dass EcGlpF in 

Hefeprotoplasten keine Wasserleitfähigkeit besitzt. 

Saccharose ist ein großes cyclisches Disaccharid. Auf Grund der Molekülgröße (289,15 Å3) 

ist Saccharose nicht in der Lage, mit dem PfAQP-Kanal in Wechselwirkung zu treten, so dass 

der Kanal während der Inkubation und Messung frei für die Wassermoleküle steht. 

Dagegen ist Sorbitol (165,04 Å3) eine lineare Kette mit sechs OH-Gruppen. Dadurch kann 

Sorbitol mit dem PfAQP interagieren und über die OH-Gruppen starke Bindungen zu den 

Aminosäuren bilden, was der Wassertransport zu 100 % blockiert hat. 

PEG300 (277,52 Å3) führte zu 44 % Hemmung der Wasserpermeabilität von PfAQP. Es ist, 

ähnlich wie Sorbitol, eine lineare aber längere Kette mit nur zwei OH-Gruppen. Die Länge 

und die Zickzack-Struktur der PEG300-Kette erlauben eine geringere Beweglichkeit des 

Moleküls. Außerdem kann PEG300 über die beiden OH-Gruppen schwächer mit dem Kanal 

in Wechselwirkung treten als Sorbitol mit den sechs Gruppen. 

In Glycerol wurde die Wasserleitfähigkeit von PfAQP um ca. 95 % erniedrigt. Es ist aber 

bekannt, dass PfAQP Glycerol leiten kann (Hansen et al., 2002). Deswegen wird vermutet, 

dass während der Inkubation der Protoplasten in dem Glycerolpuffer zu Glyceroltransport 

gekommen ist, so dass nach dem Mischen in der stopped flow Apparatur kein oder nur ein 

schwacher Gradient aufgebaut werden konnte, auf Grund dessen der Wassertransport 

betrieben wird (Abb. 4.20 & Tab. 4.7). 

 

 
Abbildung 5.1: Struktur und Größe der eingesetzten Polyole 
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5.2.2  Warum leitet PfAQP Wasser, EcGlpF jedoch nicht? 

 

Die Aminosäuresequenz von PfAQP zeigt 35 % Identität, 50 % Gesamtähnlichkeit und 60 % 

Ähnlichkeit in den transmembranären Bereichen zu EcGlpF (Beitz et al., 2003). Trotzdem 

zeigen beide Aquaglyceroporine unterschiedliche Wasserpermeabilitäten. Dafür sind 

Wechselwirkungen zwischen Aminosäuren in der Schleife C von PfAQP  mit dem Arginin der 

ar/R-Region verantwortlich.  

In PfAQP tritt ein negatives Glutamat (E125) mit der positiven Seitenkette von Tryptophan 

(W212) in Wechselwirkung, die zur Stabilisierung der C-Schleife nahe dem Poreneingang 

des Kanals führt. Dadurch können die Seitenketten von Tryptophan (W124) und Serin (S200) 

in dieser Schleife mehrere H-Brücken zu den NH2-Gruppen des Arginins (R196) in der ar/R-

Region bilden. In EcGlpF ist nur eine H-Brücke zwischen dem Phenylalanin (F135) und dem 

Arginin (R206) vorhanden (Newby et al., 2008). Die zusätzlichen H-Brücken zu dem Arginin 

in PfAQP führen zur Erniedrigung der Aktivierungsenergie von 7,5 auf 3,5 kcal·mol-1 (Beitz 

et al., 2003). Außerdem zeigen dynamische Simulationen auch, dass in EcGlpF der Bereich 

der ar/R-Region zwischen Tryptophan (W48) und Phenylalanin (F200) kaum von 

Wassermolekülen besetzt ist (Fu et al., 2000; Tajkhorshid et al., 2002). Wenn W48 durch 

Phenylalanin und F200 durch ein Threonin ersetzt werden, wird dieser Bereich breiter und 

hydrophiler, so dass die Belegung mit Wasser besser wird und sich die Wasserleitfähigkeit 

einer solchen EcGlpF Mutante erhöht. 

 

5.2.3  Hemmung des PfAQP durch Sorbitol 

 

Durch sofortiges Mischen der PfAQP-Protoplasten mit einem Sorbitol haltigen Puffer war 

die Wasserleitfähigkeit unbeeinflusst. Erst nach Inkubation für mehrere Stunden oder 

durch die direkte Präparation der Protoplasten in dem Sorbitolpuffer konnte eine 

konzentrationsabhängige Hemmung nachgewiesen werden (Abb. 4.22 und 4.23). Dies 

bedeutet, dass die Sorbitolmoleküle eine gewisse Zeit brauchen, um die Wassermoleküle 

aus dem PfAQP-Kanal zu verdrängen. 

Durch Verwendung von mehreren Saccharose/Sorbitol-Mischungen konnte ein IC50-Wert 

von 0,81 M Sorbitol ermittelt werden (Abb. 4.24). Das zeigt einen schwachen 

Hemmungseffekt im Vergleich zu Wirkstoffen. Außerdem ist ein hoher Sorbitolanteil 

notwendig, um eine  100 % Hemmung zu erzielen. 

 

5.2.4  Glycerolleitfähigkeit von PfAQP und EcGlpF 

 

Nachdem der Einfluss des eingesetzten Polyols auf die Wasserleitfähigkeit von PfAQP 

bewiesen wurde, wurde die Glycerolleitfähigkeit von PfAQP und EcGlpF untersucht. 
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Es konnte gezeigt werden, dass das Polyol keinen Einfluss auf den Glyceroltransport von 

EcGlpF hat. In Saccharose, Sorbitol und PEG300 leitete EcGlpF Glycerol mit einer 

Ratenkonstante von 0,023 ± 0,0026 s-1 (Abb. 4.25 und Tab. 4.9). 

Im Gegensatz dazu zeigte PfAQP eine Polyol abhängige Glycerolleitfähigkeit. Während 

PfAQP in Saccharose Glycerol besser leitete als EcGlpF, fand in Sorbitol und PEG300 eine 

Verringerung um 80 % statt. Es konnte aber keine 100 % Hemmung erzielt werden, wie es 

der Fall der Wasserleitfähigkeit war.  

 

5.2.5  Warum hemmt Sorbitol nur PfAQP? Warum wird die 

Wasserleitfähigkeit stärker gehemmt als die Glycerolleitfähigkeit? 

 

Die Kanalbereiche von PfAQP und EcGlpF sind nahezu identisch. Zwei Unterschiede liegen 

in dem Bereich zwischen der ar/R-Region und den NPA-Motiven: Met24 in PfAQP an Stelle 

Ile22 in EcGlpF und Leu192 in PfAQP an Stell Met202 in EcGlpF. Die genannten 

Aminosäuren sind unpolar mit ähnlicher Größe. Somit ist die Ladungsverteilung in beiden 

Kanälen nur wenig unterschiedlich. Dementsprechend sollten sich die Wasser- und 

Glycerolleitfähigkeiten beider Aquaglyceroporine ähnlich verhalten. Die Ergebnisse zeigen 

aber einen höheren Wasser- und Glyceroltransport durch PfAQP als EcGlpF. Betrachtet 

man aber die Kristallstruktur beider Aquaglyceroporine, so sieht man mehr 

Glycerolmoleküle in PfAQP als in EcGlpF, obwohl beide Proteine unter gleichen 

Bedingungen (15 % Glycerol) kristallisiert wurden. 

 

 
Abbildung 5.2: Seitenansicht von EcGlpF (nach PDB 1FX8) und PfAQP (nach PDB 3CO2). In der PfAQP-

Kristallstruktur sind fünf Glycerolmoleküle (G0-G4) vorhanden, während in der des EcGlpF nur drei (G1-G3) 

sind. 

 

Die Glycerolmoleküle G1, G2 und G3 befinden sich in ähnlichen Positionen in beiden 

Kanälen. G1 ist in dem unteren Teil der Kanal-Einmündung, G2 in der ar/R-Region und G3 in 

der NPA-Region. Die beiden Glycerolmoleküle in PfAQP G0 und G4 weisen auf eine höhere 

Bindungsaffinität des PfAQP-Kanals als die des EcGlpF. G4 ist im unteren Teil und G0 liegt in 

dem oberen Einmündungsbereich des Kanals. 
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Abbildung 5.3: Aufsicht von EcGlpF und PfAQP. In dieser Darstellung sieht man das liegende G0 in PfAQP 

auf dem Einmündungsbereich des Kanals. 

 

An Hand der Vergrößerung sieht man, dass der Einmündungsbereich in PfAQP größer ist als 

in EcGlpF. PfAQP besitzt eine Art Bindungstasche an der Einmündung, wo G0 genau hinein 

passt. Würde man die Glycerolmoleküle G0 und G1 entfernen, würde an deren Stelle ein 

Sorbitolmolekül setzen. Deswegen wird vermutet, dass das Sorbitolmolekül nicht in den 

Kanal hinein dringt und den Kanal ,,verstopft´´ sondern den Einmündungsbereich teilweise 

bedeckt. Dies verhindert den Transport von Wasser, kann aber den Transport von Glycerol 

nur vermindern, da Glycerol auf Grund seiner Struktur und Geometrie höhere Affinität zum 

Kanal hat als Sorbitol. 

Der Bereich, wo sich G0 und G1 in PfAQP befinden, ist in EcGlpF nicht vorhanden. Somit 

besitzt Sorbitol keine Interaktionsfläche, um den Glyceroltransport von EcGlpF zu 

beeinflussen, was die gleich bleibende Glycerolleitfähigkeit in Saccharose, Sorbitol oder 

PEG300 erklärt. 

 

5.2.6  Molenbruch-Anomalie von PfAQP 

 

Durch zwei Testsysteme wurde die Molenbruch-Anomalie untersucht. Damit sollte gezeigt 

werden, ob sich Solute in ihren die Leitfähigkeiten beeinflussen können, was von einigen 

Ca2+- und K+-Kanälen bekannt ist. 

In dem isoosmotischen System (0,6 M Saccharose + 0,6 M Glycerol/Harnstoff-Verhältnis 

von 1:0, 2:1, 1:2 oder 0:1) war die gemischte Leitfähigkeit unverändert geblieben. Glycerol 

und Harnstoff wurden in allen Verhältnissen mit der gleichen Ratenkonstante von 

0,11 ± 0,017 s-1 transportiert (Abb. 4.26 und Tab. 4.10). 

Erst in dem hyperosmotischen Testsystem (1,2 M Saccharose + 0,6 M Glycerol/Harnstoff-

Verhältnis von 1:0, 2:1, 1:2 oder 0:1) konnte ein Unterschied in den Leitfähigkeiten 

beobachtet werden. Der anfängliche osmotische Gradient von 300 mOsm Saccharose 

führte zu Wassertransport aus den Protoplasten, wodurch sich das Volumen verkleinert hat 

und die Lichtstreuung zunahm. Gleichzeitig setzte sich ein chemischer Glycerol/Harnstoff-

Gradient von 300 mOsm. Die Solute wurden in die Protoplasten transportiert und sie zogen 
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Wasser mit sich, wodurch sich das Volumen wieder zunahm und die Lichtstreuung abnahm. 

Das heißt, der chemisch betriebene Soluttransport kompensierte den osmotisch 

betriebenen Wasseraustritt aus den Protoplasten. Da Glycerol schneller in die Protoplasten 

transportiert wurde (Abb. 4.27) war die gesamte Amplitude am kleinsten. Mit steigendem 

Anteil an dem schlechter transportierbaren Harnstoff nahm die Amplitude zu und die 

Ratenkonstante ab. 

Eine langsamere Leitfähigkeit einer Glycerol/Harnstoff-Mischung als die reinen Lösungen 

liegt unter den herrschenden Testbedingungen nicht vor. Das Experiment zeigt, dass eine 

bessere Leitfähigkeit für Glycerol als für Harnstoff. 

 

5.2.7  Zusammenfassung I 

 

In dieser Arbeit konnte die stopped flow Methode verbessert werden. Mit der Saccharose 

als osmotisch aktiver Substanz kann die Funktion weiterer Aquaporine und 

Aquaglyceroporine zuverlässig untersucht werden. Die Diskussion um die umstrittene 

Wasserleitfähigkeit von PfAQP konnte geklärt werden. PfAQP leitet eindeutig Wasser. Auch 

die Glycerolleitfähigkeit konnte charakterisiert werden. Somit ist PfAQP ein 

Aquaglyceroporin, welches für Wasser und Glycerol gut permeabel ist. Die fehlende 

Wasserleitfähigkeit und die Glycerolleitfähigkeit von EcGlpF wurden in dem 

Protoplastensystem bestätigt. Das Phänomen der Molenbruch-Anomalie trifft für 

Aquaporine in Hefeprotoplasten unter den Versuchsbedingungen nicht zu. Dies bedarf aber 

weiterer Untersuchungen. 
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5.3 Messung der Ammoniakleitfähigkeit  
 

5.3.1  Etablierung der stopped flow Methode 

 

Einige Aquaglyceroporine können neben Wasser auch Ammoniak leiten. Die meisten 

Untersuchungen der Ammoniakleitfähigkeit von Aquaporinen und Aquaglyceroporinen 

wurden auf festen Medien oder in Flüssigkulturen durchgeführt. Genauso wie Messung der 

Glycerolleitfähigkeit durch PfAQP mit der stopped flow Methode (4.3.4) wurde versucht die 

Ammoniakleitfähigkeit auf Grund eines chemischen Gradienten von 300 mOsm in 

Saccharose-Puffer durchzuführen. Dies war auch nicht möglich; denn auf Grund der hohen 

Lipophilie kann Ammoniak sehr schnell durch Zellmembranen diffundieren. Mit der 

stopped flow Apparatur können nicht nur Änderungen der Lichtstreuung verfolgt werden, 

sondern auch Fluoreszenzänderungen. Deswegen wurde diese Methode im Arbeitskreis 

etabliert und damit die Leitfähigkeiten von PfAQP und hAQP8 gemessen. 

Im Gegensatz zu der Wasser- und Glycerolmessung wurden bei der Ammoniakmessung 

intakte Hefezellen eingesetzt. Falls sich das Volumen der Protoplasten ändern sollte, dann 

bleibt das in geringem Rahmen, weil die Zellwand  dafür zu rigide ist. 

Bei Einstrom des Ammoniaks in den mit FDA beladenen Zellen wird das Cytosol alkalisiert. 

Dadurch ändert sich das Fluorophor von FDA und führt zur Steigerung der Fluoreszenz, die 

registriert wird. 

Durch die Versuche 4.4.1.1 bis 4.4.1.5 konnte die Methode etabliert werden. Im Gegensatz 

zu Hefeprotoplasten, die eine Woche lang aufbewahrt werden können, konnten die 

beladenen Hefezellen nicht einen Tag inkubiert werden (Abb. 4.32). Der Inkubationspuffer 

war stärker gelb gefärbt als die Hefezellen. Es scheint, dass Fluorescein aus den Zellen aktiv 

über z. B. ABC-Transporter gepumpt wurde. Der Hersteller konnte auch zeigen, dass 

humane Lymphoidzellen innerhalb von zwei Stunden ca. 90 % des Farbstoffs verlieren. 

Trotzdem war Fluoresceindiacetat der empfohlene Farbstoff zur Beladung von Hefezellen 

und zur Messung der Ammoniakleitfähigkeit. 

Durch Änderung der Messtemperatur wurde ein Optimum bei 10 °C gefunden. Bei dieser 

Temperatur sind Diffusionsvorgänge und die Membranfluidität minimiert. Außerdem ist 

der Transport bei niedrigen Temperaturen langsamer, so dass die Kurve geringes Rauschen 

und besseren Verlauf hatte (Abb. 4.33). Das Messvolumen spielt auch eine Rolle. Je größer 

das Volumen ist, um stärker war das Rauschen. Mit 502 µl konnte die Ratenkonstante nicht 

bestimmt werden. Erst durch Messung bei 202 µl konnte eine auswertbare Kurve 

registriert werden. Das liegt daran, dass sich die Hefezellen schnell absetzen und dabei 

Agglomerate bilden können. Deswegen musste die Hefesuspension ständig aus der Spritze 

entfernt, resuspendiert und wieder in die Spritze gezogen werden. Um dieses Problem zu 

umgehen kann die Viskosität des Inkubations- und Testpuffers durch Saccharose erhöht 

werden. 
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Eine entscheidende Rolle spielt der pH-Wert. Ammoniak ist eine Base mit einem pKs-Wert 

von 9,21. Änderung des pH-Wertes der Puffer um eine Einheit führt zu Verschiebung des 

Ammoniak/Ammonium-Gleichgewichtes um den Faktor 10. 

Die Messung der Ammoniakleitfähigkeit wurde bei pH 7 (Daten nicht gezeigt) und bei pH 8 

durchgeführt. Bei pH 7 und 50 mM NH4Cl herrschte im Medium eine NH3-Konzentration 

von 0,31 mM. Diese Konzentration war nicht genug, um eine ausreichend detektierbare  

Fluoreszenzänderung zu erzielen. Deswegen wurde die Messung mit pH 8 und 50 mM 

NH4Cl (3,1 mM NH3) durchgeführt. 

  

5.3.2  Messung der Ammoniakleitfähigkeit von PfAQP und hAQP8 

 

Mit der etablierten stopped flow Methode zur Messung der Fluoreszenzänderung wurde 

die Ammoniakleitfähigkeit von hAQP8 und PfAQP bestimmt. 

Der Durchmesser der ar/R-Region von hAQP8 beträgt ca. 3,2 Å (kalkuliert basierend auf die 

Struktur des bovinen AQP1). Dieser Durchmesser entspricht demjenigen von 

Aquaglyceroporinen, die im Allgemeinen gute Glycerol- aber schlechte bis fehlende 

Wasserleitfähigkeit haben. hAQP8 ist eine interessante Ausnahme. Trotz der weiten ar/R-

Region leitet hAQP8 kein Glycerol aber gut Wasser; es ist das Gegenstück der 

Aquaglyceroporine. Seine Wasserleitfähigkeit ist sogar mit der des orthodoxen AQP1 

vergleichbar. Ein Kollege, (D. Krenc, Dissertation Dezember 2012), hat in seiner Arbeit 

Mutationen in die ar/R-Region von hAQP8 und rAQP1 eingeführt, um die 

Ammoniakleitfähigkeit der Wildtypen und Mutanten zu charakterisieren. Die Tests wurden 

auf festen und in flüssigen Kulturen durchgeführt. Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit 

wurde die Ammoniakleitfähigkeit von hAQP8 und PfAQP mit Hilfe der biophysikalischen 

stopped flow Methode bestimmt. 

Die heterologe Produktion von hAQ8 erhöhte die Ammoniakleitfähigkeit von Hefezellen 

um das 3fache und mit PfAQP wurde eine 2fache Steigerung gemessen (4.4.2, Abb. 4.35 & 

Tab. 4.12). Betrachtet man das Verhältnis der ar/R-Region von hAQP8-Model zu rAQP1 und 

das Verhältnis der Moleküloberfläche oder des Molekülvolumens von Ammoniak zu 

Wasser kommt man auf interessante Korrelationen:  

Verhältnis der ar/R-Region von hAQP8 zu hAQP1:  
3,2 

1,14
2,8

Å

Å 
  

Verhältnis der Moleküloberfläche von NH3 zu H2O:  
2

2

40,85 
=1,14

35, Å60 

Å
 

Verhältnis des Molekülvolumens von NH3 zu H2O:  
3

3

22,86 
=1,17

19, Å51 

Å
 

 

(Die Werte wurden mit http://www.chemicalize.org/ ermittelt) 

 

 

http://www.chemicalize.org/
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Außerdem scheint es, dass die Aminosäuren in der ar/R-Region eine Rolle spielen. 

Basierend auf die Kristallstruktur von AQP1 (PDB 1J4N) besteht die ar/R-Region von AQP8 

aus His74, Ile200, Gly208, Cys210 und Arg215. Histidin und Isoleucin in den diesen 

Positionen sind charakteristisch für tierische Aquaporine und pflanzliche tonoplast intrinsic 

proteins, deren Ammoniakleitfähigkeit nachgewiesen wurde. 

Auf der anderen Seite ist eine Steigerung der Ammoniakpermeabilität von Zellen um das 3- 

oder 2fache nicht besonders großartig. Der Kollege, D. Krenc, hat in seiner Arbeit eine 

18fach höhere Wasserleitfähigkeit von Hefeprotoplasten mit hAQP8 gegenüber der 

Negativkontrolle gemessen. Ob die Leitfähigkeit für Wasser, Glycerol oder Ammoniak gut 

oder schlecht ist, hängt nicht nur von der Größe  und den Aminosäuren der ar/R-Region ab 

sondern von dem ganzen Aufbau des AQP-Kanals. 

 

Da Menschen, Hefe und Bakterien spezielle Ammoniumtransporter haben (humane 

Rhesus-Glykoproteine, MEP und Amt) wird vermutet, dass die Ammoniakleitfähigkeit deren 

Aquaporine von untergeordneter Rolle ist. Trotzdem ist das von Vorteil. hAQP8 ist vor 

allem in dem Gehirn, der Leber und der Niere lokalisiert. In der Leber werden die Proteine 

und Aminosäuren abgebaut und dadurch große Mengen an Ammoniak gebildet. In der 

Niere findet die Harnkonzentrierung, wo auch große Mengen an Ammoniak und Harnstoff 

transportiert werden. Falls die menschlichen NH3/NH4
+-Transporter z. B. durch Mutationen 

nicht funktionell sind, dann könnten die Aquaporine einen Beitrag leisten. 

 

Im Gegensatz dazu besitzt P. falciparum keine Ammoniumtransporter, so dass PfAQP trotz 

der geringen Leitfähigkeit der einzige Weg ist, um das ausfallende Ammoniak beim Befall 

der Erythrozyten auszuscheiden. 

 

5.3.3  Zusammenfassung II 

 

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit konnte die Messung von Fluoreszenzänderungen 

mit Hilfe der stopped flow Methode etabliert werden. Zur weiteren Verbesserung sollen 

Ammoniaktransporter eingesetzt werden. 

Mit den bestimmten Parametern konnte die Ammoniakleitfähigkeit von hAQP8 und PfAQP 

nachgewiesen werden. Beide Aquaporine leiten, aber langsam, Ammoniak. Es scheint, die 

Rolle der humanen Aquaporine in dem Ammoniaktransport von untergeordneter 

Bedeutung zu sein, da Menschen die Rhesusglykoproteine dafür haben. Die Größe und 

Konstruktion der ar/R-Region haben einen Einfluss, sind aber nicht ausschlaggebend.  

Da hAQP8 Wasser und Ammoniak aber kein Glycerol leitet, sollten die Familie der 

Aquaporine in 3 Gruppen geteilt: orthodoxe Aquaporine, Aquaglyceroporine und 

Aquaamminoporine. 
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5.4  H2O2-Leitfähigkeit 
 

5.4.1  Wer leitet besser, Aquaporine oder Aquaglyceroporine? 

 

Obwohl H2O2 ähnliche Eigenschaften zu Wasser hat, ist seine Leitfähigkeit durch 

Aquaporine und Aquaglyceroporine kaum untersucht. H2O2 und andere reaktive 

Sauerstoffspezies (ROS) sind für ihre schädigende Wirkung bekannt. Neuere 

Untersuchungen zeigen, dass H2O2 die Aktivität von vielen Enzymen regulieren kann. 

Beispiele dafür sind Isoenzyme der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH, 

Glykolyse), Aconitase (ACO, Citrat- und Glyoxylatzyklus) und 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase 

(OGDC, Citratzyklus). Diese und viele andere sind an der Energiegewinnung beteiligt und 

werden direkt oder indirekt durch H2O2 modifiziert (Halliwell et al., 1999; Kristensen et al., 

2004 und Møller et al., 2004). 

H2O2 wird im menschlichen Körper vor allem in den Peroxisomen und in Pflanzen in den 

Glyoxysomen gebildet. Diese genannten Enzyme (GAPDH, ACO und OGDC) sind in der 

Leber tätig. Das heißt, H2O2 muss mindestens zwei Zellmembranen durchqueren, um vom 

Ort der Bildung zum Ort der Wirkung zu gelangen. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen im Allgemeinen, dass die schnell 

wasserleitenden Aquaporine (rAQP1, hAQP8) eine bessere H2O2-Leitfähigkeit haben als die 

Aquaglyceroporine wie z. B. hAQP9 und PfAQP (Abb. 4.36 bis 4.44). Anscheinend sind der 

Aufbau und die Struktur der wasserleitenden Aquaporine für den Transport von H2O2 

optimal. rAQP1 und hAQP8, die schnellsten H2O2-Transporter (Abb. 4.37 und 4.40), sind 

bekannt für ihre hohe Wasserleitfähigkeit (Abb. 4.17 und D. Krenc, Dissertation 2012). Das 

Aquaglyceroporin PfAQP leitet Wasser langsamer als rAQP1 (Abb. 4.17) aber besser als 

hAQP9. Dementsprechend verhielte sich auch seine H2O2-Leitfähigkeit. PfAQP war 

schlechter permeabel als rAQP, aber besser als hAQP9 (Abb. 4.37 und 4.39). 

 

Bei dem H2O2-Transport scheint die ar/R-Region wieder eine Rolle zu spielen. In der 

Mutante hAQP8I200H wurde diese Region durch das Histidin enger. Dementsprechend 

sank auch die H2O2-Leitfähigkeit (Abb. 4.41 und 4.42). In den Mutanten hAQP1H180A und 

rAQP1H180A vergrößert der Austausch von Histidin gegen Alanin die ar/R-Region um den 

Faktor 4,3 (Beitz et al., 2006). Mit 0,3 mM H2O2 wurde das Wachstum von Hefezellen mit 

rAQP1 um 11,7 % (Abb. 4.43) und das Wachstum von Hefezellen mit der Mutante 

rAQP1H180A um 41 %. Setzt man beide Werte in Verhältnis, so erhält man eine Erhöhung 

der Wachstumshemmung durch die Mutante um den Faktor 3,5.  
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Es bleibt noch die Frage offen, warum rAQP1 H2O2 schneller leiten kann als hAQP1. Durch 

Vergleich der Aminosäuresequenzen beider Proteine wurden nur 18 Unterschiede 

festgestellt: 

 

Tabelle 5.1: Unterschiede in den Aminosäuresequenzen von hAQP1 und rAQP1 

Position hAQP1 rAQP1 Lokalisation 
 

5 Phenylalanin Isoleucin N-Terminus  

21 Threonin Methionin Helix 1 liegt fast im Kanal 

36 Lysin Asparagin Helix 1 
 

39 Valin Leucin Schleife A 
 

40 Glycin Glutamat Schleife A 
 

41 Asparagin Arginin Schleife A 
 

45 Alanin Leucin Schleife A 
 

92 Phenylalanin Leucin Schleife B 
 

95 Leucin Valin Helix 3 
 

109 Threonin Serin Helix 3 liegt fast im Kanal 

120 Threonin Leucin Schleife C 
 

121 Glycin Glutamat Schleife C 
 

131 Aspartat Arginin Schleife C 
 

202 Isoleucin Leucin Schleife E 
 

204 Histidin Arginin Schleife E 
 

220 Glycin Serin Helix 6 
 

238 Leucin Phenylalanin C-Terminus 
 

242 Valin Methionin C-Terminus 
 

 

Die meisten Positionen sind außerhalb des Kanals oder in den verbindenden Schleifen. Das 

dürfte die Funktion eines Aquaporins nicht in so einem starken Maße beeinflussen. Die 

Positionen 21 und 109 sind nah an dem Kanal. Threonin und Serin in Position 109 sind 

unpolare und ungeladene Aminosäuren mit ähnlicher Größe. Dadurch werden die 

Ladenverteilung und Polarität des AQP-Kanals nicht verändert. Methionin in Position 21 ist 

eine hydrophobe und unpolare Aminosäure. Das Schwefelatom ist durch den +I-Effekte ein 

schlechter H-Brückendonor bzw. -akzeptor. 

Von daher kann die unterschiedliche H2O2-Leitfähigkeit nicht auf Grund struktureller 

Unterschiede in den beiden Proteinen erklärt werden. Deswegen wurde mit den gleichen 

Kulturen, die für die Messung der H2O2-Leitfähigkeit eingesetzt wurden (Abb. 4.42, 4.43 

und 4.44), die Wasserleitfähigkeit gemessen und eine Western Blot Analyse durchgeführt. 

An Hand der Wasserkurven sieht man auch eine höhere Wasserleitfähigkeit von rAQP1 

gegenüber hAQP1, aber im Western Blot sieht man eine zwei- bis dreifach höhere 

Intensität für rAQP1 als für hAQP1. Von daher wird die geringere H2O- und H2O2-

Leitfähigkeit auf eine schwächere heterologe Produktion zurückgeführt wird, denn je mehr 
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Aquaporine in einer Zelle vorhanden sind, umso schneller kann Wasser, H2O2, 

Glycerol …etc. transportiert werden. 

 

5.4.2  Fazit III 

 

Im dritten Teil der vorliegenden Arbeit wurde die H2O2-Leitfähigkeit von verschiedenen 

Aquaporinen und Aquaglyceroporinen verglichen. Die schnell wasserleitenden Aquaporine 

sind in der Lage, ebenfalls H2O2 schneller zu transportieren als diejenigen, die eine größere 

ar/R-Region haben. Trotzdem scheint diese Region eine Rolle zu spielen, ist aber nicht 

ausschlaggebend, ähnlich wie bei der Ammoniakleitfähigkeit. 

Hefezellen als Testorganismus haben sich immer bewährt. Da aber hAQP1 schwächer 

produziert wird, sollte vielleicht ein anderes System gewählt werden wie z. B. 

Oozytensystem oder die zellfreie Proteinsynthese. 
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6. Ausblick 
 

Nachdem die stopped flow Methode für die Messung der Wasserleitfähigkeit optimiert 

wurde, wäre es interessant andere Aquaglyceroporine (hAQP3, hAQP9 oder BccGlpF) zu 

testen, um die Problematik ihrer geringen Wasserpermeabilität zu klären. 

Unabhängig vom eingesetzten Polyol leitet EcGlpF kein Wasser, obwohl der Kanal dem von 

PfAQP sehr ähnelt. Es wäre sinnvoll EcGlpF-Mutanten zu generieren, so dass der PfAQP-

Kanal imitiert wird. Dadurch können Funktions-Struktur-Beziehungen sehr gut studiert 

werden. 

 

Im Hinblick auf die Messung der Ammoniakleitfähigkeit mittels Fluoreszenzänderung sollte 

die Methode weiter verfolgt werden. Es sollten auch Ammoniaktransporter eingesetzt 

werden, um bessere und stärkere Signale zu erhalten und dadurch eventuell weitere 

Verbesserungen zu erzielen. Ein Ammoniaktransporter (RhCG) wurde in das Plasmid 

pRS426 kloniert und steht als glycerol stock in E. coli- und S. cerevisiae-Zellen zur Verfügung 

(siehe glycerol stock Liste im Anhang). Um die Messzeiten zu verkürzen und den Aufwand 

gering zu halten, kann die Viskosität der eingesetzten Puffer durch Zusatz von Saccharose 

erhöht wird, so dass das störende Absetzen der Hefezellen während der Messung 

verhindert wird. 

Die Ammoniakleitfähigkeit von Aqua-(glycero)-porinen ist ein wichtiges Thema. Viele 

pflanzliche Aquaporine leiten Ammoniak. Ein Vergleich der Struktur von pflanzlichen mit 

den menschlichen Aquaporinen und die Generierung von Mutanten wären auch in diesem 

Zusammenhang sinnvoll. Einige Fragen bleiben allerdings offen: 

Warum leiten die Aquaporine Ammoniak überhaupt? Werden ammoniakleitende 

Aquaporine (z. B. hAQP8, oder TIP2;2) in knock out Stämmen stärker produziert? Können 

Aquaporine die Ammoniaktransporter ersetzen? 

 

Die H2O2-Leitfähigkeit von Aquaporinen und Aquaglyceroporinen ist ein neues Gebiet. 

Bislang wurden wenige Aqua-(glycero)-porine auf die H2O2-Permeabilität getestet, um eine 

sichere Aussage über die beiden AQP-Gruppen zu treffen. 

Es wäre sehr sinnvoll und hilfreich, die stopped flow Methode zur Messung des H2O2-

Transports zu optimieren. Die Durchführung wäre analog zur Ammoniakmessung (3.3.3.3) 

mit dem Unterschied, dass bei der H2O2-Messung nicht das pH-sensitive 

Fluoresceindiacetat, sondern der oxidationsempfindliche 5-(und-6)-chloromethyl-2',7'-

dichloro-dihydro-fluorescein-diacetate-acetyl-ester (CM-H2DCFDA, Molecular Probes®) 

eingesetzt wird. Der Farbstoff wurde erworben und bei -20 °C gelagert. Aus Zeitgründen 

konnte leider keine Versuche durchgeführt werden. 
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7. Zusammenfassung 
 

Die vorliegende Arbeit behandelte drei Themen: 

 

1) Klärung der umstrittenen Wasserleitfähigkeit von PfAQP, 

2) Ammoniakleitfähigkeit von Aquaglyceroporinen am Beispiel von hAQP8 und PfAQP 

und 

3) H2O2-Permeabilität von Aquaporinen und Aquaglyceroporinen. 

 

Durch den Einsatz verschiedener Polyole (Saccharose, Sorbitol, PEG300 und Glycerol) 

konnte die Wasserleitfähigkeit von PfAQP und EcGlpF geklärt werden. EcGlpF, wie viele 

Aquaglyceroporine, kann Glycerol aber praktisch kein Wasser transportieren. Die 

Wasserleitfähigkeit von PfAQP ist von dem eingesetzten Polyol abhängig. In der großen 

cyclischen Saccharose kann PfAQP sowohl Wasser als auch Glycerol gut leiten. Dagegen 

hemmt Sorbitol den Wassertransport (IC50 = 0,81 M) und erniedrigt die 

Glycerolpermeabilität um 80 %. 

Der Hemmeffekt von Sorbitol beruht nicht auf das Eindringen und Verschließen des Kanals 

sondern auf die Interaktion mit dem Einmündungsbereich. 

 

Glycerol wird durch PfAQP besser transportiert als Harnstoff, auch wenn beide Solute in 

unterschiedlichen Verhältnissen gemischt sind. Somit trifft die Molenbruch-Anomalie für 

die Aquaporine unter den herrschenden Testbedingungen nicht zu. 

 

Es konnte experimentell ein Protokoll zur Beladung von Hefezellen mit dem pH-sensitiven 

Fluoresceindiacetat (FDA) etabliert werden, mit dessen Hilfe die Ammoniakleitfähigkeit von 

Aquaporinen und Aquaglyceroporinen gemessen werden kann. 

Damit wurde die Ammoniakpermeabilität von hAQP8 und PfAQP gemessen. Beide 

Aquaporine erhöhten die Ammoniakpermeabilität um das drei- bzw. zweifache gegenüber 

den Kontrollzellen. 

 

Im letzten Teil wurde die H2O2-Leitfähigkeit beider AQP-Subfamilien gegenübergestellt. Die 

schnell wasserleitenden Isoformen (hAQP1, rAQP1 und hAQP8) sind in der Lage H2O2 

schneller zu transportieren als die glycerolleitenden hAP9 und PfAQP.  

Die Mutante rAQP1 H180A besitzt eine 4mal größere ar/R-Region als der Wildtyp. Um den 

gleichen Faktor erhöhte sich die H2O2-Leitfähigkeit dieser Mutante. Im Gegensatz dazu 

verringerte sich die H2O2-Leitfähigkeit von Mutanten, in denen die ar/R-Region verkleinert 

wurde wie z. B. hAQP8 I200H und rAQP1 H180F. 
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8. Summary 
 

This present work deals with three topics: 

 

1) Clarification of the controversial water conductivity of PfAQP exemplifies the 

aquaglyceroporins, 

2) Ammonia conductivity of aquaglyceroporins on the example of hAQP8 and PfAQP 

and 

3) H2O2 permeability of aquaporins and aquaglyceroporins. 

 

Through the use of different polyols (sucrose, sorbitol, glycerol and PEG300), the water 

conductivity of PfAQP EcGlpF was clarified. EcGlpF, like many aquaglyceroporins, could 

transport glycerol but no water. The water permeability of PfAQP is dependent on the used 

polyol. In the large cyclic sucrose, PfAQP could transport both water and glycerol. However, 

sorbitol inhibits the water transport (IC50 = 0.81 M) and reduced the glycerol permeability 

by 80 %. 

The inhibitory effect of sorbitol is not based on the penetration and closing of the channel 

but on the interaction with the channel vestibule. 

 

Glycerol is transported through PfAQP better than urea, even when both solutes are mixed 

in different ratios. Thus, the mole fraction anomaly does not apply for aquaporins under 

the prevailing test conditions. 

 

A protocol for loading of yeast cells with the pH-sensitive fluorescein diacetate (FDA) was 

established to determine the ammonia and conductivity. 

hAQP8 and PfAQP could increase the ammonia permeability about 2 to 3 times compared 

to control cells. 

 

In the last part of this work, H2O2 conductivity of both AQP subfamilies was compared. The 

fast water conducting isoforms (hAQP1, rAQP1 and hAQP8) could transport H2O2 faster 

than the others such as hAP9 and PfAQP. 

The mutant rAQP1 H180A has a 4 times larger ar/R region than the wild type. By the same 

factor, the H2O2 conductance of this mutant was increased. In contrast, mutants with a 

smaller ar/R region such as hAQP8 I200H and rAQP1 H180F showed a slower H2O2 

permeability. 
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10. Anhang 

 

10.1  Liste der glycerol stocks  
 

Die folgenden Stämme E. coli (DH5) und S. cerevisiae (By4742fps1 und 310fps1) sind 

mit den aufgeführten Konstrukten transformiert und bei -80 °C aufbewahrt. 

 

code gene plasmid mutation 

1 - pRS426-HA 

 2 hAQP3 pRS426-HA 

 3 hAQP3 pRS426-HA N83D 

4 hAQP3 pRS426-HA R218V 

5 hAQP3 pRS426-HA Y212A 

6 hAQP3 pRS426-HA N83D R218V 

7 hAQP3 pRS426-HA N83D Y212A 

8 hAQP3 pRS426-HA Y212A R218V 

9 hAQP3 pRS426-HA N83D Y212A R218V 

10 hAQP8 pRS426-HA 

 11 hAQP9 pRS426-HA 

 12 hAQP9 pRS426-HA N84D 

13 hAQP9 pRS426-HA R219V 

14 hAQP9 pRS426-HA N84D R219V 

16 hAQP12 pRS426-HA 

 17 TgAQP1 pRS426-HA 

 18 TgAQP1 pRS426-HA ND 

19 TgAQP2a HA-pRS426 

 20 TgAQP2b HA-pRS426-His 

 21 EtAQP2 HA-pRS426 

 22 EtAQP2a HA-pRS426 

 23 EtAQP2b HA-pRS426 

 24 Fps1 pRS426-HA 

         

25 - pDR196-HA 

 26 hAQP3 pDR196-HA 

 27 hAQP9 pDR196-HA 

 28 hAQP10 pDR196-HA 

 29 hAQP12 pDR196-HA 

 30 PfAQP pDR196-HA 
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31 EcGlpF pDR196-HA 

 32 BccAQP pDR196-HA 

 33 BccGlpF pDR196-HA 

 34 BccGlpF pDR196-HA N64A 

35 BccGlpF pDR196-HA N64D 

36 BccGlpF pDR196-HA N64S 

37 BccGlpF pDR196-HA S186A 

38 BccGlpF pDR196-HA S186D 

39 BccGlpF pDR196-HA S186C 

40 BccGlpF pDR196-HA S186N 

41 BccGlpF pDR196-HA S186T 

42 BccGlpF pDR196-HA R189V 

43 BccGlpF pDR196-HA N64S S186N 

44 BccGlpF pDR196-HA N64D R189V 

45 dvUT pDR196-HA 

 46 hUT-B pDR196-HA 

         

47 TgAQP2 HA-pDR196-His 

         

48 - pDR196 

 49 rAQP1 pDR196 

 50 EcGlpF pDR196 

 51 PfAQP pDR196 

 52 BccAQP pDR196 

         

53 - pOG2 

 54 hAQP3 pOG2 

 55 hAQP3 pOG2 N83D 

57 hAQP3 pOG2 Y212A 

58 hAQP3 pOG2 Y212A R218V 

59 hAQP3 pOG2 N83D Y212A R218V 

60 hAQP9 pOG2 

 61 hAQP9 pOG2 N84D 

63 hAQP9 pOG2 N84D R219V 

64 TgAQP1 pOG2 

 65 TgAQP1 pOG2 ND 

        

66 

   67 

   68 RhCG pRS426 
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