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Einleitung

1 Einleitung

Biologische Membranen bilden die AuRengrenzen velted und Zellkompartimenten zu ihrer
Umwelt und sind ein existenzieller Bestandteil debens. Zwei Molekilschichten an Lipiden
bilden eine dunne Barriere, die den passiven Diritclpolarer Molektle verhindert (1). Der
lebenswichtige Austausch der Zelle mit ihrer Umwelird durch eingebettete Proteine
gewahrleistet. 30 % der natirlich vorkommenden ddet befinden sich in der
Lipiddoppelschicht biologischer Membranen und bdwtlligen dort die gezielte Aufnahme
von Nahr- und Botenstoffen, die Zellkommunikatisowie die Ausschleusung von Abfall- und
Stoffwechselprodukten (1). Der Anteil an Proteindier Gesamtmasse der Plasmamembranen
einer typischen Zelle betragt 50 % (2). Den mit tAbd kleinsten Anteil am Gesamtprotein
bildet die Klasse der Rezeptoren (3). Eine durchisitiche Zelle bildet an ihrer Oberflache
10.000-20.000 Hormonrezeptoren. Dem gegeniber stedtum vier GroRenordnungen héhere
Anzahl an Strukturproteinen, Enzymen, Transporterd Kanalen (4). Ohne letztere ware die
Passage von lonen, Nahrstoffen und anderen poldoéekilen tber die Lipiddoppelschicht der
Plasmamembran nicht mdglich. Ein polares Molekulsstgl flr einen Durchtritt durch die
Membran zunéchst seine Hydrathiille abstreifen unoh@lurch ein Medium wandern, in dem es
schlecht 16slich ist (3). Die Aktivierungsenergiér fdiesen Vorgang ist so hoch, dass diese
passive Diffusion nicht stattfindet, sondern diefffahme durch spezialisierte Transporter und
Kanale tibernommen wird. Eine Ausnahme bildet Wasssbst ein polares Molekil, welches
passiv durch biologische Membranen diffundiert, d&s osmotische Gleichgewicht zu erhalten
(3). Die Aktivierungsenergie fur die passive Diffus von Wasser durch eine
Lipiddoppelschicht liegt bei £ 10 kcal mol* (5). Als erstaunlich galt lange die in einigen
Membranen gefundene deutlich geringere Aktivierengsgie fur die Passage von Wasser. So
entspricht die Permeabilitat der Erythrozytenmembtast Wasser mit einer Aktivierungsenergie
von E,= 5 kcal mof* dem Wert der Diffusion von Wasser in Lésung (6)e Brklarung lieferte
das Aquaporin-1 (AQP1), ein Kanalprotein, welches Biffusion von Wasser durch die
Lipiddoppelschicht erlaubt (7). Die Entdeckung é&uaporine zog einen Paradigmenwechsel
nach sich (8). Nachdem lange angenommen wurde, Wasser durch rein passive Diffusion
Biomembranen Uberquert, wusste man nun, dass [Bahpth spezialisierte Kanalproteine flr
die Diffusion verantwortlich sind (7). Es folgte edildentifizierung und funktionelle

Charakterisierung weiterer Vertreter dieser nedexrkten Familie von Membranproteinen.
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1.1 Die Proteinfamilie der Aquaporine

Durch Sequenzanalysen im Rahmen von Genomprojekteschiedener Spezies folgte eine
Kaskade weiterer putativer Proteine, die sich muajor intrinsic proteirFamilie (MIP)
zusammenfassen lassen. In der MIPMod Data Bankdesii sich 1507 nicht-redundante MIP-
Sequenzen aus 481 Organismen durch alle SpezieSubgpezies hinweg (Stand 05/2017) (9).
Phylogenetische Analysen zeigen die AufspaltungMigr-Superfamilie in zwei urspringliche
Gruppen, die orthodoxen Aquaporine und die Aquagiyporine, die sich wahrend der
Evolution in einer frihen Genduplikation formtenO)1 Viele dieser katalogisierten MIP-
Sequenzen wurden heterolog hergestellt und funédliamarakterisiert. Darunter befinden sich
auch Aquaporine und Aquaglyceroporine aus Parasiienbeispielsweisd oxoplasma gondii
(11), Plasmodium falciparun(i2) undTrypanosoma brucégil3), auch im Hinblick darauf diese
als neue Arzneistofftargets adressieren zu kénneiirend die Funktion orthodoxer Aquaporine
auf die Leitfahigkeit fir Wasser begrenzt ist, daitAquaglyceroporine auch kleine neutrale
Solute wie Glycerol, und Harnstoff. Dieser Flussidgtdvon dem vorherrschenden osmotischen
bzw. chemischen Gradienten ab, welcher automatisziiRichtung bestimmt (14). Abweichend
von diesem Grundschema, gibt es einige Aquaporimel Aquaglyceroporine, deren
Leitfahigkeit jedoch nicht auf die charakteristisohSolute Wasser und Glycerol beschrankt ist,
sondern die auch die Passage ungewohnlicher SaddBuben. So leitet das AQP1
beispielsweise neben Wasser auch die Gase Kohtiehsxod und Stickstoffmonooxid (15),
AQPS8 leitet Wasserstoffperoxid (16, 17) und fur AQP7 und AQP9 erwies sich eine
Leitfahigkeit fur As(OH) und Sb(OHj (18). Die genauere Betrachtung zeigt die strukieirel
Ahnlichkeit zu den Leitsoluten. Beispielsweise dhneie Molekildurchmesser der Gase
Kohlenstoffdioxid und Stickstoffmonoxid dem des Weasnolekils und Wasserstoffperoxid hat
ein vergleichbares Dipolmoment. Die trivalenten iAkm@n und Arsen wiederum passieren bei
physiologischem pH als ungeladene Hydroxide unds&eidamit eine Strukturahnlichkeit zum
Glycerol auf (19). Allen genannten Soluten ist ajgemnein, dass sie ungeladen vorliegen oder in
ihrer ungeladenen Form passieren. Die zusatzliclworblenen Funktionen von
Aquaglyceroporinen scheinen keinen Trend der gemanftamilie darzustellen, sondern
Paraloge, d.h. eine durch Genduplikation innerldaibgleichen Spezies entstandene Anpassung

an besondere Umweltbedingungen (10).



Einleitung

1.1.1 Struktur der Aquaporine

Kristallisation und Rontgenstrukturanalyse einiggimaner und bakterieller Aquaporine, wie
AQPO, AQP1, AQP4E.coli GIpF und AQPZ, geben Aufschluss lber das grundidgd.ayout
der MIP-Proteinfamilie (20-25).

Aquaporine bilden Homotetramere, wobei jedes Pretoaine eigene Funktionseinheit bildet.
Die Zentralpore eines jeden Tetramers zeigt keimigdhigkeit fur Solute, aber ermdglicht den
Gasaustausch der Zelle mit ihrer Umwelt (26). Jadaomere Funktionseinheit wird aus sechs
Transmembranspannen und zwei Halbhelwcé®licaler Konformation gebildet, die durch flnf
Schleifen miteinander verknupft sind. N- und C-Temns sind im Zytosol lokalisiert (27). Die
Protomersequenz lasst sich gedanklich zwischen simambranspanne 4 und 5 in zwei
Segmente trennen, die je ein imperfektes Repetds/anderen darstellen und vermutlich durch
intragenetische Genduplikation hervorgegangen ¢$28). Kernmotive sind zwei durch alle
Spezies und Subspezies konservierte AsparaginAPAtdinin-Folgen (NPA-Motive), die die
zwei Halbhelices Uber Van-der-Waals-Kréfte der eeifroline miteinander verbinden (21). Nur
ca. 4 % der bekannten Sequenzen zeigen verandBAeRégionen, wobei dies vorrangig den
Austausch des Alanins bedeutet (10). Oberhalb deA-Region befindet sich der ebenfalls
konservierte aromatische Arginin-Selektivitatsfiltear/R), der die engste Stelle im Protein
markiert @bb. 1.1).

Extrazelluldrraum

Zytoplasma

Abb. 1.1: In Pymol generierte Quartarstruktur von AQP1 (RDBAN) bestehend aus vier Monomeren |-
IV (links). Der Aufbau eines einzelnen Monomers a&n Transmembranspannen 1,2,4,5,6 und 8, den
Halbhelices 3 und 7, sowie den Schleifen a-e, csesiatisch gezeigt. Die NPA-Regionen und das
Arginin des ar/R-Selektiviatsfilters sind weil3 hergehoben. Die Darstellung ist angelehnt an (29).

Der Durchmesser der Engstelle und die Aminosaurdig das Arginin des ar/R-
Selektivitatsfilters auf einer Ebene umspannengrd@hieren, ob Wasser oder grof3ere neutrale
Molekile wie Glycerol passieren, und damit die Zhigyegkeit zur Unterfamilie der orthodoxen
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Aquaporine oder Aquaglyceroporine (30). Die Kristimbktur von AQP1, dem Prototypen fur
orthodoxe Aquaporine, zeigt an der engsten StallenePorendurchmesser von 2,8 A, was dem
Durchmesser eines Wassermolekils entspricht. D&-3elektivitatsfilter wird neben dem
Arginin195 und einem Phenylalanin56 durch die hptiten Aminosauren Histidin an
Position 180 und Cystein an Position 189 gepratj. (Rie Kristallstruktur vorE. coli GIpF,
dem Prototypen fir Aquaglyceroporine, zeigt an eegsten Stelle einen Durchmesser von
3,4 A. Dies entspricht dem Abstand zwischen der rbiyglgruppe eines Polyols und dem
entsprechenden Kohlenstoff (31). Im Vergleich zuQPA befindet sich im Selektivitatsfilter
ein neutrales Glycin anstelle des polaren Histidind das Cystein ist durch ein Phenylalanin
substituiert. Dieses gibt der ar/R-Filterregion ausmen mit dem Tryptophan48 eine
hauptséachlich lipophile Pragung (323bb. 1.2).

AQP1 E. coli GIpF

<Arg195 (&;i;zos
ﬁ iym 89 Phe200

\\

&
Phe56§ \ . Trp48
"/ @

His180 ’ Gly191

Abb. 1.2 Darstellung der Aminosauren des ar/R-Selektisiifiérs vonE. coli GlpF (rechts) und AQP1
(links) in der Aufsicht von periplasmatischer Seidée Abb. wurde basierend auf den Koordinatenkles
coli GIpF Kristalls (PDB#1FX8) und des AQP1 KristalROB#1J4N) mit Pymol erstellt.

Eine Betrachtung des vertikalen Querschnitts vomapgrinen und Aquaglyceroporinen zeigt
eine charakteristische, rigide Sanduhrstruktur dé&nalpore. Auf extrazellularer und
zytoplasmatischer Seite sind die Offnungen ca. 1®rédit und verjiingen sich schnell auf
ungefahr 4 A zu einer etwa 20 A langen Pore mit eélegsten Stelle auf Hohe des ar/R-
Selektivitatsfilters (33, 34)Abb. 1.3). Die mit der Membran in Kontakt stehenden Bereisimd
durch Uberwiegend hydrophobe Aminosauren gepra&jt (3e Pore ist so schmal, dass nur eine
lineare Kette von Wasser- oder Solutmolekulen mikaer Ausrichtung den Kanal durchqueren
kann. Im AQP1 werden die Dipole des Wassers indbigestimmten Rotationsbewegungen auf
die Achse des Proteins ausgerichtet; die Passag&ilyeerol durchE. coli GIpF verlauft mit
den Dipolen senkrecht zur Achse (35). Ein Molekiilches in die Porenregion eintritt, muss

sich zunachst aus seinem Bulkwasser l6sen, wasn eamergieverbrauchenden Prozess
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darstellt (24). Ein Wassermolekil selbst gilt alyddatisiert, wenn es vier weitere

Wassermolekiile koordiniert (36, 37). In der engem&pore kann ein Wassermolekul jedoch
nur zwei weitere koordinieren und die Energiebagriir die Dehydratisierung ist hoch (24).
Kompensiert wird dies durch die amphiphile Obetiiam Poreninneren. Von der hydrophoben
Oberflache ragen an einer Seite die Carbonylgrupgen Aminosaurehauptketten in das
Poreninnere und bilden eine hydrophile Schrwd(ophilic backbong an der sich der Solut

durch Knupfung neuer Wasserstoffbriicken durch danakKhangeln kann (24). In orthodoxen
Aquaporinen ist das polare Histidin fur die Passagen Wasser entscheidend. In
Aquaglyceroporinen wird durch das amphiphile Laypusétzlich eine gunstige Konformation
des Solutes fixiert. Wahrend die Hydroxylgruppemesi passierenden Polyols mit dem
hydrophilic backbon&Vasserstoffbriicken ausbilden, wird die Alkylkettgetl Van-der-Waals-

Kréafte stabilisiert (24). Damit geht auch eine 8teselektivitat einher. So ist eine gleichseitige
Anordnung aller Hydroxylgruppen, wie im Glycerolraklil, energetisch gunstig und spiegelt
sich in hohen Raten fir die Leitfahigkeit widern&iversetzte Anordnung der Hydroxylgruppen

wie beispielsweise im Mannitol resultiert in nigghten Raten (38).

hAQPI PfAQPI

Abb. 1.3 3D-Struktur des orthodoxen Aquaporins hAQP1 (PDB%8) und des Aquaglyceroporins
PfAQP1 (PDB#3C02). Die Abbildungen der Proteinstuoé&n wurden von André Golldack bereitgestellt
(39).

Es lasst sich festhalten, dass die Engstelle dBsSelektivitatsfilters zu einer Selektion Uber die
Molekulgro3e des Solutes fuhrt und Wechselwirkungenit diesem Uber die

Aminosaurekomposition der Filterregion und Poremftdehe beglnstigt werden. Ein weiterer
Faktor ist der Ausschluss von positiver Ladung insa@nmenspiel mit der NPA-Region. Darauf

soll im Folgenden unter 1.1.2 noch naher eingegamgeden.
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1.1.2 Rolle der Elektrostatik bei der Selektivitdt von Aguaporinen

Aquaporine und Aquaglyceroporine zeigen eine hoehifipche Leitfahigkeit fir Wasser und
neutrale Solute wie das namensgebende Glycerolyewdhdie Passage von Protonen und

Kationen uber einen strengen Ladungsausschlusswderhwird (34).

Die Vermeidung der passiven Diffusion von Protonerd Kationen uber Aquaporine und
Aquaglyceroporine ist unerlasslich, um die Lebenigféeit von Zellen aufrecht zu erhalten (21).
In Anbetracht der hohen Anzahl von Aguaporinen ialdgischen Membranen — in roten
Blutkdrperchen sind es bis zu 200.000 — wird deltliwie notwendig ein funktionsfahiger
Protonen- und Kationenfilter fur die Zelle ist (401). Protonen und Kationen spielen eine
wichtige Rolle in vielen physiologischen Prozesserwie Dbeispielsweise der
Membranverschmelzung, dem vesikularen Transpom, Seluttransport und der ATP-Synthese.
Ihr Fluss Uber biologische Membranen bedarf eitmgen Regulierung durch spezialisierte
Transporter wie HATPasen (21). Ein klassisches Beispiel fiir einkoatrollierte Leitung von
Protonen und monovalenten Kationen ist das bakerigorenbildende Protein Gramicidin A
aus Bacillus brevis auf dessen Einbau in biologische Membranen eigsa@umenbruch des
Membranpotentials folgt (42). Dem Bakterium dienéesdals Abwehrmechanismus; in der
Forschung wird Gramicidin als lonophor eingesed?)( Eine Leitung von Protonen durch die
wassergeflllte Pore von Gramicidin A erfolgt durein schnelles, kettenreaktionsartiges
Umklappen von Wasserstoffbriicken im Sinne des @Gu8HMechanismus (43). In der
wassergeflllten Pore der Aquaporine hingegen fikdet Umklappen von Wasserstoffbriicken
analog zum Gramicidin A statt. Eine theoretischidd&tung ist die Durchbrechung des Grotthul3-
Mechanismus durch die Amidgruppen der zwei Aspaegder NPA-Region, die ins
Poreninnere ragen und Wasserstoffbriicken zum Satfatem des Wassers ausbilden (21). Es
kommt zu einem stetigen Wechsel der Bindungspartisech nachriickendes Wasser. Dabei
erfolgt die Anordnung der Wasserstoffatome so vetselass ein Klappen der Bindungen
verhindert wird (21). Der Vergleich der Tertiardttur eines Aquaporins mit dem auf den
Transport von Kationen spezialisierteri-Kanal zeigt ein inverses Arrangement. Wahrend der
in der Porenmitte auf 10 A geweitete Kaliumkanal aliumion auch im hydratisierten Zustand
passieren lasst, stellt die Sanduhrform der Aquapoeine dielektrische Barriere dar, die
positive Ladung abstol3t (44). Die elektrostatis@eriere bildet sich zum einen aus dem
Arginin des ar/R-Selektivitatsfilters sowie der NHR&gion, deren Helix-Dipole ein weiteres

positives Feld generiereAlfb. 1.4).
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Abb. 1.4 Schematische Darstellung des ProtonenausschiessfiDie 3D-Struktur wurde basierend auf
den Koordinaten dés. coli GlpF Kristalls (PDB#1FX8) mit Pymol erstellt.

Der vollstandige Ausschluss von sowohl Protonen alsh Kationen wird durch ein
Zusammenspiel des ar/R-Selektivitatsfilters und NEYA-Region erreicht. So ist der ar/R-
Selektivitatsfilter vor allem fir den Ausschlusswvierotonen wichtig, wahrend die NPA-Region
hauptsachlich anorganische Kationen an der Padsagdert (34, 45, 46). Erganzend zu der
AbstoRung positiver Ladung durch das Arginin urel dPA-Energiebarriere spielt auch hier der
Durchmesser der Engstelle eine Rolle. Fir eined@asmusste ein Proton oder Alkali-Kation
seine verhaltnismalig grol3e Hydrathille abstreifeass mit abnehmendem Porendurchmesser

mit einer erhéhten Dehydratisierungsenergie eirgtar(7).

Berechnungen von Poisson-Boltzmann Potentialeramgtter Pore ausgewdahlter Aquaporine
und Aquaglyceroporine zeigen, dass neben der Smtekach GroéfRe und Ladung durch den
ar/R-Selektivitatsfilter und die NPA-Region auch sdalektrostatische Gesamtprofil die
Feinselektion beeinflusst (48). Die Poisson-Boltam&leichung bezieht das elektrostatische
Potential auf die dielektrischen Eigenschaften Bwilut (gemeint ist hier das Protein) und
Solvent, die lonenstarke des Solvent, die Zugéhigéit der inneren Oberflache des Solutes flr
lonen, sowie die Verteilung der Partialladung e€inege Solutatome (49, 50). Die

computergestitzte Auflosung der Poisson-Boltzmalaie@Gung ist eine numerische

Herangehensweise, die Ladungsverteilung in Makrehkidén wie Proteinen zu evaluieren (51).
In den Berechnungen ergeben sich fur die verschexd&lassen charakteristische Profile. In

orthodoxen Aquaporinen gestaltet sich der Verldadnenalig, leicht negativ mit einem stark

7
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positiven Trend auf periplasmatischer Seite underminMaximum auf Hohe des ar/R-
Selektivitatsfilters (48). Im untypischen orthodax&QPO mit geringer Wasserleitfahigkeit
ergibt sich zusatzlich ein stark negatives Potentauf cytoplasmatischer Seite.
Aquaglyceroporine hingegen weisen ein gleichmaiginales bis leicht negatives Potential auf.
Die Autoren interpretieren dies als evolutionareategie Glycerol und apolare Molekile dem
Wasser vorzuziehen (48). Das bifunktionale PfAQRS Blasmodium falciparumyelches

sowohl Wasser als auch Glycerol mit hoher Ratetléd2, 53), zeigt ein durchweg negatives
Potential mit einem Peak am ar/R-Selektivitatsfiligeneriert durch zwei Glutamate, die zu

einer Abschirmung der positiven Ladung flhren (48).

Die zugrunde liegenden Mechanismen der Feinselektison Aquaporinen und
Aquaglyceroporinen sind noch nicht vollstandig v@nslen und viele Erkenntnisse basieren auf
Computermodellen. Dennoch wird die Relevanz derktidstatik in der sonst so starren,
unbeweglichen Proteinfamilie deutlich. Ein Aquapoist anders als beispielsweise zahlreiche
lonenkandle und Transporter nicht zu Konformatiodsfungen befahigt, die es vor dem
Eindringen unerwiinschter Solute schiitzt, sondereinzig auf die Aminosaurekomposition der
Oberflache angewiesen. Auf Grundlage aller biskeerigerkenntnisse koénnen bedingte
Vorhersagen getroffen werden, ob ein Molekil zweeiRassage durch ein Aquaglyceroporin
befahigt ist. Es muss schmaler als 3,4 A und kteals 300 Da sein, hydrophile Gruppen
aufweisen, um in Wechselwirkung mit demydrophilen backboneu treten und darf keine
positive Ladung tragen, um nicht an der elektresthen Barriere der Restriktionsstellen zu
scheitern (31). In den folgenden Kapiteln soll awei Aquaglyceroporine eingegangen werden,
die sich augenscheinlich als Ausnahmen abheberschliefilich einfache Glyceroporen fir

neutrale Solutmolekule zu sein.
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1.2 Das AQP2 ausT. brucei — Passage des Pentamidin-Kations?

Pentamidin ist ein 340 Da grol3es, di-kationischemn@istoffmolekul, welches seit Anfang der
1930er Jahre fur die Behandlung der Schlafkranlkdngitdem Markt ist (54). Diese wird durch
Trypanosomen, humanpathogene Protozoen, ausgdiéstjurch den Stich der Tsetsefliege
Glossina morsitanauf den Menschen ubertragen werden. Die Schildtkeihstellt vor allem in
Afrika im sogenannten ,Tsetse-Glurtel* studlich dah&ra ein groRes Problem dar (55). Jahrlich
kommt es dort zu 50.000-70.000 Neuinfektionen uad 8pektrum verfigbarer Arzneistoffe
gegen diese Erkrankung ist nicht nur begrenzt, eamdr Wirkmechanismus im Detail noch
unverstanden (55). Eine Hochdurchsatzanalyse,uti&€atschliisselung von Wirkprinzipien auf
dem Markt befindlicher Arzneistoffe gegen Trypanoso beitragen sollte, konnte zeigen, dass
ein einzelner Genknockout in Trypanosomen zu eResistenz der Erreger gegentber dem
Pentamidin fuhrt (56).

Bei diesem Gen handelt es sich um dabruceiAquaglyceroporin-2 (TbAQP2). Dénockout
von TbAQP2 fuhrt zu einer 16-fachen Erhdhung dego®ertes im Vergleich zu Wildtyp-
Trypanosomen (56). Da dienockoutStamme in ihrer Lebensfahigkeit nicht gemindendsi
scheidet TbAQP2 als Arzneistofftarget aus. Vielmaéckt sich seine Funktion mit dem in der
Literatur haufig erwahnten HAPT1 — einelnigh affinity pentamidine transportgi57). Das
Kanalprotein ThAQP2 wird in diesem Zusammenhand=altrittspforte fur den Arzneistoff im
Sinne eines Transporters diskutiert und es wirdatzlish Uber eine Abhéangigkeit vom
Protonengradienten spekuliert (57-59). In diesesadunenhang verschwimmt die begriffliche
Grenze zwischen TbAQP2 als Kanalprotein oder Trartep Die postulierte Passage des
Pentamidins durch TbAQP2 erscheint bei dem liteb&tkannten Selektionsmechanismus von
Aquaglyceroporinen  mindestens ungewdhnlich. TbAQP®&re demzufolge ein
Aquaglyceroporin, welches sowohl der elektrostagscals auch der sterischen Barriere in den
Konstriktionsstellen zum Trotz mit dem Pentamidim mach dem bisherigen Kenntnisstand viel
zu grol3es, zweifach positiv geladenes Arzneistoiékid durch seine Kanalpore zu leiten
vermag. Dass Pentamidin, um seine Wirkung zu ¢etfain den Intrazellularraum der
Trypanosomen gelangen muss, ist allerdings unubestriDas nach neuesten wissenschatftlichen
Erkenntnissen postulierte Wirkprinzip ist eine Bind von Pentamidin an mitochondriale DNA
im Kinetoplasten und eine Zerstérung des Membrasi@ls (60). Das heil3t, die Targets sind
unspezifisch und eine Selektivitat wird vor allemarch die schnellen Aufnahmeraten in
Trypanosomen im Vergleich zur Wirtszelle erreid)( In diesem Zusammenhang ist die Rolle
von TbAQP2 bei der Aufnahme des Pentamidins insargs

9
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1.2.1 Struktur und Funktion der TbAQPs

Im Genom des Erregefis bruceifinden sich drei Gensequenzen, die fir die Aquaesglyporine
bestehend aus 321 (TbAQP1), 312 (TbAQP2) und 3®AQP3) langen Aminosaureketten
codieren. TbAQP1-3 zeigen eine Sequenzidentitat b6 untereinander, wobei die groéfite
Verwandtschaft zwischen TbAQP2 und TbAQP3 zu findsn deren Gene in Nachbarschaft
zueinander lokalisiert und wahrscheinlich durch dgatikation entstanden sind (13). Ein
detaillierter Sequenzvergleich zeigt die Sonddistgl von TbAQP2. Weisen TbAQP1
und TbAQP3 die zwei charakteristischen, hochkoneden NPA-Regionen auf, besitzt
TbAQP2 ein unkonventionelles NSA/NPS-Motiv (13). Kombination mit einem fehlenden
Arginin im ar/R-Selektivitatsfilter, welches duradin neutrales Leucin ersetzt ist, ist dieses
Aminosaurelayout der Filterregion einzigartig (5B%. liegen zurzeit keine Kristallstrukturen vor
und Betrachtungen der Proteinstruktur basieren Matlellen. Eine Beleuchtung der den
Selektiviatsfilter in einer Ebene umschlieRendenidosauren zeigt eine weitere Besonderheit.
Wahrend der Filter von TbAQP3 durch typischerwesematische Aminosauren wie Tyrosin
und Tryptophan gebildet wird, wird dieser im TbAQRfrch kleinere, aliphatische
Aminosauren wie Leucin, Isoleucin und Valin geprégf) (Abb. 1.5). Diese Ansammlung von
Aminosauren mit kleinerer Raumerfullung koénnte eereveiterte Filterregion bedingen, was

potenziell auf eine Passage grol3erer Molekule hitetiekbnnte.

TbAQP2 TbAQP3
HAsp%S VAspZSY
" “
Leu264‘; Arg256 -
A\ :
’ Leu258 \ =
lle110 \ =4
r ) . Trp102 Y, &
$ = ,:\ Tyr250
U Val249 ’

Abb. 1.5 Darstellung der Aminoséuren des ar/R-Selektisiiié¢rs von TbAQP2 (links) und TbAQP3
(rechts) in der Aufsicht von periplasmatischer &dilie Modelle wurde basierend auf den coli GIpF
Kristalls (PDB#1FX8) generiert und die Abb. in Pyracstellt.
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Fur die TbAQPs konnten bisher Leitfahigkeiten fire dSolute Harnstoff, Glycerol,
Dihydroxyaceton, arsenige- und antimonige Saurehgewiesen werden (13, 61). Die
Wasserleitfahigkeit zeigt Raten, die zwischen demem orthodoxen Aquaporinen und denen
von Aquaglyceroporinen liegen (13). Aus phylogesaier Sicht zeigen die TbAQPs eine
groBere Verwandtschaft zu den humanen AquaglyceraoAQP3, AQP7, und AQP9, als zu
orthodoxen Aquaporinen (13, 61), was sich auchFautktionsebene in diesem relativ breiten
Solutspektrum widerspiegelt. Die physiologische Kiam der TbAQP1-3 liegt vermutlich in der
Osmoregulation des Parasiten und der Leitung vorcesbl, welches ein alternatives Substrat
fur die Energiegewinnung der Blutform unter anaeroBedingungen darstellt (13, 62—64). Dass
diese Funktion kein kritischer Parameter ist, zalgt Fahigkeit von Zelllinien, die einen
knockoutvon TbAQP1, TbAQP2 oder TbAQP3 aufweisen, trotz fihlenden Aquaporine
osmotischem Stress standzuhalten und die Glycdnalamme mit einem alternativen

Glyceroltransporter zu ermdglichen (65).

TbAQP2 zeigt keine Aufféalligkeiten im Solutspektrunnm Vergleich mit anderen
Aquaglyceroporinen. Allerdings wurde die Leitfahaegkflr positive geladene Solute bisher nicht
gesondert untersucht. In Anbetracht des unkonwveelien Selektivitatsfilters bedarf es gezielter
Funktionsanalysen, um U(Uber die Rolle von TbAQP2 busammenhang mit der

Pentamidinaufnahme in Trypanosomen endgultige Aigssaeffen zu konnen.
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1.3 DasH. sapiens AQP9 — Leitfahigkeit fir Anionen?

Die AbstofRung positiver Ladung durch den ar/R-Sel#é#tsfilter und die NPA-Region scheint
von grol3erer Bedeutung zu sein als die Feinselelawischen strukturell &hnlichen neutralen
Soluten (31). Die Barriere sorgt flr einen strendarsschluss von Protonen und Kationen
(1.1.2). In diesem Zusammenhang tut sich erganzeied Frage auf, ob ein positives
elektrostatisches Feld, welches positive Ladungo&bsnicht auch gleichzeitig zur Anziehung
negativer Ladung beitragen kann. Die Permeabnitdit Aquaporinen und Aquaglyceroporinen

fur Anionen ist jedoch bislang wenig untersucht.

Ein bisher einzigartiges Beispiel fir Anionenldigkeit ist das humane Aquaporin-6 (AQP6),
welches in der Membran intrazellularer saureseesznder Vesikel des renalen Sammelrohrs
angesiedelt ist (66). Fur AQP6 konnte eine Leit#hit fur die anorganischen Anionen RO
und CI nachgewiesen werden (67, 68). N@nd CI sind die Anionen starker anorganischer
Sauren mit pKs-Werten < 0 und liegen im physiologen pH-Bereich vollstandig dissoziiert
vor. Somit kann im Falle von AQP6 von einer Passdges echten Anions gesprochen werden.
Komplexer wird die Betrachtung der LeitfahigkeitrvAquaglyceroporinen fur die Anionen von
organischen Monocarbonsauren. Monocarboxylate dimdalze schwacher organischer Sauren
mit pKs-Werten von 3,9 flur Laktat, 4,4 fgrHydroxybutyrat und 4,8 fur Acetat. Das hat zur
Folge, dass ihr Protonierungsgrad im physiologisciBereich stark vom vorherrschenden
pH-Wert abhangt (69)Abb. 1.6). Die Verschiebung um eine pH-Einheit andert dash¥ltnis
von Monocarbonsaure zu Monocarboxylat um eine Gréfékung.

100 - O
~ 3 W/U\OH Milchsaure
=
. OH
S OH O .
&S 50 M R-HB-saure
'g HsC OH
) I
Essigsaure
" H,e” OH

Abb. 1.6. Darstellung des pH-abhangigen Anteils an ungelad&aure fir die Substrate Milchsaure
(dunkelblau), R-Hydroxybuttersaure (mittelblau) @ekigsaure (hellblau). In gestrichelter Linie sthel
einzelnen pKs-Werte markiert.
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In der Literatur sind wenige Beispiele zu findemgdenen diese Fragestellung adressiert ist. Das
pflanzliche Aquaglyceroporin aus den Wurzelspitdem Schotenkressérabidopsis thaliana
nodulin 26-like intrinsic proteir2;1 (AtNIP2;1), sticht imXenopus OocyteSchwelltest durch
seine Leitfahigkeit fur Milchséaure/Laktat hervost iaber nur geringfligig permeabel fur die
familiencharakteristischen Solute Wasser und GblcgiO, 71). Dabei ergibt sich in einem pH-
Intervall von 3,5-7 eine positive Korrelation zwhen Leitfahigkeit und Anteil an neutraler
Milchsaure; bis pH 4,5 bleibt die Permeabilitatarmder theoretischen Erwartung (70). In einem
phanotypischen Assay mit Milchsédue/Laktat als geziKohlenstoffquelle zeigen Hefezellen
Wachstum, die eine Deletion des endogenen Laktspatersjenl in sich tragen, aber
gleichzeitig dielLactobacillus plantarumAquaglyceroporine LpGIpF1l oder LpGIlpF4 bilden
(72). Da sich die Gene fur LpGIpF1 und LpGlpF4 auden Laktat-Razemisierungs-Operon der
Bakterien befinden, lasst dieses Ergebnis eine eRdiér beiden Aquaglyceroporine im
Milchsdauremetabolismus vermuten (72). Ein weitelBesspiel ist dasSchistosoma mansoni
Aquaglyceroporin (SmAQP) im Tegument des adultemchi&negels. SmAQP erlaubt im
Xenopus OocyteBchwelltests die Passage von Milchsaure/Laktate Senkung des pH-Wertes
von 7,4 auf 6,3 fuhrt zu einer Verdreifachung dermfeabilitat, was auch hier die Préaferenz von
SmAQP fur ungeladene Milchséure nahelegt (73). i doch nicht geklart, wie es bereits im
pH-Milieu von 7,4, in dem das Laktat als Anion dierherrschende Spezies ist, zu einer
Leitfahigkeit kommt (73, 69). Nicht zuletzt zeigaglhumane Aquaglyceroporin-9 (AQP9) neben
einer Leitfahigkeit  far Milchsaure/Laktat zusattli eine Durchlassigkeit flr
B-Hydroxybuttersaur@-Hydroxybutyrat. Eine Absenkung des neutralen, mtggischen pH-
Milieus auf pH 5,5 geht mit einer 3-4fachen Erhdpwer Monocarbonséure/Monocarboxylat-
Leitfahigkeit einher, was als bevorzugte Passagendatralen Monocarbonséure interpretiert
wird (74, 75).

Die wenigen Beispiele zeigen, dass Monocarbonddorescarboxylat-Leitfahigkeit von

Aquaglyceroporinen in allen Spezies von Pflanzéser(Bakterien und Parasiten bis hin zum
Sauger vorkommt, was eine physiologische Relevammuten |asst. Dennoch ist die geleitete
Spezies, ob neutrale S&ure oder Anion, nicht gekias unter anderem der Komplexitat der
dafir erforderlichen Untersuchungen geschuldet Bamit bedarf die Aufklarung der

passierenden Form und des zugrunde liegenden Belekiechanismus einer detaillierten
Funktionsanalyse. Hierzu fehlen in der Literatucmaobuste Daten. Im Folgenden soll der
Fokus auf das humane AQP9 gelegt werden, da dwsesallen Beispielen das breiteste

Spektrum geleiteter Monocarbonsauren/Monocarbosdatweist.
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1.3.1 Struktur und Funktion von AQP9

Zusammen mit AQP3 (76), AQP7 (77) und AQP10 (78peti AQP9 die Familie der
Aquaglyceroporine in Saugern. Das humane AQP9 Wwadptsachlich in der Plasmamembran
von Hepatozyten und zu einem kleinen Teil im Gedemwebe, hier sind insbesondere die
Plasmamembranen der Blut-Hirn-Schranke, katechokarge Neurone und Gliazellen
hervorzuheben, exprimiert (79—81). Das Gen cofiiertine Sequenz aus 295 Aminosauren und
liefert ein Protein mit einer Masse von 31 kDa emkr potenziellen N-Glykosylierungsstelle in
Schleife ¢ (82). Eine genauere Betrachtung der Aminosduueser] zeigt im Bereich des
Selektivitatsfilters keine Auffalligkeiten. Sowotler ar/R-Selektivitatsfilter als auch die NPA-
Region entsprechen dem familientypischen Motiv (&) AQP9 gibt es zu diesem Zeitpunkt
noch keine ausreichend aufgeléste KristallstrukiBetrachtungen der Proteinarchitektur
basieren auf Modellen, die auf Grundlage existieéeen Kristallstrukturen anderer
Aquaglyceroporine erstellt wurden. Jedoch gibt enie7 A aufgeloste Projektionsstruktur eines
2D-Kristalls einen Hinweis auf ein geringfligig weeiés Porenlayout als fir das Prototyp-
Aquaglyceroporirk. coli GlpF (84). Dies kbnnte eine teilweise Erklarung diie Passage von
Soluten sein, die gré3er und starrer als Glycenal. Auf Funktionsebene hebt sich AQP9 durch
ein ungewohnlich breites Solutspektrum von allemleaen Aquaglyceroporinen ab. Neben
Glycerol ist es auRerdem fiir weitere Polyole, wigb8ol und Mannitol, Carbamide, Purine,
Pyrimidine und, wie unter 1.3 beschrieben, flur Ké&tirper und Monocarboxylate durchlassig
(75). Diese einzigartige Bandbreite an Soluten ltea@®QP9 den Namen des ,Neutral Solute
Channel” ein. In diesem Zusammenhang wird sogar edamer neuen Aquaporinklasse
gesprochen (75). Der Name suggeriert die Leitumg ausschlie3lich ungeladenen Soluten —
eine Annahme, die im Falle der Ketonkérper und Mamboxylate nie durch eine grundliche
mechanistische Evaluierung bestatigt wurde. Diesjulygische Funktion von AQP9 liegt
hauptséachlich in der Aufnahme von Glycerol aus @t fir die hepatische Gluconeogenese
(85, 86) und der Ausschleusung von Harnstoff altarodukt (87). Im Gehirn wird tber eine

Rolle im Energiemetabolismus spekuliert (80).

AQP9 zeigt keine Auffalligkeiten im ar/R-Selekt@isfilter und der NPA-Region im Vergleich
zu anderen Agquaglyceroporinen, allerdings ein d#igféoreit gefachertes Solutspektrum.
Besonders hervorzuheben ist die Leitfahigkeit flondcarbonsauren/Monocarboxylate, wobei
die geleitete Spezies nie gesondert untersucht evlEthe Aufklarung der Rolle des Anions

bedarf einer grindlichen funktionellen Evaluation.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

TbAQP2 zeigt einen fur Aquaglyceroporine ungewdti®in und in seiner Konstellation
einzigartigen Selektivitatsfilter. In diesem Zusaemhang wird in der Literatur von einer
Passage, sogar einem protonengesteuerten Trandg®mrzneistoffes Pentamidin gesprochen.
Dies erscheint auf Grundlage aller bisherigen Keisse Uber Aquaglyceroporine und in
Anbetracht der Gréf3e und positiven Ladung des Asmoiées verwunderlich. In dieser Arbeit
soll durch Leitfahigkeitsmessungen an der StopgedrFApparatur die Funktion des
Selektivitatsfilters in Bezug auf den Ausschlusssifieer Ladung untersucht werden. Des
Weiteren soll die Wechselwirkung von Pentamidin MbAQP2, auch unter Einbeziehung von
Strukturvarianten des Arzneistoffes und Modifikaeo des Proteins in Form von
Aminosaureaustauschen, aufgeklart, und ein mdgliclkeufnahmemechanismus des
Arzneistoffes in die Zellen erarbeitet werden. Wik die Literatur viele Daten zur Bedeutung
der positiven elektrostatischen Barriere in Aquapor und Aquaglyceroporinen flir den
Ausschluss positiver Ladung bereithalt, sind Erggdmzur Anionenleitfahigkeit rar und es fehlt
an einer detaillierten mechanistischen Betrachtey.zugrunde liegende Mechanismus soll in
dieser Arbeit am Beispiel des AQP9 naher beleuchéstien. Der Selektivitatsfilter von AQP9
weist keine Abweichungen vom Leitmotiv auf. In Ftinoksuntersuchungen an der Stopped-
Flow soll die Leitfahigkeit von AQP9 fiir die ausgiviten organischen Sauren Essigsaure,
Milchsaure und3-Hydroxybuttersaure bzw. deren Salze Uber eindsgt-Spektrum detailliert
evaluiert werden, um die geleitete Spezies zu ifigeten. Durch Sequenzvergleiche sollen in
AQP9 einzigartige Aminosauren unter Einbeziehung Ri®teinelektrostatik ermittelt und der
Einfluss eines gezielten Austausches dieser auf Odetfahigkeit von AQP9 fir
Monocarbonsauren/Monocarboxylaten  untersucht  werde&ks soll der genaue
Aufnahmemechanismus geklart und mogliche Muster der Sequenz anionenleitender

Aquaglyceroporine herausgearbeitet werden.

15



Material

2 Material

2.1 Enzyme, Kits und Chemikalien

Alfa Aesar, Karlsruhe

Zymolyase 20 T

AppliChem, Darmstadt

Natriumlaurylsulfat, Tween®20, L-(+)-Natriumlaktat
BD, New Jersey, USA

Yeast Nitrogen Base w/o Amino acids and Ammonidatsul
Beckman Coluter, Krefeld

Genome Lab™ DTCS — Quick Start Kit

Bio-Rad, Minchen

Bio-Rad Protein Assay

Carl Roth GmBH, Karlsruhe

Milchpulver blottingrade, D-(+)-Saccharose, LB-Mewh, Agar Agar Kobe I, Glycerin 86 %
Rotipuran®, Glycerin 99,5 % Rotipuran®, HarnstofEthylendiamin tetraessigsaure,
Lithiumacetat, Citronensaure, Calciumchlorid Dihgtlr3-(N-Morpholino)propansulfonséaure, 2-
(N-Morphlino)ethansulfonsaure, Tris(hydroxymethgiiinomethan, Natriumchlorid, L-Leucin,
Albumin  Fraktion V, Natriumacetat, 2-Mercaptoethkno Ammoniumperoxidisulfat,

Natriumhydroxid, L-Prolin, Bromphenolblau, D-Gluep2-Desoxy-D-Glucose
Genaxxon BioScience, UIm

Ampicillin, TEMED

Jackson Immuno Research Europe LTd., Suffolk, UK

Peroxidase conjugated Anti Mouse Antibody

J.T. Baker, Minchen
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Material

Methanol, Ethanol, Isopropanol, Salzsaure
Merck, Darmstadt

Polyethylenglycol 300

Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA
Qdot® 605ITK™ Amino (PEG) Quantum Dots
MP Biomedicals, lllkirch, Frankreich
Zymolyase 20 T, Ethidiumbromid

Oxoid, Basingstoke, USA

Agar bacteriological

Peglab, Erlangen

Peq GOLD Prestained Protein Marker I
Promega, Madison, USA

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System
Roche, Mannheim

Anti HA 12CA5 Mouse Monoclonal Antibody
Sigma Aldrich Chemie, Steinheim

L-Lysin, L-Histidin, L-Tryptophan, Adenin, Formamithydrochlorid, 3-Amino-1,2-propandiol,
DL-R-Hydroxybutyrat, Methylaminhydrochlorid, Spefuclei from Salmon (ss-carrier DNA),
Pentamidin isethionate, Gramicidin A, Carbonylcgam-chlorphenylhydrazon,
2,4-Dinitrophenol

Stratagene, La Jolla, USA

Pfu Turbo®DNA Polymerase
Sud-Laborbedarf, Gauting

Hi Yield® PCR Clean-up/Gel-Extraction Kit
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Thermo Fischer Scientific, Schwerte

Restriktionsendonukleasen, T4 DNA Ligase, Fast APiérmosensitive Alkaline Phosphatase,
dNTPs,A-DNA, Orange G

2.2 Gerate und Materialien

Adolf Wolf SANOclav, Bad Uberklingen-Hausen
Sterilisationsautoklav

Beckman Coulter®, Krefeld

Polypropylene Microfuge Tube, DNA Sequencer CEQ™O0®O0 Optima™ XL-80K
Ultrazentrifuge, Rotor 50.2 Ti

Bio-Rad, Minchen

Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
BioPhotometer

GE Healthcare, Freiburg

Amersham ECL Plus Western Blotting Detection Syste@vinatman Chromatography Paper 3
MM, Blottingmembranen

Hamamatsu Photonics, Herrsching

150 W Xenon Lampe fir die Stopped-Flow
Heraeus Holding, Hanau

Multifuge 1S-R, Kelvitron® t, Biofuge pico
Infors HT, Bottmingen

Brutschrank Minitron

Jasco, Gross-Umstadt

18



Material

BioLogic Stopped-Flow: Spannungsquelle ALX 250, ®haultiplier PMS 250, MPS 60
Microprocessor unit, FC-08 Fluoreszenzklvette, SBO0 Mischeinheit, MOS-200 UV7VIS-
und Fluoreszenzspektrometer, BH-10-61 UV Monochtom#io-Kine Software Version 4.42

Peqlab, Erlangen

Perfect Spin 24R Refrigerated microcentrifuge, Sb¥giel3stand mit Laufkammer, Primus
(HT) PCR-Blocke

Roche Diagnostics, Mannheim

Lumi Imager™ F1

Sarstedt, Numbrecht

Filtropur S 0.2 um

Savant Instruments, Farmingoale, USA
Vakuumzentrifuge DNA SpeedVac® DNA 110
Sigma Aldrich Chemie, Steinheim
Glass beads (sauregewaschen)
Sud-Laborbedarf, Gauting
Vortex®-Genie 2

WTW, Weilheim

Multiparameter-Labormessgerét inoLab® Multi 931&ID
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2.3 Plasmide

Open reading frame
B Origin of replication
B Other gene

B Promoter
Ndel 6044 B Reporter gene
FRT other I Selectable marker
Necol 5750, R Tag
AR . B Unique restriction site

Apal 5585

\
Stul 5523\\ .

____—amp prom

pHARS426
6375bp

f1 origin——" ‘

lacZ_a reporter—__ — \
Kpnl 4372.
Xhol 4104 .
Clal 4090, . ) .
Hindlll 4083 I .
EcoRl 4071 — ’ e s . .
Smal 4061ﬂ . / .
Xmal 4059 $ , v .

BamHI 4053 ‘ .

I L ' '
' 0  §
Narl 3768 / \
Sacl 3621 .
PBR322 origin

3
T3 prom lac prom

- 45005 _T7 prom

/ 20006p, Y

.-

Abb. 2.1 Der pHARS426 ist durch Einfigen eines N-terminalddmagglutinin (HAXags aus
dem Ursprungsvektor pRS426 entstanden

Open reading frame
B Origin of replication
W Promoter
W Reporter gene
lac prom Hindill 2 kpni 474 I Selectable marker

\\ Xbal 785 Tag
- BamHI 830 W Terminator
PBR322 origin . ! . Xmal 836 W Unique restriction site
’ Pstl 846
. el e, bt EcoRI 848

¢ Xhol 881
s Factor Xa recognition site 886

\ _\\VADHZ term
> N/ADHI term
‘ . Sphl 1282

- _\IacZ_a reporter
Narl 1446

T~ ———Hpal 1741

pDRTXa
6466bp

amp prom/

14

/ ’
Ndel 4086
N / \
ECoRV 3813////7 o s 1

Ncol 3792
Apal 3627

.y

Abb. 2.2 Der pDRTXa ist durch Einfligen einer C-terminaléaktor-Xa-Schnittstelle aus dem
Ursprungsvektor pDR196 entstanden.
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2.4 Oligonukleotide (primer)

Mutageneseprimer

Das mutierte Codon ist fett hervorgehoben:

Name Sinn  Sequenz (5°-3") Position
pDRTXa- CAA GCT ATT CTC AGT GCT GGA
Rs15A S 136-174
HSAQP9 GCT TTT GGA GGG GTC ATC
ACT GAG AAT AGC TTG GGC AAC
Rs1,5A as 150-115
ACA GCC ACA TCC AAG
CAA GCT ATT CTC AGT GAA GGA
R51153E S 136-174

GAA TTT GGA GGG GTC ATC

ACT GAG AAT AGC TTG GGC AAC
Rs158& as 150-114
ACA GCC ACATCCAAGC

GAA AAT GCA ACA GCA GCT ATT
Hi46A S 421-453
TTT GCAACATAC

TGC TGT TGC ATT TTC TCC CAC GAT
Hi46A as 435-406
CAG CTG

GCC ATG AAC CCA GCTGTT GAC
Ro19V S 640-672
CTG AGT CCC AGA

AGC TGG GTT CAT GGC ACA GCC
R210V as 654-625
ACT GTT CAG

CTT GCG ATG AAT CCC TCA CTTGCT

D2gsA s TTC GGT CCC AGG GAT TCA TCG 774-823
CAAG
C ACC GAA GAC CCT GGG ACC GAA

D26sA as AGC AAG TGA GGG ATT CAT CGC 823-774
AAG
CTT GCG ATG AAT CCC TCA CTTAAT

D2esN s TTC GGT CCC AGG GAT TCA TCG 774-823
CAA G
C ACC GAA GAC CCT GGG ACC GAA

D2esN as ATT AAG TGA GGG ATT CAT CGC 823-774
AAG

pPHARS426
~ThAQP2
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_ TTA GCG TCT CCC CTT GCG ATG AAT
LoesR_Linker S 762-806
CCC TCA CGT GAT TTC GGT CC

CT GGG ACC GAA ATCACG TGA GGG

LoesR_Linker  as 809-765
ATT CAT CGC AAG GGG AGA CGC

Sequenzierungsprimer

Vektor Name Sinn Sequenz (5°-3")

PMA 5 S CTCTCTTTTATACACACATTC
pDRTXA

ADH 3’ as CATAAATCATAAGAAATTCGC

MET25 S AGT AAA GCG TCT GTT AGA AAG G
pHARS426

Cycl as GAC TTC AGATCC AGG GAT A

2.5 Hefestdmme §. cerevisiae)

Name Genotyp Quelle
MAT a his3A1 leu2A0 lys2A0 ura\0 fpsl::KanMX4
BY4742Afpsl
Brachmann
MATa; leu2-3,112 trp1-1 canl1-100 ura3-1 ade2-1i%3
W3031AAjenAady2 Casal

15 jenl::kanMX4 ady2::hphMX4

2.6 E. coli Stamme

Name  Genotyp

F ®80acZAM15 A(lacZYA-argF) U169recAl endAl hsdR17

DH5a
(n¢, m) phoA suE44thi-1 gyrA96 relAl )
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2.7 Puffer, Losungen und Nahrmedien

Molekularbiologie

Agarose-Gelelektrophorese

TAE-Puffer:

40 mM Tris-Acetat pH 8,0
1 mMEDTA

Medien fir E. coli

LB-Flissigmedium:

20 g LB-Medium (Lennox)
1 I Aqua bidest.

Medien fir S. cerevisiae:

YPD-Flussigmedium:

20 g Pepton

10 g Hefeextrakt
20 g Glucose

ad 1lAqua bidest.

20 min autoklavieren

YPD-Platten:

11 YPD Flussigmedium
0,1 g NaOH
20 g Oxoid Agar

20 min autoklavieren

auf 50 °C abkihlen

und ausgiel3en

Ethidiumbromid (10 mg nil):

10x Probenpuffer (Orange G):

1 Tablette Ethidiumbromid

10 mlAqua bidest.

LB-Aqgar:

35 g LB-Agar
1 I Aqua bidest.

YNB-ura-Flissigmedium:

1,79 YNB
5 g Ammoniumsulfat
20 g Glucose

ad 1lAqua bidest.

20 min autoklavieren

YNB-Platten:

11 YNB-ura-Flissigmedium

pH 5,6 mit 5 N NaOH
20 g Oxoid Agar

20 min autoklavieren

auf 50 °C abkihlen

und ausgiel3en

23

0,4 % Orange G
30 % Glycerol
100 mM EDTA

LB-Amp-Selektionsmedium:

+ 100 pg/ml Ampicillin

YNB-ura-Selektionsmedium:

KHL (fur BY4742)

20 mgALysin

20 mg/l L-Histidin
100 mg/l L-Leucin

AHLW (fur W3031A)
25 mg/l Adenin
20 mg/l L-HiBii
100 mg/l L-logu
19 Irh-Tryptophan

nach dem Autoklavieren auf
50 °C abkuhlen und Amino-

sauren zugeben.
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Proteinchemie

Isolierung der mikrosomalen Fraktion von Saccharomyces cerevisiae:

Puffer B:

25 mM Tris
5 mM EDTA
pH 7,5 mit HCI

20 min autoklavieren

SDS-PAGE

4x Sammelgelpuffer:

0,5 M Tris
0,4 % SDS
pH 6,8 mit HCI

4x SDS-Ladepuffer:

250 mM Tris

40 % Glycerol (100%)
0,02 % Bromphenolblau
8 % SDS

400 mM DTT

pH 6,8 mit HCI

Puffer M:

100 mM NgHPQO,
50 mM NaCl
pH 8,0 mit HCI

20 min autoklavieren

4x Trenngelpuffer:

1,5 M Tris
0,4 % SDS
pH 8,8 mit HCI

10 % APS-LAsung:

5 g Ammoniumpersulfat
ad 50 mlqua bidest.

In 1,5 ml Eppendorfgefal3e

aliquotieren und bei -20°C

wegfrieren.

24

10x Kathodenpuffer:

25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1 % SDS

pH 8,2-8,8 mit HCI



Material

Western Blot

5x Transferpuffer (Stock)

12,5 mM Tris
96 mM Glycin
0,2 % SDS

1x Transferpuffer

20 % 5x Transferpuffer
20 % Methanol
30 %Aqua bidest.

Funktionsassays

10x TBS-Puffer (Stock)

0,2 M Tris
1,35 M NacCl
pH 7,6 mit HCI

1x TBST-Puffer

10 % 10x TBS-Puffer
90 %\qua bidest.
0,1 % Tween 20

Methylaminplatten flr phanotypische Wachstumsassays

Losung | (inAgua bides).

0,17 % YNB

3 % D-Glucose

50 mM Methylamin
600 mg/l L-Prolin
20 mg/l L-Lysin

20 mg/l L-Histidin
100 mg/l L-Leucin

Lésung im Wasserbad auf

50 °C erwarmen

Losung |l (inAqua bides).

20 mM MES (fur pH 5,5/6,5
oder

20 mM MOPS (fiir pH 7,5)
pH mit NaOH einstellen

2 % Oxoid Agar

Lésung autoklavieren und

auf 50 °C abkuhlen lassen

25

M-TBST 3%

3 % Magermilchpulver
ad 40 ml 1x TBST-Puffer

Frisch vor dem Blocken her-

stellen und Magermilchpulver

klumpenfrei I6sen

LOsung | + LOosung |l
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Puffer fir die Praparation von Hefeprotoplasten

Puffer I: Puffer II: Puffer IlI:
50 mM MOPS pH 7,2 50 mM MOPS pH 7,2 10 mM Puffestabz (*)
1,8 M Saccharose 1,2 M Saccharose
50 mM NacCl
5 mM CaC}
20 min autoklavieren sterilfiltrieren (0,2 pum) sifdtrieren (0,2 um)

+ 0,2 % 3-Mercaptoethanol + 0,2 % 3-Mercaptoethanol

(*) Citronensaure fur pH 3-5, MES fur pH 6, MOPS fiH 7, Bis-Tris fur pH 8-9

Messpuffer fur die Stopped-Flow

Puffer IV isoosmolar: Puffer 1V hyperosmolar:

10 mM MOPS pH 7,2 10 mM Puffersubstanz (*)
0,6 M Glycerol 0,1-0,6 M Solut (**)

0,6 M Saccharose 1,2 M Saccharose

50 mM NacCl 50 mM NaCl

5 mM CaC} 5 mM CaC}

(*) Citronenséaure fur pH 3-5, MES fur pH 6, MOPS fiH 7, Bis-Tris fur pH 8-9

(**) Glycerol, Formamidin, 3-Amino-1,2-propandiol, Na-Acetat, Na-Laktat, Na-[3-
Hydroxybutyrat

Puffer flr Alkalisierungsmessungen des Mediums aneat pH-Elektrode

Puffer zur Resuspension Messung

4 mM Citronensaure 1 ml Puffer

0,5 % 6-Desoxyglucose + 7 mlAqua bidest

pH 5 mit NaOH + 160 pl 1 mM Na-Laktat-Stammlésung
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Isolierung und Reinigung von DNA

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus. coli wurde das Wizard®&lus SV Minipreps DNA
Purification System eingesetzt. Eine Kolonie wuhierzu in 5 ml frisches LB-Flissigmedium
mit Ampicillin als Selektionsantibiotikum Uberfuhund Gber Nacht bei 37 °C inkubiert. Mit der
Ubernachtkultur wurde entsprechend der Hersteligen verfahren. Abweichend zum
Protokoll wurde keine alkalische Protease zugesetdtdie abschlieRende Elution der DNA mit
50 ul statt 100 pAqua bidestdurchgefinhrt.

3.1.2 Konzentrationsbestimmung von DNA

Fur die Bestimmung von Gehalt und Reinheit wurde wbrliegende DNA verdinnt, in eine
Quarzkuvette tberfuhrt und in einem BioPhotomeltamdva U535) die Absorption bei 260 nm
gemessen. Als Leerwert diergua bidestDie Konzentration errechnete sich wie folgt:

c (ugul™) = A,¢ox f Verdiinnung

f = 0,04 fur Doppelstrang-DNA, Plasmide

f = 0,02 fur Einzelstrang-DNA, RNA, Oligonukleotide

Zur Einschatzung der DNA-Reinheit wurde das Verhélivon Agy zu Apgo herangezogen.

Dieses gibt einen Hinweis auf Verunreinigungen Mdlekilen, die bei 280 nm absorbieren,
wie Phenole und Proteine. Ein Wert > 1,8 wurde alsreichend festgelegt. Ein weiteres
Kriterium war ein Verhaltnis von A& zu As3p > 2, womit ein zu hoher Anteil von Substanzen,

die bei 230 nm absorbieren, wie EDTA, ausgeschiogagde.
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3.1.3 Standardtransformation von E. coli

100 pl kompetente DHBE. coli Zellen wurden auf Eis fir 3 min angetaut, der stéihdige
Ligationsansatz (10 ul) (3.1.9) oder 3 pl des Pkteki aus der Mutagenese-PCR (3.1.10),
hinzupipettiert und 30 min auf Eis inkubiert. Deramsformationsansatz wurde 1 min im
Heizblock bei 42 °C erhitzt, 5 min auf Eis gektinid um 900 pl LB-Flissigmedium erganzt. Es
folgte eine Inkubation bei 37 °C unter Rotation 48rmin. Anschliel3end wurde bei 13.0§€ir

20 s zentrifugiert und 900 pl des Uberstandes vdemo Das Zellpellet in den verbleibenden
100 pl resuspendiert und auf LB-Platten mit Amipiicil als Selektionsantibiotikum
ausgestrichen. Die Inkubation erfolgte bei 37 °@ri¥acht.

3.1.4 Schnelltransformation vonE. coli

50 ng Plasmid wurden zu 100 pl angetauten kompetedH%-E. coli Zellen hinzu pipettiert,
30 min auf Eis inkubiert und der Ansatz 1 min imitddock bei 42 °C erhitzt. Nach einer 5
minutigen Inkubation auf Eis wurden 50 pl des Tfameationsansatzes direkt auf LB-Platten

mit Ampicillin als Selektionsantibiotikum ausgestren und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

3.1.5 Anlegung von Dauerkulturen vonE. cali

Fur die langfristige Aufbewahrung von Konstruktearden Dauerkulturen ii. coli angelegt.
Dazu wurde genau eine Kolonie in 5 ml LB-Flissignmed mit Ampicillin als
Selektionsantibiotikum, tGberfihrt und Uber NachteurRotation bei 37 °C inkubiert. 1 ml der
Ubernachtkultur wurden mit 500 pl Glycerol 80 %setrt, sgevortext und bei — 80 °C gelagert.
Bei Bedarf wurde mit einer Eppendorfspitze einerdiiSchicht des gefrorenen Glycerolstocks
abgeschabt, auf Selektionsmedium ausgestrichennaold Inkubation bei 37 °C am Folgetag
eine Kolonie in 5ml LB-Amp-Flussigmedium tberfuh2.7). Aus dieser Ubernachtkultur

konnte das Plasmid wieder riickgewonnen werdenl(3.1.

3.1.6 Restriktionsverdau von DNA

Der Restriktionsverdau von Plasmiden wurde in ein@tumen von 10-20 pl durchgefuhrt. Es
wurden 1 pg DNA und 5 U des Enzyms eingesetzt. #ffeFeines gestaffelten Verdaus wurde
fur jedes Enzym der vom Hersteller empfohlene RPufferwendet. Beim simultanen Einsatz
zweier Enzyme wurde als Kompromiss ein Puffer esegd, der mit beiden Enzymen
kompatibel war und ausreichende Aktivitaten gewvéibigéte. Die Inkubation erfolge fur 2-3 h
bei 37 °C. Die Verdau mRasl erfolgte bei 55 °C.
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3.1.7 Dephosphorylierung

Um eine Religation des verdauten Plasmids zu vednim war es in einigen Fallen notwendig
eine Dephosphorylierung durchzuftihren. Fur 1 pg DMMAden 1,5 Uast alkaline phosphatase
eingesetzt und der Ansatz fur 10 min bei 37 °C loiu.

3.1.8 Agarose-Gel-Elektrophorese

Die Agarose-Gel-Elektrophorese diente der Auftrergnund Isolierung von DNA-Fragmenten,

sowie der Uberprifung von Ligationsprodukten.

Zur Herstellung eines 1%igen Gels wurden 50 ml TRA&Efer mit 0,5 g Agarose versetzt und in
2-3 Intervallen in der Mikrowelle kurz aufgekocbtie L6sung wurde fir 10 min abgekunhlt, mit
1 pl Ethidiumbromid (10 mg i) versetzt und nach der Aushértung in eine mit FREffer
geflllte Laufkammer tberfuhrt. Bis zu 20 pl DNA-Bem wurden mit Ladepuffer versetzt und
luftblasenfrei in die Taschen des Gels pipettiBie elektrophoretische Trennung erfolgte in
Abhéangigkeit der GroRe der DNA-Fragmente bei 1207A\20-30 min.

bp 1 ug

11501* 0237

5077 0.1056
4749 0.099 0.207

4507 0.093
30 0.058

2556

A 2459}» 0052
— 2140 0.044

1986 0.041

1158 0.024
— 1093 0.023

805 0017

514 0011
468 0.009
448 0.009
339 0.007
264

247 0.005

1.5% Apgarose
Abb. 3.1 A-DNA fiir die Agarose-Gelelektrophorese verdaut Pst|

Zur Ermittlung der GroRRe von DNA-Fragmenten wurdepl A-DNA-PstI-Marker (Abb. 3.1)
eingesetzt. Durch Interkalation von EthidiumbrommdNA konnten die Banden bei 366 nm zur
Fluoreszenz angeregt und auf Fotopapd@kumentiert werden. Wurden Fragmente fur weitere
Schritte bendtigt, wurden diese mit einem Skalpekgeschnitten und die DNA mit dem Hi
Yield® Gel/PCR Fragment Extraction Kit isoliert .
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3.1.9 Ligation

Fur die Ligation der geschnittenen DNA-Fragmenterdeuin einem Volumen von 10 pl
gearbeitet, wobei das molare Verhaltnis von IngertVektor in einem Bereich von 2:1-5:1
variiert wurde. Die Inkubation mit der T4-DNA-Ligaswurde im empfohlenen Puffer bei
Raumtemperatur fir 30 min oder im PCR-Block befC@iber Nacht durchgefuhrt.

3.1.10In vitro Mutagenese

Die verschiedenen AQP9-Mutanten und TbAQP2-Mutantemurden mit dem
QuikChang& Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma Strataganger Verwendung der in
unter 2.4 aufgelistetenprimer generiert. Die Mutagenese-Ansatze wurden nachefalgm
SchemaTab. 3.]) pipettiert:

0,5ul | DNA
5ul | 10x Pfu Puffer
4 ul | dNTPs (je 2,5 mM)

1l | sense prime(25 pM)

1 pl | antisense primeg25 uM)
0,8 ul | Pfu-Turbo® DNA Polymerase 2,5 U'ul
ad 50 plf Aqua bidest.

Tab. 3.1 Pipettierschema fur die PCR-Reaktion zur Einfalgruon Punktmutationen

Der Mutagenese-Ansatz wurde folgendem Temperatgranom [ab. 3.2 unterzogen:

Temperatur  Zeit (min)

Q)
95 0,5 Denaturierung
95 0,5 Denaturierung
55-65 1 Anlagerung derrimer 16 Zyklen
68 16 Elongation
68 20 Elongation
8 0 Kihlung

Tab. 3.2 Temperaturprogramm der Mutagenese-PCR
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Dabei richtete sich die Temperatur fir die Anlaggraer Primer nach deren GC-Gehalt und
somit ihrer Schmelztemperatur. Die Berechnung gtéoliber folgende Formel:

Tr=60 +0,41 GC (%) ~%.)

GC (%) GC-Gehalt des verwendetanimersin Prozent
N Anzahl der Basen des verwendepeimers

Um ein reines Mutageneseprodukt zu erhalten, wudie nicht mutierte methylierte
Mutterstrang-DNA Uber Nacht bei 37 °C nidpn | verdaut. Dazu wurde 1 ul des Enzyms zu
50 pl-Gesamtprodukt hinzugegeben und durch soigggltAuf- und Abpipettieren gemischt.

3.1.11Einfuhrung einer Punktmutation durch einen Linker

Die Punktmutation TbAQP2-L264R wurde durch einenker eingefuhrt. Dazu wurden zwei
komplementargrimer (2.4) synthetisiert, welche die gewilnschte Punkatan enthielten, und

nach folgendem Temperaturprogramhaly. 3.3 zu einem Doppelstrang zusammengelagert:

Temperatur (°C) Zeit (min)

95 1 Trennung der Einzelstréange
95-25 12 Anlagerung /Temperaturgradient (0,1 °C/s)
25 0 Lagerung

Tab. 3.3 Temperaturprogramm fur die Zusammenlagerung tigofukleotide

Der Zielvektor pHARS426 wurde mifPasl und Blpl verdaut (3.1.6) und mit dem
synthetisierten Linker ligiert (3.1.9).

3.1.12DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung von DNA-Konstrukten erfolgte dem Genomg' Lab DTCS Quick Start
Kit. Die DNA-Fragmente wurden uber Kapillar-Gel-Efophorese im CE®' 8000 Genetic
Analysis System von Beckmann Coulter® getrennt urdbr die Fluoreszenzmarkierung

eingebauten Didesoxynukleotide detektiert.
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Pro Sequenzierungsansatz wurden 50-100 fmol DNApIata in 9,5 plAqua bidestvorgelegt,
1,5 pl primer (5uM) und 2 pl DTCS Quick Start Master Mix zugegelund durch Auf-und
Abpipettieren gemischt. Das Verhaltnis zwisch@imer und templatewar dabei > 40Die

Sequenzierungs-PCR erfolgte mit folgendem Tempgradgramm Tab. 3.4):

Temperatur (°C) Zeit

86 5 min Initiale Denaturierung

96 20s Denaturierung

50 20s Primeranlagerung 30 Zyklen
60 4 min  Elongation

8 o0 Kihlung und Lagerung

Tab. 3.4 Temperaturprogramm der Sequenzierungs-PCR

Die Sequenzierungsreaktion wurde mit 5 pl einestdfasx, bestehend aus 2 pul 3 M Na-Acetat-
Lésung, 2 pl 100 mM N&EDTA-Lésung und 1 pl Glykogen (20 mg ™| abgestoppt. Das
PCR-Produkt wurde mit 60 pl Ethanol 95% (v/v) gfamit 200 ul Ethanol 70 % (v/v)
gewaschen und das Pellet nach Trocknung in der Wakantrifuge in 20 psample loading

solutionresuspendiert.

3.1.13Transformation von S. cerevisiae

Kulturen der nicht transformierte®. cerevisia&tamme wurden alle 3 Monate frisch auf YPD-
Platten ausgestrichen, bei 29 °C fir 3 Tage inktubiend die Platten fir anstehende

Transformationen im Kihlschrank aufbewabhrt.

Eine Kolonie wurde in 5 ml YPD-Flussigmedium Ubérfiiund tGber Nacht inkubiert (29 °C,
220 U minY). Aus der Ubernachtkultur wurden 50 ml einer fise Hauptkultur mit einer
ODsgoovon 0,1 angeimpft und weiter inkubiert. Die Zellerurden bei einer Ofo von 0,6

geerntet (2.500, 5 min), mit 25 ml eiskaltenAqua bidest.gewaschen, das Pellet in 1 ml
resuspendiert und in ein Eppendorfgefald UberfUBd. folgte ein weiterer Waschschritt
(13.000g, 305s) und das Pellet wurde Bd 1 ml Aqua bidest.resuspendiert. Fiur jeden
Transformationsansatz wurden 100 ul Zellsuspengiogelegt, die Zellen bei 13.0@Pftr 20 s

gesammelt und der Uberstand verworfen. Das Zedipallrde mit 360 pl Transformationsmix

(Tab. 3.5 0,5 pul DNA versetzt und resuspendiert.
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PEG 3500 50 % (m/v) 240 pl
Lithiumacetat 1 M 36 ul
Einzelstrangcarrier-DNA 50 pl
Aqua bidest. 37 ul

Tab. 3.5 Transformationsmix

Die Ansatze wurden 45 min bei 42 °C auf dem Heigblerwarmt, anschliel3end die Zellen
durch Zentrifugation gesammelt (13.09020 s) und in 1 mAqua bidestresuspendiert. 100 pl
der Zellsuspension wurden auf einem geeigneterkiaismedium (SD-KHL oder SD-AHLW)
ausgestrichen und die Platten bei 29 °C fir 4 Tialgabiert.

3.1.14Dauerkultur von S. cerevisiae

Zur Anlegung von Dauerkulturen der Hefestamme wardéolonien von transformierten
BY4742Afpsl-Hefezellen in 5ml SD-KHL-Flussigmedium und nvotransformierten
W3031AAjenAady-Hefezellen in 5 ml SD-AHLW-Flussigmedium Ubérfiiund 24 h bei 29 °C
unter Schiitteln (220 U mif) inkubiert. 500 pl Hefekultur wurden mit 500 plyGérol 85 %

gemischt, gut gevortext, und bei -80 °C gelagert.

3.2 Proteinchemische Methoden

3.2.1 Praparation der mikrosomalen Fraktion ausS. cerevisiae

100 ml Hefekultur wurden {ber Nacht bei 29 °C un®chiitteln (220 U mir) im
entsprechenden Medium — SD-KHL fiur BY4MBsl-Hefezellen und SD-AHLW flr
W3031AAjenlAady2-Hefezellen — wachsen gelassen und bei einegoQDn 1 geerntet
(2.500g, 4 °C, 5 min). Das Pellet wurde einmal mit 50 nskaltem Wasser und anschlie3end
mit 10 ml eiskaltem Extraktionspuffer B (25 mM FHECI pH 7,5, 5 mM EDTA) gewaschen.
Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in pb@&xtraktionspuffer B resuspendiert. Es
wurde ein gleicher Volumenteil an saurebehande@asperlen zugegeben und alternierend
20-mal fur 30 s gevortext und 1 min auf Eis ruhetagsen. Es war wichtig, fir eine starke
Verwirbelung der Glasperlen mit der Hefesuspengiorsorgen, um ein effektives Brechen der
Zellwand zu gewabhrleisten. Glasperlen und Zelltrienmvurden durch Zentrifugation (5 min,
1.000 g, 4°C) gesammelt und der Zellextrakt in ein friscHeppendorfgefal? tberfuhrt. Die
Glasperlen und Zelltrimmer wurden nochmals mit ROE&xtraktionspuffer B gewaschen und

die Zellextrakte vereinigt. Eine weitere Zentriftiga bei 1.000g trennte letzte Zelltrimmer
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vom Zellextrakt. Die Trummer wurden aufbewahrt1®0 pl Puffer M (100 mM Na-Phosphat
pH 8,0, 50 ml NaCl) solubilisert und bei -20 °Cagtrt. Der gewonnene Zellextrakt wurde in
Zentrifugenréhrchen (Beckmann Coulter) dberfihrd urur Gewinnung der mikrosomalen
Fraktion 40 min bei 100.00§ zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen urag ellet in

100 pl Puffer M resuspendiert und fur 10 min awd §olubilisiert.

3.2.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Proteinkonzentration wurde mit dem Bio-Rad &irot Assay durchgefihrt. 2 pl
Proteinlésung wurden mit 798 |Aqua bidest.versetzt und mit 200 ul Bradford-Reagenz
gemischt. Nach 5 min wurde die Absorption bei 585 gemessen. Als Leerwert diente 800 pl
Aqua bidestund 200 pl Bradford-Reagenz. Die Kalibrierung wuntié BSA durchgeftihrt. Lag
die Absorption aulRerhalb des Lambert-Beer scheri@es, wurde die Verdinnung der Probe

entsprechend angepasst.

3.2.3 Proteinfallung mittels Trichloressigsaure

Um Proteine zu konzentrieren und bessere SignaleldseWestern Blot Analyse zu erhalten,
wurde die Proteinlésung (3.2.1nittels TCA geféllt. Dazu wurden vier Volumenteile
Proteinlésung mit einem Volumenteil frisch hergtde wassriger TCA-Lésung 100 %
(1 mg mI*) gemischt und 30 min im Kiihlschrank ruhen gelasBears ausgeféllte Protein wurde
durch Zentrifugation (13.009, 4 °C, 10 min) gewonnen, der Uberstand verworfed das
Pellet zweimal mit 200 pl eiskaltem Aceton gewasclizer Acetontiberstand wurde verworfen,
das Pellet mit gedffnetem Deckel fur 5 min bei @5ifn Heizblock getrocknet, in 20 ul PBS-
Puffer resuspendiert und 1 h auf Eis solubilisiBre Ausbeute entsprach jeweils einer Spur fur
die SDS-PAGE (3.2.4).

3.2.4 SDS-Polyacrylamidgelelektophorese

Zur Trennung von Proteinen nach GroRe wurde eine&s-Bblyacrylamidgelektrophorese
(SDS-PAGE) durchgefuhrt (88). Die Proben wurden 8IS versetzt und 30 min bei 37 °C
inkubiert. Durch Anlagerung des anionischen Tersi@®S kommt es zum einen zu einer
Linearisierung des Proteins und zum anderen zurdgiokung der Eigenladung. Alle Proteine
wandern in Abhéangigkeit ihrer GroRe zur Anode dekteophoretischen Trennkammer. Fir die
untersuchten Proteine wurde ein diskontinuierlich2®%iges Polyacrylamidgel gegossen. Die

Losungen fur Trenn- und Sammelgel setzten sichfelge zusammen:
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Trenngel Sammelgel

Aqua bidest. 5,25 ml Aqua bidest. 2,4 ml

4x Trenngelpuffer 3,00 ml 4x Sammelgelpuffer 1,0 mi
Acrylamid Rotiphorese 40 % 3,75 ml Acrylamid Rotipése 40 % 0,6 ml
TEMED 10 pl TEMED 6 ul

10 % APS 80 pl 10 % APS 25 pl

Tab. 3.6 Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgelpuffers

Es wurden pro Spur 75-100 pg Gesamtprotein und Ahgschatzung der Grol3e 6 pl des
PeqGOLD Prestained Protein Marker Il aufgetragére Proben wurden zunéchst in einer
Sammelphase fur 15 min bei 160 V im Sammelgel kotnizzt. Der eigentliche Trennvorgang
fand bei 200 V fur 1h im Trenngel statt. Das Potykmidgel wurde anschlieRend fir einen
Western Blot (3.2.5) verwendet.

3.2.5 Western Blot

Zur Detektion der in der SDS-PAGE (3.2.4) getrenrReoteine wurden diese vom Trenngel bei
17 V fur 1h auf eine in Transferpuffer getauchtel umit Methanol aktivierte PVDF-Membran
Ubertragen. Dafir wurde das Gel auf die PVDF-Memlg@aschichtet und, eingebettet zwischen
je drei Lagen in Transferpuffer getrankten WhatrRapieren, zwischen Kathode und Anode der
Trans Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell von BIO-RADegpannt. Zur Besetzung freier
Bindestellen wurde die PVDF-Membran 1 h mit 3 % BSIT unter leichtem Schitteln bei
Raumtemperatur geblockt. Die Inkubation mit demegedas Hamagglutininepitop (Htag) der
untersuchten Proteine gerichteter Primarantikonpereiner Verdinnung von 1:2.000 oder
1:5.000 in M-TBST erfolgte unter leichtem Schitteloei 4 °C dber Nacht. Als
Sekundarantikbrper wurde ein mit Meerrettichperagel gekoppeltergoat anti mouse
Antikérper im Verhdaltnis 1:2.000 eingesetzt. Diekdbation mit dem Sekundarantikdrper
erfolgte fur 1h bei Raumtemperatur. Nach jeder Kirperbehandlung wurde die Membran in
drei Intervallen von 15 min in frischem TBST gewase. Eine an den Sekundarantikdrper
gekoppelte Meerrettichperoxidase katalysierte diessetzung des zugegebenen Amersham ECL
Plus-Reagenz (89) und erzeugte ein Chemieluminesigral, welches im Lumi-Imager F1™

detektiert werden konnte.
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3.3 Funktionsassays inS. cerevisiae

3.3.1 Wachstumsassays auf Agarplatten

Phanotypische Wachstumsstudien auf Festmedium wurfde qualitative Aussagen zur
Funktionalitat von Aquaglyceroporinen durchgefihRir die Untersuchungen wurde der
Hefestamm BY474Rfpsl verwendet, der eine Deletion des endogenenadlyceroporin

Scfpsl aufweist.

Je eine Kolonie wurde am Vortag in 1,5 ml SD-KHIi¥3igmedium Uberfihrt und tber Nacht
bei 29°C, 220 U mirt auf dem Schiittler inkubiert. Die Zellen wurden mgéet (13.00Qy, 30 s),

mit 1 ml ddHO gewaschen und in 0,5 rAljua bidestresuspendiert. Die optische Dichte der
Hefesuspension wurde bestimmt, auf 1 eingestetitdavon ausgehend eine Verdinnungsreihe
mit 10%, 10% und 10 erstellt. Die Agarplatten wurden auf einem Rasigdwick platziert und je

10 ul der Hefesuspensionen nach zunehmender Vandgntropfenformig auf das Medium
Uberfuhrt. Die Platten wurden 20 min an der Lutrgeknet und 3-5 Tage bei 29°C inkubiert.

Methylamin-Efflux-Assay

Methylamin ist toxisch fur Hefezellen. Mit einem pgWert von 10,64 liegt unter

physiologischen Bedingungen hauptsachlich das ipogieladene Methylammonium vor,

welches von den Hefezellen Uber spezialisierte Amuorotransporter Mep 1-3 aus dem
Nahrmedium aufgenommen wird. Die fir den Assay emaeten Platten enthielten 50 mM
Methylamin/Methylammonium, wobei das Verhaltnis vamgeladenem Methylamin zum

protonierten Methylammonium vom jeweils vorherrsutten pH (5,5, 6,5 und 7,5) abhangt. Bei
pH 5,5 liegt mit 0,36 uM der kleinste Anteil an Mgtamin vor, dessen Konzentration sich mit
jedem pH-Schritt ins Alkalische um den Faktor 106ét. Bei Agarplatten mit einem kleineren
pH-Wert als dem zytosolischen der Hefezellen (pB-&2) baut sich zwischen Intra- und
Extrazellularraum ein chemischer, auswarts geriehtlethylamingradient aus. Ein Ausstrom
und damit eine Entgiftung kann nur bei Vorliegenesi funktionsfahigen Aquaglyceroporins

erfolgen (90).
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3.3.2 Bestimmung der Alkalisierung des Mediums mit der pHGIlaselektrode

200 ml einer Kultur von W30314enlAady2-Hefezellen wurden tber Nacht bei 29 °C in SD-
AHLW-Fliissigmedium unter Schiitteln bei 220 U Miauf eine OBw von 1 kultiviert, geerntet
(4.000g, 5 min) und mit eiskalterAqua bidestgewaschen. Das erhaltene Pellet wurde in 4 mM
Citronensaurepuffer pH 5 mit 0,5 % Desoxyglucoseispendiert. Es wurde auf eine édvon

60 eingestellt. 1 ml der Zellsuspension wurde uml7Aqua bidesterganzt, bei 800 U mih
geruhrt und die pH-Wert-Aufzeichnung mit einer &fembranelektrode gestartet. Nach einer
Minute wurden 20 mM Na-Laktat hinzu pipettiert upéi-Wertdnderungen gegen die Zeit
registriert. Das Messintervall betrug 8 min. Es deur drei unabhangige Experimente mit jeweils
drei technischen Replikaten durchgefuhrt. Die ¢em&in Kurven wurden gemittelt und fur jedes

Experiment die Kinetik durch lineares Fitting mérdSigmaPlot-Software ermittelt.

3.3.3 Praparation von Hefeprotoplasten

Um ein Schwell-und Schrumpfverhalten der Hefezellsrd damit ein auswertbares Signal-
Rausch-Verhaltnis der Messung zu gewahrleistendevdie starre Zellwand mit Zymolyase 20T
aus Arthrobacter luteusverdaut. Es handelt sich hierbei um ein Enzymgemisvelches
vorwiegendp-1,3 Glucanbindungen spaltet, aber auch eine Preddivitat von 1,0 x T g+
aufweist, weshalb die zu untersuchenden Kanalpm@tedurch Zusatz von Albumin im

statistischen Uberschuss vor dem Abverdau gesciviitzien.

Fur die Praparation wurden aus einer Vorkultur wlansformierten Hefe je nach Menge der
bendtigten Protoplasten 50-100 ml Kultur in SD-KNledium fir BY4742fpsl-Hefezellen
oder in SD-AHLW fir W3031AjenlAady2-Hefezellen angeimpft und tGber Nacht bei 29 °C
unter Schiitteln (220 U mif) auf eine Ol von 1 herangezogen und geerntet (2§08 °C,

5 min). Nach Waschen mit 5 ml Puffer | (2.7) wuntbess Nasspelletgewicht notiert, dieses in 2
ml Puffer | resuspendiert, und fir 10 min bei 29iARubiert. Nach Zugabe von 4 ml Puffer II,
100 mg BSA und Zymolyase 20T entsprechend dem N#sgpewicht (400 U ), wurde unter
leichtem Schiitteln (100 U mif) fir 60 min inkubiert und die entstandenen Pratsin
abzentrifugiert (2.00§) 4 °C, 5 min). Nach Waschen mit 5 ml Puffer Ilingte das Pellet in 2 ml
Puffer 1l unter vorsichtigem Schwenken resuspenmdiad fir die Messung auf eine @von

2 eingestellt.
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3.3.4 Lichtstreuungsmessungen mit der Stopped-Flow-Appartar

Es handelt sich um ein Verfahren zur kinetischetet&uchung schnell ablaufender Prozesse. So
kénnen durch ein schnelles Mischen zweier oder emehiFlissigkeiten in einer Messkivette
und eine dynamische Aufnahme mittels eines Flueresietektors spektroskopische
Anderungen der Analyse registriert werden.

Die fur diese Arbeit durchgefiihrten Versuche benudwgf dem Schwell- und Schrumpfverhalten
von Hefeprotoplasten, die in Abhangigkeit von deadestellung in verschiedenen osmolyt-
basierten Puffersystemen prapariert und als Sugpensm der Stopped-Flow-Apparatur

vermessen wurden. Die Signalstarke der dynamistlodtstreuung durch die Hefeprotoplasten
verhalt sich umgekehrt proportional zu ihrer Grof&gn Schrumpfen oder Schwellen der
Hefeprotoplasten wird durch Anderung der &uBeremmotischen Bedingungen mit

verschiedenen Testpuffern (hyperosmotisch odeisimotisch) erreicht und die Signalstarke der

resultierenden Lichtstreuung mit der Biokine®-Safte/in Volt gegen die Zeit aufgezeichnet.

Es wurden folgende Parameter eingestellt:

Xe/Hg-Bogenlampe 150 W
Monochromator 496 nm
Output Filter 300 us
Photomultiplier 400 x
Temperatur 20 °C
Injektionsvolumen 150 pl
Mischungsverhaltnis 1:1
Injektionsgeschwindigkeit 7 mrs
Erwartete Totzeit 52ms
Datenpunkte 8000

Tab. 3.7 Einstellungsparameter der Stopped-Flow Apparatur
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Die Protoplasten befanden sich als Suspension ffePll mit 1,2 M Osmolyt, welcher eine
Umgebung mit gleichem Wasserpotential wie im Z#lsarherrschend schafft und den
natirlichen Zellturgor aufrechterhélt. In der Kiteetler Stopped-Flow-Apparatur wurde diese
Zellsuspension im Verhaltnis 1:1 mit dem Messpuff@rmischt und die Anderung der
Lichtstreuung registriert. In den jeweiligen Mesgen wurde mit einem Testsubstrat-haltigen
hyperosmotischen Puffer (1,2 M Osmolyt + 0,1 - Bl6Testsubstrat) oder einem Testsubstrat-

haltigen isoosmotischen Puffer (0,6 M Osmolyt + M, 8 estsubstrat) gearbeitet.

Auswertung der Messkurven

Es wurden fur die jeweilige Fragestellung zwei diei unabhéngige Experimente durchgefihrt.
Fur jedes Experiment wurden 6-9 Kurven aufgezeichured mit der Biokine®-Software

gemittelt.
Hyperosmotisch:

Die Mischung der Protoplastensuspension mit hymeotischem Testpuffer im Verhéltnis 1:1
erzeugte einen biphasischen Kurvenverlauf, derdichh folgende Gleichung beschreiben lasst

und die zudem die Grundlage fir das KurvenfittingBmoKine® bildete:

y=at+b-cye dw ticgy emdsort
a Steilheit
t: Zeitins
b: Achsversetzung (Offset)
Cv.  Amplitude Wasserausstrom w.d  Ratenkonstante Wasserausstrom
Cso:  Amplitude Soluteinstrom &  Ratenkonstante Soluteinstrom
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Im ersten Kurvenabschnitt kommt es zu einem expigltan Anstieg durch einen osmotisch
bedingten Wasserausstrom, was in einem Schrum@eRmtoplasten und einer Erh6éhung des
Streulichtsignals resultiert. Im zweiten Abschnitird das Protoplastenvolumen durch einen
chemischen Solutgradienten und den resultierendass&einstrom wieder kompensiert. Die
Protoplasten schwellen, was zu einer langsamen beades Streulichtsignals fuhrt. Die
Signal&nderung der Messkurve wurde auf einen Berma 0-1 normalisiert (d.h. der Startpunkt
wurde auf O festgelegt und die Plateauphase durahig¥kation auf 1 gestreckt). Dadurch
wurde ein direkter Vergleich der Solutleitfahiglesit untersuchter Aquaglyceroporine
ermdglicht. Um den zweiten Kurvenabschnitt isolidreétrachten zu kénnen wurde die
1. Ableitung des zweiten Terms (Soluteinstrom) [gkdbi und vor dem Fitting t=0 in den

Einstellungen definiert:

Yy = Cso1 X € dsor t

y = _dsol X Cgo1 X e~ dsol t

mit t = O entspricht der Wert der initialen Raten&tante fur den Soluteinstrong,kfolgender

Gleichung:

ksol = - dsol X Cgsol

Die Werte fir do und Go wurden aus der von BioKine® generierten Fittindgion

enthommen.
Isoosmotisch:

Vor jeder Messung wurde der isoosmotische solutgealPuffer mit Protoplasten, die kein
Aquaglyceroporin herstellen, kalibriert. Dazu wumdies Streulichtsignal aufgezeichnet und der
Puffer mit schrittweiser Zugabe von Glycerol judtibis das Signal waagerecht zur x-Achse

verlief.

Die Mischung der Protoplastensuspension mit isotiscieem Testpuffer im Verhaltnis 1:1

erzeugt bei Vorhandensein eines funktionellen Atye&goporinss eine abfallende

Exponentialfunktion. Durch Einstrom des Solutesdie Protoplasten kommt es zu einem
Schwellvorgang, der sich in einer Abnahme des $tfgaignals zeigt. Die Kurven wurden auf
einen Startpunkt bei 1V normiert und die initianheitlich festgelegte, lineare Phase mit
SigmaPlot® gefittet.
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3.4 Bioinformatische Methoden

3.4.1 Sequenzalignments

Sequenzalignments sind ein bewahrtes Tool, um ¥iekahl von Aminosauresequenzen zu
vergleichen. So koénnen zum einen Schlisse auf diektibnelle oder evolutionare
Verwandtschaft von Proteinen geschlossen werden,anderen aber auch Abweichungen von
typischen Mustern und einzigartige Aminosauren ihak eng verwandter Proteine ermittelt
werden. Die fir diese Arbeit benétigten Sequenzaeal, sowie deren optische Darstellungen,
wurden von Prof. Dr. Eric Beitz LATEX2basiert mit TEXshade durchgeftihrt (91).

3.4.2 3D-Proteinmodelle

Die dreidimensionalen Koordinaten von Proteinendié bereits Kristallstrukturdaten vorlagen
wurden der RCSB Protein Data Bank entnommen. Féiaalderen Proteine wurden mit SWISS-
MODEL Tertiar- und Quartarstrukturen auf Grundlaga bereits kristallisierten Proteinen, die
die grol3te Sequenzahnlichkeit aufweisen, geng@@it Die Visualisierung und Erstellung von

Abbildungen erfolgte mit Pymol.

3.4.3 Berechnung von Poisson-Boltzmann Potenzialen

Die computergestitzte Berechnung von Poisson-Baltem Potenzialen erfordert prazise
strukturelle Daten in Bezug auf Atomladungen- uadiir um moglichst realistische Ergebnisse

Zu generieren.

Die Vorbereitung der aus der Protein Data Bank daleer SWISSMODEL vorliegenden
Strukturdateien erfolgte Uber PDB2PQR-Server. Daszifligen von Schweratomen, die
Abschéatzung von pKund Protonierungsgrad des Proteins, sowie die rgZtgiéy fehlender
Wasserstoffatome und Zuordnung von Ladungen undnfddien werden Uber diese Software
abgewickelt (93). Aus dem PDB-Inputfile wurde so &QR-Outputfile generiert auf dessen
Grundlage mit der APBS-Software die BerechnungRigsson-Boltzmann Elektrostatik erfolgte
(51). Die graphische Darstellung erfolgte tberBesgramm UCSF Chimera (94).
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3.5 Chemische Synthesen

3.5.1 Dinitril-pentamidin

4,4"-Bis(nitril)-diphenoxypentan (Dinitril-pentanig wurde in einer nucleophilen Substitution
2. Ordnung aus 4-Cyanophenol und 1,5-Dibrompentam \Bjorn Henke generiert.

4-Cyanophenol wird in Gegenwart von Natriumhydridad) deprotoniert und greift als
Nukleophil am 1,5-Dibrompentan an. Brom wird alsgahgsgruppe eliminiert und somit zwei
Ether geknipft (Williamson-Ethersynthesapb. 3.2).

AN DMF/NaH/80°C
N:—(i >—OH 4+ Br Br

4-Cyanophenol 1,5-Dibrompentan

O\/\/\/O
4 4°-Dinitril-pentamidin

[M+H]+ = 307,14 Da

Abb. 3.2 Syntheseweg 4,4"-Dinitril-pentamidin
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3.5.2 Mononitril-pentamidin

4-(Nitrilo)-4"-(amidino)diphenoxypentan (Mononitglentamidin) wurde durch Umsetzung von
4,4’ -Dinitril-pentamidin in einer Reaktion nach Ram generiert. In einem ersten Schritt wurde
unter wasserfreien Bedingungen mit HCI-Begasung umd durch ein Molekularsieb

getrocknetem Ethanol das Pinner-Salz, ein hochkeaktmidoester, erhalten. Die Reaktion
wurde gestoppt bevor beide Nitrilfunktionen zu Ioestern umgewandelt wurden und das
Produkt chromatografisch isoliert. Die Amidinfurdti wurde aus dem Iminoesther durch

Ammoniakbegasung erhalten. Die Synthese wurde yomBlenke durchgefihridpb. 3.3).

O\/\/\/O
/©/ \O\ HCI-Gas/EtOH/Eis
F X

N N
4,4 -Dinitril-pentamidin

O\/\/\/O
NH,;-Gas/EtOH
HN
A S
O\/\/\/O
. 108
A8

NH, 4-Mononitril-pentamidin
[M+H]+ = 324,17 Da

Abb. 3.3 Syntheseweg von 4-Mononitril-pentamidin
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3.5.3 4-(PEG)-Quantum-Dot gekoppeltes Pentamidin

In einem ersten Schritt wurde 4-Methylamido-pentimdurch Umsetzung von 4-Mononitril-
pentamidin unter HCI-Begasung mit durch ein Moleksieb getrocknetem Methanol in einer
Reaktion nach Pinner generiert. Der reaktive Inmstiere wurde mit Amino-(PEGRuantum-
Dots in Boratpuffer pH 8,3 zusammengegeben. Die Syethesirde von Bjorn Henke
durchgefuhrt Abb. 3.4).

O
HCI-Gas/MeOH
HN
A8

N
NH,

4-Mononitril-pentamidin

B reaktiver Imidoester

NH NH
4-Methylamido-pentamidin

[M+H]+ = 356,20 Da

-Dot
/\/o‘i\/\ +NH Q
HoN 0
2 Y

Y@/O\/\/\/O\Qﬁ’/ Q-Dot
HN NH o) /g
N

o™

HN

4-(PEG)-Quantum-Dot-pentamidin

Abb. 3.4: Syntheseweg von 4-(PE®uantum-Dofpentamidin
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4 Ergebnisse

4.1 Untersuchungen zum TbAQP2

Die in diesem Abschnitt gezeigten Daten sind zumimeZusammenarbeit mit Dr. Jie Song und
in Kooperation mit Dr. Dawid Horn, University of Ddee, entstanden. Dies wird an den
jeweiligen Stellen gekennzeichnet.

4.1.1 Leitfahigkeit von TbAQP?2 fiir organische Kationen

Um die Frage zu adressieren, ob Pentamidin alsatittkisches Arzneistoffmolekil das
Aquaglyceroporin TbhbAQP2 passieren kann, wurde Zustadie grundséatzliche Leitfahigkeit von
TbAQP2 fur organische Kationen evaluiert. TbAQP2t hainen unkonventionellen
ar/R-Selektivitatsfilter. Das in der MIP-Familie dftkonservierte positiv geladene Arginin,
welches durch eine Absto3ung positiver Ladung merai Ausschluss von Kationen beitragt, ist
durch ein neutrales Leucin ersetzt. Die in der NRfgion essentiellen Asparagine zur
Generierung einer positiven Barriere sind jedocltakn (1.2.1). Die Funktion des
Selektivitatsfilters fir den Ausschluss positivemdung sollte zunachst mit zwei Substanzen
Uberpruft werden, die bei physiologischem pH pesigeladen vorliegen, aber aufgrund ihrer
GrolR3e die Restriktionsstellen eines typischen Atygagoporins tberwinden kénnten: 3-Amino-
1,2-propandiol und Formamidin.

Zunachst wurde der Hefestantn cerevisiadY4742Afpsl transformiert (3.1.13). Als Shuttle
fur die codierende DNA aller in den nachsten Abgthm aufgefihrten T. brucei
Aquaglyceroporine, sowie deren Mutanten, in dieddefle wurde der unter 2.3 aufgefuhrte
high-copy vectopHARS426 verwendet (95). Der HefestarBmcerevisiadY4742Afps1 weist
eine Deletion des endogenen Aquaglyceroporindiesisauf (96). Dies ermdglicht die isolierte
Betrachtung der Funktion eines ausgewéhlten Aqeagbporins. Aus TbAQP2-bildenden
Hefezellen wurden durch Zymolyase-20T-Verdau dgiden Zellwand elastische, osmosensitive
Protoplasten prapariert und so einer Funktionsnmgssim der Stopped-Flow Apparatur
zuganglich gemacht (3.3.3). Die Hefeprotoplastenden einem, das entsprechende Testsubstrat
enthaltenden, hyperosmotischen Messpuffer (2.7)pbei7,2 ausgesetzt und ein chemischer
Gradient von 300 mM Solut erzeugt. Diese Bedingandgeerrschten, wenn nicht anders
beschrieben, bei allen aufgefuhrten hyperosmotisdilessungen. Volumenanderungen der
Hefeprotoplasten aufgrund von Schwell- und Schrumgévorgangen wurden als Anderungen
des Streulichtsignals detektiert (3.3.4).
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Leitfahigkeit von TbAQP2 fur 3-Amino-1,2-propandiol

Als erstes Testsubstrat wurde 3-Amino-1,2-propdnberangezogen. Dieses Molekdl ist in
seiner Struktur nahezu deckungsgleich mit Glycdimlwelches eine gute Leitfahigkeit bekannt
ist (1.2.1). Den entscheidenden Unterschied maicie endstandige Aminogruppe. 3-Amino-
1,2-propandiol hat einen giVert von 9,2 und liegt unter physiologischen Bedimgen nahezu
vollstandig protoniert vorAbb. 4.1).

Glycerol 3-Amino-1,2-propandiol

pH 7.2 pH 9.2
(50 %

)
NH,* NH,
OH }OH }OH
OH OH
Abb. 4.1 Strukturformel von Glycerol (links) im Vergleichu 3-Amino-1,2-propandiol bei pH 7,2
(Mitte) und pH 9,2 (rechts).

OH

OH

Auf eine Exposition der Protoplasten mit dem hyparotischen Messpuffer schrumpften diese
zunéchst aufgrund eines initialen auswartsgerieht&vasserstromes entlang des osmotischen
Gradienten. Dies fuhrt zu einer Zunahme des Stietsignals und markiert den ersten Abschnitt
der biphasischen Kurvébb. 4.2).

-
o
1

(@)]
[
5
>
o
@ 0,03
S 0,5
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2 ~ 0,01 1
0,0 : : 0,00 -
0 20 40 60
Zeit (s)

Abb. 4.2 Mittelwertkurven aus 6-9 Einzelmessungen aus dnaibh&ngigen Experimenten (links). Der
Einstrom von Glycerol (rot) ist gegen die Leitfakeg von TbAQP2 fiir 3-Amino-1,2-propandiol (APD)
bei pH 7,2 (dunkelblau) und 9,2 (hellblau) aufggéma Als Vergleich dienen Hefeprotoplasten, dienkei
Protein exprimieren (schwarz). Rechts sind die aiestanten des Soluteinstroms aufgetragen. Der
S.E.M. wurde aus drei unabhangigen Experimentegcheet.
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Der Kurvenverlauf im zweiten Abschnitt beschreibend Einstrom von Solut in die
Hefeprotoplasten aufgrund des chemischen Gradiebiater physiologischen Bedingungen von
pH 7,2 konnte fur 3-Amino-1,2-propandiol kein Enmash in die Protoplasten detektiert werden
(Abb. 4.2, dunkelblaue Kurve). Die Kurve verlauft im zweitdbschnitt deckungsgleich mit der
von Hefeprotoplasten, die kein TbAQP2 bildedbl. 4.2, schwarze Kurve). Eine
Vergleichsmessung mit Glycerol als Solut zeigtessdBEbAQP2 in die Plasmamembran der Hefe
integriert wurde und ein funktionsfahiges Proteefdrt. Nach einem initialen Wasserausstrom
kam es zu einem Einstrom von Glycerol, welcher én BHolge Wasser mit sich zieht und zu
einem Schwellen der Protoplasten fiuhrt. Dies zesgtle in einer Abnahme des Streulichtsignals
im zweiten KurvenabschnittApb. 4.2, rote Kurve). Zusatzlich wurde die Leitfahigkeibrv
TbAQP2 fiir 3-Amino-1,2-propandiol bei pH 9,2 gettsDieser pH-Wert entspricht dem pKs-
Wert des Solutes. Bei diesen Bedingungen liegeflo5fes Molekils deprotoniert und damit
ungeladen vor. Es zeigte sich ein Einstrom, deri Zivitel der fur Glycerol erhaltenen Rate
erreicht Abb. 4.2, hellblaue Kurve). Wahrend das bei pH 7,2 poggladene 3-Amino-1,2-
propandiol die Kanalpore von TbAQP2 nicht durchguekonnte, naherte sich die Rate fur den
Einstrom von 3-Amino-1,2-propandiol im alkalisch&tedium bei pH 9,2 dem fur Glycerol
ermittelten Wert an und korrelierte naherungswegiedem Anteil der ungeladenen ForAbp.

4.2, Balkendiagramm). Dieses Ergebnis ist ein erstaweis darauf, dass der unkonventionelle
Selektivitatsfiter von TbAQP2 dennoch den strengédwsschluss positiver Ladung

gewahrleistet. Dieses Ergebnis sollte mit eineteven Verbindung abgesichert werden.
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Leitfahigkeit von TbAQP2 fir Formamidin

Als weiteres Testsubstrat wurde Formamidin getestelches als eine auf die essentiellen
Amidin-Gruppen reduzierte Variante des Pentamidierachtet werden kann. Es hat einen
berechneten pKWert von 13 (MarvinSketch) und liegt unter den tbesingungen
ausschlieRlich positiv geladen vor. Formamidin dhineseiner Struktur dem Harnstoff, welcher
zu einer Passage von ThbAQP2 befahigtAsty| 4.3).

Harnstoff Formamidin
pH 7,2
HoN *+H,N
>:O \>
HaN H,N

Abb. 4.3 Strukturformel Harnstoff (links) und Formamidire¢hts).

TbAQP2 zeigte bei pH 7,2 keine Leitfahigkeit furrff@amidin @Abb. 4.4, dunkelblaue Kurve).
Die Kurve verlief deckungsgleich mit der Kurve fBrotoplasten von Hefezellen, die kein
Aquaglyceroporin herstellei®\bb. 4.4, schwarze Kurve). Fiur Harnstoff ergab sich eimsEom
(Abb. 4.4, rote Kurve). Eine erganzende Messung being\Mert des Formamidins war nicht
maoglich, da Protoplasten ein alkalisches Milieu ypbh13 nicht tolerieren. Dieses Messergebnis
bestatigt im Einklang mit den fur 3-Amino-1,2-proyigol ermittelten Daten, dass der
Ausschluss positiver Ladung durch TbAQP2 gewéhdeist.
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Abb. 4.4: Mittelwertkurven aus 6-9 Einzelmessungen aus dnabhéngigen Experimenten (links). Der
Einstrom von Harnstoff (rot) ist gegen die Leitighkeit von TbAQP2 fir Formamidin bei pH 7,2
(dunkelblau) aufgetragen. Als Vergleich dienen &ptasten von Hefezellen, die kein Aquaglyceroporin
bilden (schwarz). Rechts sind die RatenkonstangsriSiluteinstroms aufgetragen. Der S.E.M. wurde aus
drei unabhéngigen Experimenten berechnet.
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Leitfahigkeit von TbAQP2 fur Pentamidin

Die Ergebnisse werfen die Frage auf, wie das 34@im&e und mit einem pkvon 12,1 bei
physiologischen Bedingungen durchweg positiv geladeentamidin TbAQP2 passieren kann,
wenn zwei kleine Solute wie 3-Amino-1,2-propandiold Formamidin allein an ihrer Ladung
scheitern. Im nachsten Schritt sollte eine dirdWiessung der Leitfahigkeit von TbAQP2 flr
Pentamidin durchgefuhrt werden. Die Loéslichkeit f@sdie Messung verwendeten Pentamidin
isethionat Salzes in Wasser liegt bei 100 mM. Bsdr Konzentration als Solut zum Messpuffer
zugesetzt erlaubt es im Experiment die Generieeimgs 50 mM chemischen Gradienten.

Da in vorherigen Messungen stets mit einem 300 noMit§radienten gearbeitet wurde, wurde
zunachst Uberprift, ob auch bei kleineren Gradrentgne ausreichende Auflosung der
Messkurven gewahrleistet ist. Dazu wurde die Lbitfideit von TbAQP2 fir Glycerol bei

Gradienten von 300 mM, 150 mM und 50 mM uUberprifblf. 4.5, links). Die absolute

Lichtstreuung, und damit die Amplituden, verringertsich mit kleinerem Gradienten. Ein
50 mM Glycerolgradient generierte gerade noch a&lsead aufgeldste Kurven. Die Messung
mit einem 50 mM Pentamidingradienten fuhrte hingege nicht auswertbaren Kurven. Diese
zeigten einen stetig aufsteigenden Trend, der wéheeger Messperiode von 40 s nicht in einer

Plateauphase endet&bp. 4.5, rechts). Der Grund fur den Verlauf ist nicht gekl

Glycerol 50-300 mM Pentamidin 50 mM
0,10 4 1,0 4
S 2
~ =
(@) >
= o
= 2
£ 0,05 - £05 A
g 3
5 £
» 2 — TbAQP2
2 — )
0,00 T T T iy 0,0 4 . . .
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Zeit (s) Zeit (s)

Abb. 4.5 Gestaffelte Darstellung absoluter Kurvenverlautem TbAQP2 bildenden Hefeprotoplasten
(grau) und Hefeprotoplasten, die kein Aquaglycermpbilden (schwarz) bei einem 300 mM, 150 mM
und 50 mM Glycerolgradienten (links). Normierter renverlauf bei einem 50 mM
Pentamidingradienten. Es handelt sich um Mittelkeekten aus 6-9 Einzelmessungen.
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Somit blieb der direkte Nachweis der Leitfahigkeit Pentamidin leider aus. Dennoch ist zu
erwahnen, dass der Kurvenverlauf der ProtoplastenHefezellen, die TbAQP2 bilden (graue
Kurven) und solcher, die kein Aquaglyceroporin bildschwarze Kurven), deckt. Dies kann als
weiteres Indiz daflr interpretiert werden, dasst&aidin nicht zu einer Passage von TbAQP2

befahigt ist.
Einfluss von TbAQP2 auf das Wachstum von Hefezelleanter Pentamidinexposition

Direkte Messungen der Leitfahigkeit von TbAQP2 méntamidin als Solut erwiesen sich im
Stopped-Flow Experiment als nicht praktikabel. Alissem Grund sollte die Fragestellung in

einem phanotypischen Wachstumsassay indirekt adresg&rden.

Fur Pentamidin ist neben der Wirksamkeit gegenc2omn auch ein zytostatischer Effekt in
Fungi wie S. cerevisiaebeschrieben (97). Auf Medium mit einer nicht-femtierbaren
Kohlenstoffquelle wie Glycerol hemmt Pentamidin d&achstum vorS. cerevisiaeschon in
geringen Konzentrationen mit einems¢Cron 1,25 pg mt. Auf Medium mit Glucose als

fermentierbarer Kohlenstoffquelle liegt dersg@Vert mit > 250 pg mt deutlich héher (97).

Diese literaturbeschriebene Erkenntnis wurde filgeioden Versuch ausgenutzt. Uber den
Einfluss von TbAQP2 auf das Wachstum von Hefezedlehpentamidinhaltigem Nahrmedium
sollten aus diesem Experiment Aussagen Uber eirfieaAme von Pentamidin gezogen werden.
Als Kontrolle dienten Hefezellen, die kein funkteles Aquaglyceroporin bilden (=) und solche,
die TbAQP3 bilden. Auf glucose-haltigem Medium ta@eten alle Zellen Pentamidin bis zu
einer Konzentration von 100 pg/ml (168 pM) ohne falligkeiten im WachstumAbb. 4.6,
oben). Auf Medium mit Glycerol als einziger niclermentierbarer Kohlenstoffquelle zeigte sich
eine dosisabhangige Hemmung des Wachstums dur¢an®idm schon ab Konzentrationen von
1 pg mi™. Die Hefezellen erreichten auch nach 5 Tagen lakab nicht die visuelle Dichte der
Zellen auf dem Glucose-haltigen MediuAbp. 4.6, unten). Dieses Ergebnis deckt sich mit der
Literatur. Als Wachstumskontrolle diente zusatzligentamidinfreies YNB-Medium mit
Glycerol bzw. Glucose als Kohlenstoffquelle. Hieigte sich auf dem glycerolhaltigen Medium
ein prinzipiell schlechteres Wachstum im Vergleichm glucosehaltigen Medium fur alle
Hefezellen Abb. 4.6, links). Entscheidend ist die Beobachtung, dass Aliwesenheit von
TbAQP2 in Hefezellen, im Vergleich zu Hefezellerge ¥abAQP3 oder kein Aquaglyceroporin
bilden, keine erhdhte Pentamidinsensitivitdt veetiit Dies ist ein weiteres Indiz dafir, dass

TbAQP2 keine Passage des Pentamidins erlaubt.
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+ Pentamidin

YNB-glucose 1 pg/mi 10 pg/mi 100 pg/mi

TbAQP2 ) 2
TbAQP3 [ R

YNB-glycerol 1 pg/mi 100 pg/ml

)
TbAQP2
ThAQP3 [&8

Abb. 4.6 Vergleich des Wachstumsverhaltens von TbAQP2, QB3 und kein Aquaglyceroporin
bildender S. cerevisiae BY4742Afps1-Zellen auf Selektionsmedium (YNB) mit Glucosas
fermentierbarer (oben) und mit Glycerol als nidmrfientierbarer Kohlenstoffquelle (unten) mit
aufsteigenden Pentamidinkonzentrationen von 1-1pMit (rechts).
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4.1.2 Inhibitionsstudien mit Pentamidin und Strukturvaria nten

Wie unter 4.1.1 beschriebenen, ist trotz der undgelichen Architektur des TbAQP2-
Selektivitatsfilters ein Ausschluss von Kationenwghrleistet. Eine direkte Passage des
Pentamidin-Kations in die Trypanosomen ist unwdmesdich. Pentamidin weist in
Trypanosomen einen EEWert im einstelligen nanomolaren Bereich auf. Baockoutvon
TbAQP2 zeigt eine Pentamidinresistenz mit einead®n Erhdéhung des ESNertes (1.2).
Wenn Pentamidin aber nicht als Solut TbAQP2 durehigukénnte der Arzneistoff
maoglicherweise als Inhibitor des Kanalproteins fengn. Diese Hypothese sollte in weiteren

Experimenten Uberpruft werden.
Methylamin-Entgiftungsfahigkeit TbAQP2-bildender Hefezellen bei Pentamidinexposition

Methylamin ist toxisch fir Hefezellen. Es hat eir@ von 10,64 und die Aufnahme seines
Uberwiegend vorliegenden Salzes Methylammonium lgirf@aus dem N&ahrmedium Uber
spezialisierte hefeeigene Ammoniumtransporter (8@yazellular herrscht ein pH-Milieu von
7,2 und das aufgenommene Methylammonium dissoziie@,036 % toxischem Methylamin. In
Zellen, die kein funktionsfahiges Aquaglyceropobiiden akkumuliert Methylamin und fuhrt
zum Zelltod. Zellen, die hingegen ein funktionst@s Aquaglyceroporin herstellen, sind in der
Lage Methylamin entlang des Gradienten auszusodheusd zu tUberleben (90).

Der Methylamin-Wachstums-Assay wurde herangezogen, den Einfluss von 50 puM
Pentamidin auf die Entgiftungsfahigkeit von Hefézel die TbAQP2 bilden, im Vergleich zu
Hefezellen, die TbAQP3 bilden, zu untersuchen. Kimntrolle dienten Hefezellen, die kein
funktionelles Aquaglyceroporin herstellen. Vor Gatex Zellen auf das Medium wurden diese
fur 20 min mit Pentamidin inkubiert. Zur generelléfachstumskontrolle dienten Platten mit
YNB-Selektionsmedium. Auf diesem Medium wurde flie aHefezellen vergleichbar gutes
Wachstum beobachteflpb. 4.7, links). Auf Methylamin-haltigem Medium waren Zeti, die
kein funktionsfahiges Protein bilden, bei allen Beldingungen und unabh&angig von Pentamidin
nicht in der Lage zu wachseAlb. 4.7, oben). Hefezellen, die funktionsfahiges TbAQP# un
TbAQP3 bilden und nicht mit Pentamidin behandeltdenm, konnten entgiften und zeigten bei
pH 5,5 und pH 6,5 Wachstumi§b. 4.7, Mitte und unten, jeweils obere Zeile). Bei pH Zggt
sich fur alle Zellen, aufgrund ahnlicher intra- uextrazellularer Methylamin Konzentrationen
und einem damit fehlenden Gradienten, kein Wachstanidefezellen, die TbAQP2 bildeten,
deutete sich nach Inkubation mit Pentamidin eirigkete Hemmung des Wachstums im
Vergleich zu Zellen, die ThAQP3 bilden, akbp. 4.7, Mitte und unten, jeweils untere Zeile).

52



Ergebnisse

+ Methylamin

Pentamidin  YNB-glucose pH 5.5 pH 6.5 pH 7.5
(50 pM)

TbAQP2

TbAQP3

Abb. 4.7 Vergleich des Wachstumsveraltens von TbAQP2, TBAQund kein Aquaglyceroporin
bildendenS. cerevisiaeBY4742Afpsl-Zellen auf Methylaminhaltigem Medium bei ptb/,5/7,5 vor
und nach Inkubation mit 50 uM Pentamidin.

Dieses Ergebnis ist ein Hinweis darauf, dass Peadiardie Kanalpore von TbAQP2 blockiert
und die Fahigkeit von Hefezellen einschrankt tdxescMethylamin auszuschleusen, was sich in
vermindertem Wachstum zeigt. Phanotypische Assayseh jedoch nur qualitative Aussagen
zu, weshalb erganzend Funktionsmessungen durchgefiitden.

Einfluss von Pentamidin auf die Glycerolleitfahigkét von ThAQP2 und TbAQP3

In Stopped-Flow Messungen wurde die Interaktion Bentamidin mit TbAQP2 naher
untersucht. Als Funktionsparameter wurde die Glylbaitfahigkeit von ThAQP2 herangezogen.
Um den Glyceroleinstrom isoliert betrachten zu l&mnwurde der initiale Wasserausstrom
durch isoosmotische Pufferbedingungen eliminier8).(9Wenn nicht anders beschrieben
herrschten in allen aufgeflhrten isoosmotischensMiagen ein chemischer Glycerolgradient
von 300 mM und ein pH-Wert von 7,2. Die Hefeprotgpén wurden 10 min vor der Messung
mit ansteigenden Konzentrationen von Pentamidinubréet. Fur die spater aufgeflhrten

Pentamidinderivate wurde analog verfahren.

Unbehandelte Protoplasten von TbAQP2-bildenden zé#len zeigten ein typisches
Schwellverhalten aufgrund eines ungehinderten @bdyemstroms, was sich in einer Abnahme
des Streulichtsignals zeigtal{b. 4.8, links, rote Kurve). Die Behandlung der Hefeprdéspen
mit Pentamidin resultierte in einer dosisabhangittinderung der Glycerolleitfahigkeit von
TbAQP2 bereits im nanomolaren Bereich und einelstaidigen Inhibition bei 50 uMApb.
4.8 links, schwarze Kurven). Eine Auftragung der tigen Glycerolleitfahigkeiten gegen die

Pentamidinkonentration ergab einengd®@ert von 130 nMAbb. 4.8 rechts).
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Abb. 4.8 Mittelwertkurven aus 6-9 Einzelmessungen (links)gen die dosiabhéngige Minderung des
Glyceroleinstroms durch TbAQP2 nach Zugabe von O (udte Kurve) und 0,05-50 uM Pentamidin
(schwarze Kurven). Die relative Reduktion der Ghpdleitfahigkeit wurde gegen die
Pentamidinkonzentration aufgetragen (rechts).

Pentamidin zeigt damit Eigenschaften eines nanaemwlmhibitors der Glycerolleitfahigkeit von
TbAQP2 in Hefen mit einer bei Aquaglyceroporinercimaie zuvor gesehener Affinitat (39).
Die Glycerolleitfahigkeit von Protoplasten TbAQPiBdender Hefezellen wurde hingegen auch
nach Inkubation mit 500 uM Pentamidin nicht gemmd&bb. 4.9). Daraus lasst sich schliel3en,
dass die Affinitat von Pentamidin fir TbAQP2 spisxifi ist. Beide Messungen wurden von Dr.

Jie Song durchgefuhrt.
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Abb. 4.9 Mittelwertkurven aus 6-9 Einzelmessungen zeigen Glyceroleinstrom durch TbAQP3 in
Hefeprotoplasten nach Inkubation mit O uM (rot) 8@ (schwarz) und 500 pM Pentamidin (grau).
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Einfluss des Glycerolgradienten auf die Inhibitionvon TbAQP2 durch Pentamidin

Pentamidin erreicht bereits in einer Konzentration 130 nM eine halbmaximale Inhibition des
Glyceroleinstromes durch TbAQP2 bei einem vergkidise harschen Gradienten von
300 mM.

Es wurde folgend geklart, ob eine Reduktion dex@&lylgradienten auch zu einer Verringerung
der mittleren inhibitorischen Konzentration von Renidin fir TbAQP2 fuhrt. Die
Hefeprotoplasten wurden dazu einem 100 mM Glyceadignten ausgesetzt. Auch hier zeigte
sich eine dosisabhéangige Reduktion des Glycerdteimes in die Hefeprotoplasten nach
Inkubation mit PentamidinAbb. 4.10 schwarze Kuven, links) im Vergleich zu unbehatetel
Protoplasten (rote Kurve, links). Es ergab sichl€4-Wert von 165 nM = 15 nM. Dieser Wert
liegt in der gleichen GroRenordnung, wie der vonIiex Song bei einem Glycerolgradienten von
300 mM gemessene Wert von 130 nM. Mit diesem Expamnt zeigte sich, dass die mittlere
inhibitorische Konzentration von Pentamidin fir TRR2 in einem Intervall von 100-300 mM

vom Glycerolgradienten unabhangig ist.
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Abb. 4.10 Mittelwertkurven aus 6-9 Einzelmessungen (link3gr Verlauf der roten Kurve beschreibt
den ungehemmten Einstrom. Die dosisabhangige Mimdeder Glycerolleitfahigkeit durch Inkubation
mit 0,01-50 uM Pentamidin ist in schwarz dargestBlie relative Reduktion der Glycerolleitfahigkest
gegen die Pentamidinkonzentration aufgetragen {gech

Dieses Ergebnis kann so interpretiert werden, Basgamidin mit einer millionenfach héheren
Affinitat als der nattrliche Solut Glycerol bind&lycerol weist eine so schwache Affinitat zu

TbAQP2 auf, dass der Gradient im Sinne einer Vagliag des Pentamidins keine Rolle spielt.
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Einfluss einfach positiver Pentamidinderivate auf ée Glycerolleitfahigkeit von ThAQP2

Um die fur die hohe Affinitat essentiellen Strukdnrdes Pentamidins herauszuarbeiten, wurden
Strukturvarianten des Arzneistoffes von Dr. EllemK(Dissertation 2014) und Bjérn Henke
synthetisiert (3.5.2). Die Testung auf die inhibgohe Wirkung dieser Substanzen wurde in
Zusammenarbeit mit Dr. Jie Song durchgefihrt.

Eine leichte Variation stellt die Substitution airfemidin-Gruppe gegen eine Nitrilfunktion im
Nitril-pentamidin dar. Damit wurde die Grél3e desf@enidins erhalten und die grundlegende
Anderung lag in der Eliminierung einer positivenduag. Das Derivat erreichte mit einem
ICs-Wert von 180 nM Abb. 4.11, dunkelblau) eine mit der Ausgangsverbindung Reitia
(gestrichelt) vergleichbare Hemmwirkung auf dendglpleinstrom in Hefeprotoplasten durch
TbAQP2. Die Anwesenheit von nur einer Amidinfunkticgeichte demnach ftr eine vollstandige
Inhibition aus. Asymmetrische Varianten mit nuregirBenzamidinfunktion und sukzessiven
Kettenverkirzung resultierten in einer geringeréinat zu ThAQP2.

Nitril- 4-Pentoxy- 4-Propoxy-
Pentamidin  pentamidin  benzamidin benzamidin

+ N
HzNé ;Hz M
H)/ | H)/ O :
0 0 o
+
HJN%/©/ H,N%/©/ H.N
NH, NH,
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50

1

87 uM 2,8 mM

Inhibition (%)

0 4

Ll 1 1 T 1 T 1 L !

104 10° 102 10" 10° 10' 102 10%® 10¢
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Abb. 4.11 Struktur-Funktions-Evaluierung von Pentamidin adie Inhibition von TbAQP2 mit
resultierenden I€-Werten. Die Struktur der getesteten Pentamidinvaez ist oben abgebildet. Die
Testung der Varianten 4-Pentoxy-benzamidin (mikefpund 4-Propoxy-benzamidin (turkis) wurde von
Dr. Jie Song durchgefihrt und sind bereits in diss&tation von Dr. Ellen Mak (2014) veréffentlicht
Der Verlauf der IG-Kurve von Pentamidin ist als Vergleich mit abgdétl(schwarz, gestrichelt).
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Fur das 4-Pentoxy-benzamidingbp. 4.11, mittelblau) zeigte sich mit einem 4= 87 uM eine
670fache und fur das 4-Propoxy-benzamidibl{. 4.11, turkis) mit 1Gy=2,8 mM eine
22.000fache Minderung der Affinitdt zu TbAQP2. Zod&onnte 4-Propoxy-benzamidin nur
60 % der maximalen Inhibition entfalten. Fir diéléthoxy-Variante konnte keine Hemmung
der Glycerolleitfahigkeit von TbAQP2 beobachtet aear. Sowohl die lipophile aliphatische
Kette als auch die Phenylgruppen scheinen malR3geblic Affinitat des von Pentamidin zu
TbAQP2 beizutragen.

Einfluss eines ungeladenen Pentamidinderivates adfe Glycerolleitfahigkeit von ThAQP2

Eine Benzamidinfunktion im Pentamidin reichte ber@ius, um eine vollstandige Inhibiton des
Glyceroleinstroms durch TbAQP2 zu entfalten. Esdeuim Folgenden ein Pentamidinderivat
getestet, in dem beide Amidin-Funktionen durchriN&ruppen substituiert sind und welches
demzufolge neutral vorliegt. Das Dinitril-pentammdi zeigte trotz seiner hohen

Strukturdhnlichkeit zu Pentamidin bis zu einer Kemzation von 1 uM keinen Einfluss auf die
Glycerolleitfahigkeit von TbAQP2Abb. 4.12). Konzentrationen von > 1 uM konnten mit dieser
Substanz leider nicht getestet werden, da die klegsn Storsignale und unrealistische

Verlaufe im Sinne von Drifts zeigten.
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Abb. 4.12 Mittelwertkurven aus 6-9 Einzelmessungen. Derl|M€r der roten Kurve beschreibt den
ungehemmten Einstrom durch TbAQP2. Die schwarzemvéfuresultieren nach Zugabe von 0,01-1 uM
Dinitril-Pentamidin. Die graue Kurve zeigt den \&rf von Hefeprotoplasten, die kein Protein bilden.

Dennoch lasst sich eine entscheidende AussageesesrdErgebnis ziehen. Sowohl Pentamidin
als auch das einfach positive Dinitril-pentamidenimten bei einer Konzentration von 1 uM die
Glycerolleitfahigkeit von ThAQP2 um > 70 %, wahrelmeim neutralen Dinitril-pentamidin die

Hemmung ausblieb. Damit zeigte sich die Relevamzmmdestens einer Amidinfunktion.
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4.1.3 Effekt von Protonophoren auf die Glycerolleitfahigkeit von TbAQP2

Die Erhohung des EWertes von Pentamidin durch eindmockdown trypanosomaler
H*- ATPasen und durch Protonophore wie Carbonylcyamithlorphenylhydrazon (CCCP),
Gramicidin und Nigericin verminderte Aufnahmeratgon Pentamidin in Trypanosomen,
fuhrten in der Literatur zu der These eine protgesteuerte Aufnahme des Pentamidins Uber
TbAQP2 in der Funktion eines Protonen-Symportess §3, 99).

Um zu erfahren, inwieweit Protonophore die Funktimm TbAQP2 beeinflussen, wurde der
Effekt der ausgewahlten Substanzen CCCP und Grdimieiuf dessen Glycerolleitfahigkeit
unter isoosmotischen Bedingungen an der Stoppead-BRloparatur getestet. Die Protonophore

wurden 20 min vor der Messung zu den Hefeprotopiagegeben.
Einfluss von CCCP auf die Glycerolleitfahigkeit vonTbAQP2

In einem ersten Schritt wurde die Glycerolleitf&@g von unbehandelten Protoplasten von
Hefezellen, die ThAQP2 bilden, aufgezeichnet urelatmittelte Rate des Einstroms als 100 %
Glyceroleinstrom definiertAbb. 4.13 rote Kurve, links; roter Balken, rechts). Die Ballung
der Hefeprotoplasten mit 2 uM CCCP beeinflusste @bfeeroleinstrom nicht. Eine Steigerung
der Konzentration zeigte hingegen deutliche Effek@uM CCCP fihrten zu einer Reduktion
des Einstroms auf 63 % und 100 uM CCCP sogar &r &aduktion auf 25 %.
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Abb. 4.13 Einfluss von CCCP auf die Glycerolleitfahigkedn/TbAQP2 vor (rot) und nach Behandlung
mit 2-100 uM CCCP (schwarz). Dargestellt sind Mitiertkurven aus 6-9 Einzelmessungen. Die graue
Kurve zeigt den Verlauf von Protoplasten, die kelkguaglyceroporin bilden (links). Das
Balkendiagramm zeigt den prozentualen Anteil amimaben Glycerolinflux nach Zusatz aufsteigender
CCCP-Konzentrationen 2-100 puM. Als Bezugswert wudgde nicht inhibierte Glyceroleinstrom mit
100 % angenommen (0 pM CCCP). Die Fehlerbalkenereiden S.E.M. aus drei unabhangigen
Experimenten (rechts).

58



Ergebnisse

Damit erreicht CCCP einen in der GréRenordnungleergbaren inhibitorischen Effekt auf die
Glycerolleitfahgikeit von TbAQP2 wie das asymmaethie 4-Pentoxy-benzamidin (4.1.2). Es
handelt sich mit CCCP also um einen schwachen ibohibes TbAQP2, jedoch mit 300-400fach

geringerer Affinitat als Pentamidin.

Aus der Literatur ist bekannt, dass bei einem 1Md0Pentamidingradienten bereits 5 uM CCCP
zu einer 50%igen Reduktion der Aufnahmerate Ub&Q@m®2 in die Trypanosomen fuhren (99).
Damit lag CCCP im Vergleich zum Pentamidin in einBffachen Uberschuss vor, der trotz
deutlich geringerer Affinitat zu einer teilweisereMrangung des Pentamidins vom TbAQP2

gefuhrt haben kdnnte.
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Abb. 4.14 Glycerolleitfahigkeit von TbAQP3 nach Inkubatiomt O uM (rote Kurve) oder 2-100uM
CCCP (schwarze Kurven). Dargestellt sind Mittellerven aus 6-9 aus Einzelmessungen. Die graue
Kurve zeigt den Verlauf von Protoplasten, die kifquaglyceroporin bilden.

Um zu Uberprifen, ob die Hemmung durch CCCP fir QBR spezifisch ist, wurde die
Messung analog mit Protoplasten von Hefezellen rayefiihrt, die TbAQP3 bilden. Fur
TbAQP3 zeigte sich bis zu einer Konzentration v@® 1M CCCP keine Verminderung des
Glyceroleinstroms Abb. 4.14 schwarze Kurven) im Vergleich zu unbehandelten

Hefeprotoplasten (rote Kurve).
Einfluss von Gramicidin auf die Glycerolleitfahigkeit von ThAQP2

Die Zugabe von Gramicidin in einem Bereich von 2430 beeinflusste die Glycerolleitfahigkeit
von TbAQP2 nichtAbb. 4.15 schwarze Kurven). Der Verlauf der Kurven dechkéd snit dem
unbehandelter Hefeprotoplastekbp. 4.15 rote Kurve). Damit konnte anders als fir CCCRein

Hemmwirkung von Gramicidin auf die Glycerolleitfgkeit von TbhAQP2 ausgeschlossen
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werden. Eine simultane Inkubation der Protoplastah Gramicidin und Pentamidin zeigte
Uberraschend eine dosisabhangige Minderung deditmtéchen Effektes von Pentamidin
(Abb. 4.15 blaue Kurven). Die Zugabe von Pentamidin in eik@nzentration von 2 uM
reduzierte in diesem Experiment die Glycerolleiigileit um 93,7 %. Diese Spanne wurde als
100 % inhibitorischer Effekt definiert und die elteaen Ratenkonstanten nach
Gramicidinzugabe dazu ins Verhaltnis geseftil( 4.15 Tab. rechts). Die Zugabe von 2 uM
Gramicidin reduzierte den inhibitorischen EffektnvBentamidin auf 88,6 %, die Zugabe von
10 uM auf 65,2 % und die Zugabe von 50 uM auf 52,6

1,0
= TbAQP2 +
D Pentamidin __ Gramicidin __Inhib. Effekt
c
2 0,9 - —> 2uM 0uM 100 %
c
N —> 2uM 2 uM 88,6 %
[
N 0,
S — 2M 50 uM 52,6 %
T

0-50uM 0%
0,7 1

10 20 30
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Abb. 4.15 Einfluss von Gramicidin A auf die Glycerolleitgkeit von TbAQP2. Dargestellt sind

Mittelwertkurven aus 6-9 Einzelmessungen. Die gi&ueve zeigt den Verlauf von Protoplasten, die kein
Aquaglyceroporin bilden. Die rote und die schwarZéarven zeigen den Verlauf nach Zusatz
aufsteigender Gramicidin A Konzentrationen von O0t8d. Der Einfluss von Gramicidin A auf die

inhibitorische Wirkung von Pentamidin zeigt sich ierlauf der blauen Kurven. Die zugesetzten
Konzentrationen sind der Tab. zu entnehmen (rechts)

Das heil3t, dass ein 25facher Gramicidiniberschiesskeinmende Wirkung von Pentamidin auf
den Glyceroleinstrom durch TbAQP2 in Hefeprotomastalbierte. Aus der Literatur ist

bekannt, dass bei einem 100 nM Pentamidingradietge®Zusatz von 1 uM Gramicidin, d.h. ein
10facher Uberschuss, ausreicht, die Aufnahme vamaRedin in Trypanosomen um mehr
als 80 % zu reduzieren (99). Damit &hneln sichEdtgeebnisse aus Literatur und dieser Arbeit in

der Grol3enordnung.

Eine mdgliche Erklarung der Beobachtung ist einechgelwirkung zwischen Gramicidin und
Pentamidin. Das heil3t, bevor Pentamidin mit TobAQR&ragieren konnte wurde es eventuell
von Gramicidin gebunden und war dem System nichitrrzeganglich. Die Wechselwirkung

von Pentamidin und Gramicidin wurde in dieser Arlpatht ndher untersucht.
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4.1.4 Untersuchungen der Punktmutationen ThAQP2-DgsA und DoggN

Die Evaluierung von Struktur-Funktions-Beziehungemgte die Wichtigkeit der Kettenlange

und positiven Ladung fur die Affinitat von Pentamidu TbAQP2. So ist die hochste Affinitat

an das Vorhandensein der vollstindigen Mittelketieider Phenylether, sowie eine
Amidinfunkion gebunden. Die Erforderlichkeit mindess einer positiven Ladung weist auf eine
elektrostatische Interaktion mit TbAQP2 hin (4)1.2

Die Lange der Pentoxykette entspricht mit 7-8 A défe des ar/R-Selektivitatsfilters im
Poreninneren (21). Dies deutet auf eine elektnssta# Wechselwirkung im Bereich der
Filterebene hin. TbAQP2 hat anstelle des hochkeresten Arginin an Position 264 ein
neutrales Leucin im ar/R-Selektivitatsfilter (1.2.Ein benachbartes Aspartat265 kénnte damit
seine negative Saurefunktion fir eine elektrosth@sinteraktion an der Porenoberflache zur
Verfliigung stellenAbb. 4.16 links). Der Einfluss eines Aminosaureaustausciesspotenziell

wichtigen Aspartates265 auf die Wirkung von Pentiimivurde im Folgenden untersucht.

TbAQP2
wt DygsN DaesA
S o Asp265 % Asn265 Ala265
C * (” |

E | Loy Ly
Leu264 , Leu264 ! | Leu264 ‘ »

Abb. 4.16 Pymoldarstellung von Wildtyp-TbAQP2 (links) undrdMutante TbAQP-2RsN (Mitte) und
TbAQP-2DgsA. Sauerstoffatome sind in rot, Stickstoffatomebiau und Kohlenstoffatome in tirkis
dargestellt. Die Kohlenstoffe des Aminosaureaustses sind in weil3 abgebildet. Die Modellstruktur
wurde mit SWISS-MODEL auf Grundlage der Kristallstiur vonE. coli GIpF (PDB#1FX8) erstellt.

Durch eine Mutagenese-PCR (3.1.10) wurde die Basgrenz von TbAQP2 dahingehend
verandert, dass sie anstelle des Aspartat265 fiimeutrales Alanin (TbAQP2-5A) bzw.
Asparagin (TbAQP2-R3sN) codierte. Der Aminosaureaustausch des Aspagaigen ein
Asparagin stellt einen bioisosterischen Ersatz wtat bedeutet wahrscheinlich den mildesten
Eingriff in die Proteinstruktur Abb. 4.16 Mitte). Die Substitution des Aspartats gegen ein
kleineres Alanin stellt hingegen einen starkeremgkif dar (Abb. 4.16 rechts).
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Einfluss des Aminosaureaustauschs von Aspartat26®fadie Funktion von ThAQP2

Zunachst wurdersS. cerevisiaeBY4742Afpsl Hefezellen transformiert und die erfolgreiche
Herstellung der Proteine in einem Western Blot dtegit (Abb. 4.17, unten rechts). Durch den
Aminosaureaustausch kam es zum einen zu einerriiirang der positiven Ladung und zum
anderen zu einer Verkurzung der Seitenkette im ¥all ThAQP2-DgsA. Dies kann einen
Einfluss auf die Proteinstruktur in der Porenregiomben. Aus diesem Grund wurde als
Funktionsparameter zunachst die Glycerolleitfahigk@er Proteine TbAQP2-3sA und
TbAQP2-DissN im Vergleich zum Wildtyp unter hyperosmotischeredBigungen in der
Stopped-Flow Apparatur getestet.

Protoplasten von Hefezellen, die TbAQP2 bildengtagi einen typischen Kurvenverlauf. Nach
einem initialen Wasserausstrom im aufsteigenderkast es zu einem langsamen Einstrom von
Glycerol im absteigenden AsAljb. 4.17, rote Kurve). ThAQP2-RsA und TbAQP2-DRgN
zeigten einen analogen Verlauf mit einem langsame@yceroleinstrom im zweiten
Kurvenabschnitt Abb. 4.17, hellgraue Kurve bzw. dunkelgraue Kurve). Die Pm¢ waren
funktionell und erreichten 64 % der fir TbAQP2 dtalien RatenkonstanteAljb. 4.17,

Balkendiagramm rechts oben).
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Abb. 4.17 Mittelwertkurven aus jeweils 6-9 Einzelmessungars drei unabhangigen Experimenten
(links). Es ist Einstrom von Glycerol durch WildtfipAQP2 (rot), TbAQP2-R:A (hellgrau) und
TbAQP2-DyssN (dunkelgrau) aufgetragen. Als Vergleich dienteotéplasten, die kein Aquaglyceroporin
bilden (schwarz). Die Balkendiagramme zeigen digeRenstanten des Glyceroleinstroms. Die
Fehlerbalken indizieren den S.E.M.(rechts, ober). \Western Blot zeigt die erfolgreiche Herstellaiey
Proteine in der Membranfraktion vo®. cerevisiaeBY4742Afpsl. Pro Spur wurden 100 pg
Gesamtprotein aufgetragen (rechts, unten).
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Da es sich bei den im folgenden gezeigten isooseai@n Inhibitionsstudien mit Pentamidin
um Messungen innerhalb einer Proteinvariante gghielt der leichte Funktionsverlust von
TbAQP2-DyssA und TbAQP2-DgsN gegenuber dem Wildtyp-TbAQP2 keine Rolle.

Einfluss von Pentamidin auf die Glycerolleitfahigké von ThbAQP2-D,gA

Der Einfluss von Pentamidin auf die Glycerolleiifiteit von Protoplasten ThAQP2:BA
bildender Hefezellen wurde analog zum Wildtyp-ThAX)#.1.2) getestet. Es zeigte sich eine
dosisabhangige Reduktion des Glyceroleinstromeserdailgs ergab die resultierende
Inhibitionskurve bei pH 7,2 eine deutliche Versthirg zu htheren Pentamidinkonzentrationen
(Abb. 4.18 geflllte Kreise) im Vergleich zum Wildtyp (gestnelte Linie). Es ergab sich durch
den Aminosaureaustausch eind€ 4,5 UM, was einer 35fachen Verringerung der Atidinvon
Pentamidin entspricht. Um die Rolle anderer negggéihadener Aminoséuren bei der Interaktion
mit Pentamidin auszuschlie3en, wurde das gleicheeiixent bei pH 2,5 durchgefihrt. Unter
diesen Bedingungen liegen Aspartate {pk3,7) und Glutamate (pKs =4,3) grofitenteils
protoniert und damit ungeladen vor. Die resultideeinhibitionskurve verlief deckungsgleich
mit der bei pH 7,2 erhaltenen KurvAhb. 4.18 leere Kreise). Der l§g-Wert von 5,8 uM lag
ebenfalls in der gleichen Grél3enordnung

100 { TbAQP2-DesA

50 A /

Inhibition (%)
N

0 4

®0
1 1 1 1 1 I

10 102 10" 10° 10" 102
Pentamidin (uM)

Abb. 4.18: Inhibitorische Wirkung von Pentamidin auf die Léklfgkeit von TbAQP2-R-A bei pH 7,2
(leere Kreise) und bei pH 2,5 (gefillte Kreise)delePunkt wurde aus Mittelwertkurven aus jeweils 6-
Einzelmessungen erhalten. Die gestrichelte Kurigt gen Verlauf von Wildtyp-TbAQP2.

Aus diesem Ergebnis lasst sich schliel3en, dasmldigitorische Wirkung von Pentamidin vom
pH-Wert unabhéngig ist und ausschliellich das Aaf85 flur die -elektrostatische
Wechselwirkung von TbAQP2 mit Pentamidin verantiucmtist.
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Einfluss von Pentamidin auf die Glycerolleitfahigkét von ThAQP2-DogsN

Analog wurde der Einfluss von Pentamidin auch aefMutante ThAQP2-RsN untersucht. Es
zeigte sich aquivalent zum TbAQP2#&A eine dosisabhédngige Reduktion des
Glyceroleinstromes mit einer deutlichen Verschiepdar resultierenden Inhibitionskurve hin zu
hoheren Pentamidinkonzentrationen. Es ergab sichewdralen Bedingungen von pH 7,2 eine
mittlere inhibitorische Konzentration vond& 5,1 uM @bb. 4.19.
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Abb. 4.19 Inhibitorische Wirkung von Pentamidin auf die tf&higkeit von TbAQP2-BysA bei pH 7,2
(geflilite Kreise). Jeder Punkt wurde aus Mittelkrten aus jeweils 6-9 Einzelmessungen erhaltea. Di
gestrichelte Kurve zeigt den Verlauf von WildtypAQP2.

Damit konnte auch bei dieser Mutante die Affinkah Pentamidin um ein 39faches reduziert
werden. Dieses Ergebnis deckt sich mit dem fir TBA@»ssA ermittelten Ergebnis.
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4.1.5 Untersuchungen der Punktmutation ThAQP2-L,sR

Durch Aminosaureaustausch des Aspartat265 durcheeitrales Alanin bzw. Asparagin war es
maoglich die Affinitat von Pentamidin zu TbAQP2 diiash zu senken (4.1.4).

Die Kombination aus einem Leucin264 anstelle deschkonservierten Arginins im

ar/R-Selektivitatsfilter und dem Aspartat265 in Naarschaft ist einzigartig im Porenlayout von
TbAQP2 (1.2.1). In konventionellen Aquaporinen ukguaglyceroporinen wie TbAQP3 steht
das positive Arginin des ar/R-Selektivitatsfiltensdirekter Nachbarschaft zu einem negativen
Aspartat. Das ermoglicht eine intramolekulare Saleke und konnte verhindern, dass die
Carboxylfunktion des Aspartates mit der Amidinfuokt des Pentamidins in Wechselwirkung
tritt und somit der Grund sein, warum TbAQP3 nipbhtamidinsensitiv ist. Diese These sollte
durch einen Aminosaureaustausch tberprift werdemindTbAQP2 zu einer Nachahmung der

Situation fuhren sollte, wie sie in konventionellequaglyceroporinen vorzufinden ist.

Durch eine Mutagenese-PCR wurde die BasensequemzZlT'hAQP2 dahingehend verandert,
dass sie anstelle des neutralen Leucin264 furatagiéntypische Arginin codiert&. cerevisiae
BY4742Afpsl Hefezellen wurden mit TbAQP244R transformiert. Die erfolgreiche
Herstellung des Proteins wurde in einem Western Bdahgewiesen (3.2.5). Der Western Blot
zeigte Banden bei 36 kDa was ungefahr der recholenms Grol3e von 34 kDa von TbAQP2 mit
Hamagglutinin-Epitoptag entsprichtAl{b. 4.20).

TbAQP2
<
L%
kDa L & ™
50 —
35 — Sy, ’
25 —

Abb. 4.20: Western Blot der Wildtyp-TbAQP2 und TbAQPZslR aus der Membranfraktion vd®.
cerevisiaeBY4742Afpsl. Pro Spur wurden 100 pg Gesamtprotein aufgetraDie Banden entspringen
demselben Western Blot.
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Einfluss von Pentamidin auf die Glycerolleitfahigkét von ThAQP2-L 264R

Die Substitution eines kleinen neutralen Leucingegeein deutlich grof3eres positives Alanin
kann einen Einfluss auf die Proteinarchitektur @n Hilterregion und die Leitfahigkeit nehmen.
Unter hyperosmotischen Testbedingungen konnte diktionalitdt der Mutante nachgewiesen
werden. Nach einem initialen Wasserausstrom, kanmn eBrotoplasten von TbAQPZ4R
bildenden Hefezellen zu einem deutlichen Einstroom Glycerol Abb. 4.21 dunkelgraue
Kurve, linkss). Im Vergleich zum Wildtyp-TbAQP2 wien 30 % der Funktion erreicht. Eine
Inkubation mit 50 puM Pentamidin zeigte keine Mindey der Glycerolleitfahigkeit von
Protoplasten TbAQP2:R bildender Hefezellen im Vergleich zu unbehandelte
HefeprotoplastenAbb. 4.21, hellgraue Kurve, links). Die Ratenkonstanten tstieieden sich

im t-Test innerhalb eines 95%igen Konfidenzintesralicht signifikant voneinander.
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Abb. 4.2 Einfluss von 50 uM Pentamidin auf die Glycerdft#igkeit von Protoplasten ThAQP24R
bildender Hefezellen. Dargestellt sind Mittelwertken von je 6-9 Einzelmessungen aus 3 unabhéngigen
Experimenten (linkss). Das Balkendiagramm zeigt Rienkonstanten des Glyceroleinstroms. Die
Fehlerbalken indizieren den S.E.M.

Somit fihrte die partielle Imitation des Filterlaygse konventioneller Aquaglyceroporine, durch
Substitution des ungewohnlichen Leucin264 gegen idtiches Arginin, in hefebasierten

Funktionsmessungen zu einer Resistenz von TbA@B&mgiber Pentamidin.
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Einfluss von Pentamidin auf die Wasserleitfahigkeivon TbAQP2

Fur das bifunktionale PfAQP1 ist eine Hemmwirkungonv Sorbitol auf dessen
Wasserleitfahigkeit bekannt, allerdings beim Eingat dreistelligen millimolarem Bereich. Die
Glycerolleitfahigkeit hingegen wird in deutlich gegerem Mal3e beeintrachtigt (98). Die
Autoren gehen von einer Interaktion an der Obentader aul3eren Porenregion aus und nicht

von einer Blockade des Kanals (98).

Im Rahmen von Vorversuchen an der Stopped-Flow #Fgipa wurde gezeigt, dass die
Inkubation von Protoplasten TbAQP2 bildender Hefememit 50 uM Pentamidin nicht nur zu
einer vollstdndigen Hemmung des Glyceroleinstromsgndern auch zur Hemmung des
Wasserausstroms in der initialen Phase filob( 4.22, hellgraue Kurve). Es wurde mit einem
hyperosmotischen Puffer bei pH 7,2 und einem Gbjlgeadienten von 300 mM gearbeitet.
Durch Ablesen des zum Ordinatenwert von 0,632 €)-tler normierten Schrumpfungskurve
gehorigen Abzissenwertes wurden néherungsweise-\ierte bestimmt. Der Wasserausstrom
durch Protoplasten TbAQP2 bildender Hefezellen soteed sich mitt = 2,42 s Abb. 4.22
dunkelgraue Kurve) deutlich von Protoplasten, dimquaglyceroporin bildeten mit= 3,31 s
(schwarze Kurve). Nach Zugabe von 50 uM PentamzdinProtoplasten TbAQP2 bildender
Hefezellen, deckte sich der Wasserausstrom3,60 s) mit der Negativkontrolle.
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Abb. 4.22 Glycerolleitfahigkeiten von TbAQP2 (dunkelgraupit 50 pM Pentamidin inkubierten

TbAQP2 (hellgrau) im Vergleich zu kein Aquaglyceoop-bildenden Hefeprotoplasten (schwarz).
Dargestellt Mittelwertkurven aus 6-9 Einzelmessumge

Es ist zu betonen, dass die WasserleitfahigkeiRahmen dieser Arbeit nicht isoliert evaluiert
und dieses Experiment als Vorversuch nur einmathdyefiihrt wurde. Es veranschaulicht aber
sehr eindrucksvoll, wie Pentamidin die Pore von Q&R blockiert und, im Gegensatz zum
Sorbitol beim PfAQP, nur in geringen Mengen bertotigrd, um seine Hemmwirkung zu

entfalten.
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Einfluss von TbAQP2-L,s4R auf die Pentamidinsensitivitat von Trypanosomen

In einer Kooperation testete die Arbeitsgruppe Roof. D. Horn der University of Dundee den
Einfluss des Aminosaureaustausches in TbAQRARLauf die Anfalligkeit von Trypanosomen
gegenuber dem Pentamidin. In einem Western Blonteowlie Gruppe die erfolgreiche, mit
Tetracyclin induzierbare Bildung von TbAQPZsiR in Trypanosomen detektiereAlb. 4.23
rechts). Die Dosis-Wirkungskurve von TbAQPZsR bildenden Trypanosomen zeigte eine
starke Verschiebung zu hoheren Pentamidinkonzesrieat im Vergleich zu Trypanosomen, die
Wildtyp-TbAQP2 bildeten. Insgesamt kam es zu eib@dfachen Erhohung des EfWertes
(Abb. 4.23 links). Somit konnte die durch den Aminosaureausth des Leucins264 gegen ein

Arginin in Funktionsmessungen mit Hefezellen bebieie Pentamidinresistenz auch in
Trypanosomen bestétigt werden.

B ThAQP2 ECs, = 0,65 nM

A TbAQP2-L,,R ECs, =103 nM TbAQP2-Lae,R
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Abb. 4.23 Die Western Blot Analyse zeigt die mit Tetracyc(iTet) induzierbare Bildung von GFP-
TbAQP2-LyeR in Trypanosomen (rechts). Die Dosis-Wirkungs-kKureigt den Einfluss von Pentamidin
auf eine GFP-TbAQP2 (rot) oder GFP-TbAQP%;R (blau) exprimierende aqp2-null-Zellinie von
Trypanosomen. Die resultierenden £@/erte sind angegeben. Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung von unabhangigen Klonen aus8yAglinks).

Die unmittelbare Folge eines Aspartats auf das mmgides ar/R-Selektivitatsfilters in der
Aminosauresequenz ist ein Leitmotiv von Aquaglypermen (100). Die Ergebnisse zeigen,
dass eine interne Salzbricke zwischen dem Argings Gelektivitatsfilters und dem
benachbarten Aspartat ein entscheidender Faktor vwgharum ein konventionelles
Aquaglyceroporin wie TbAQP3 der hemmenden Wirkung Yentamidin nicht zuganglich ist,

wéahrend im TbAQP2 die Carboxylgruppe des Aspart@atZB ein Interaktion mit Pentamidin
zur Verfiigung steht.
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4.2 Untersuchungen zum humanen AQP9

Zu den in diesem Abschnitt gezeigten Daten hat ®&knfeld im Rahmen ihrer Masterarbeit
(2014) wichtige Vorarbeitenh geleistet. Die fur dgezeigten Messungen verwendeten

AQP9-Mutanten wurden von ihr generiert.

4.2.1 Leitfahigkeitsmessungen von Monocarbonsauren/Monochoxylaten

Monocarboxylate  sind die  Anionen  schwacher  orgdmisc Sauren. Das
Dissoziationsgleichgewicht der in diesem Abschnittersuchten Substrate Milchséure
(PKs = 3,9), B-Hydroxybuttersdure (p&=4,4) und Essigsaure (pkK 4,7) variiert im
physiologischen Bereich stark mit dem vorherrsckenpH-Wert (1.3). Eine exakte Kontrolle
des Puffer-pH, als auch gleiche Temperaturbedingungei Einstellung dessen und bei der

Messung sind unabdinglich.
Milchsaure/Laktat

In einer ersten Messung wurde das pH-Profil dercMifiure/Laktat-Leitfahigkeit von dem
humanen Aquaglyceroporin AQP9 (82) bestimmt. Als rglech wurde das murine
Aquaglyceroporin  AQP7 herangezogen, fur welcheshdris keine Leitfahigkeit fir
Monocarbonsauren/Monocarboxylate beschrieben w(fde Im Folgenden wird aus Grinden
der Ubersichtlichkeit von AQP9 und AQP7 gesprocbéne die Herkunftsspezies gesondert

aufzufthren.

Fur die Leitfahigkeitsmessungen wurde der HefestaBimcerevisiaeW3031AAjenlAady?2
verwendet, der eine Deletion endogener Laktattiamsp aufweist (101). Als Shuttle fur die
codierende DNA des in den nachsten AbschnittenediifigtenAQP9 sowie Mutanten, und des
AQP7in die Hefezelle wurde ddrigh-copy vectopDRTXa verwendet (102). Die Hefezellen
wurden transformiert (3.1.13), osmosensitive Priatsten prapariert (3.3.3) und diese mit einem
hyperosmotischen Milchsaure/Laktat-haltigen Puifeder Stopped-Flow Apparatur gemischt.
Es herrschte ein einwértsgerichteter 50 mM Soldigrda. Mit den Messungen wurde ein
Spektrum von pH 3-7 abgedeckt. Diese Bedingungéergéir alle in den nachsten Abschnitten
aufgefiihrten Messungen. Resultierende Anderungen Rtetoplastenvolumens wurden als
Anderungen des Streulichtsignals detektiert.

Die erhaltenen Kurven zeigen einen charakteristisdhiphasischen Verlauf. In einer initialen

Phase kam es zu einem Wasserausstrom und einet éarthergehenden Erhdhung des
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Streulichtsignals. Darauf folgte bei Funktionalifét den entsprechenden Solutes ein Einstrom

aufgrund des chemischen Gradienten, welcher asdlabfies Streulichtsignal detektiert wurde.
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Abb. 4.24 pH-Abhangige Milchsaure/Laktat-Leitfahigkeit vohQP9 (blau) und AQP7 (rot). Der
Verlauf von Zellen, die kein Protein bilden ist e@iiz dargestellt. Gezeigt sind Mittelwertkurven &e&
Einzelmessungen aus 3 unabhéngigen Experimenten.

Die Leitfahigkeit von Protoplasten von AQP9-bildend Hefezellen fur Milchsaure/Laktat

erhohte sich stetig mit sinkendem pKAbb. 4.24 blaue Kurven, links). Im Gegensatz dazu

wurde fur Protoplasten von AQP7-bildenden Heferellber das gesamte Spektrum von pH 3-7

kaum eine Leitfahigkeit gefundeAl§b. 4.24 rote Kurven, rechts).
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Glycerol

Anderungen des Puffer-pH-Wertes beeinflussen micintdas Dissoziationsgleichgewicht von
Milchsaure/Laktat im Speziellen und Monocarbonséomocarboxylat im  Allgemeinen,

sondern kdnnen auch einen Einfluss auf die Int@#gvidn Proteinen haben (103).

Um einen moglichen pH-Einfluss einschatzen zu kdnmeirden analoge Messung mit Glycerol
durchgefuhrt. Mit einem pKWert von 14,2 liegt Glycerol in wassriger LOsungabhangig vom
pH immer ungeladen vor und ist somit ein guter Patar, um die Funktionalitat der Proteine
unabhangig vom Solut zu untersuchen. Die molarassdn von Glycerol mit 92 g molind
Milchsaure mit 90 g mdli unterscheiden sich kaum und auch die van der Wasisnina liegen
mit 88,0 & und 81,6 Rin der gleichen GroRenordnurbap. 5.1).

AQP9 war Uber das gesamte pH-Spektrum funktionelts aber eine stetige Abnahme der
Leitfahigkeit zu saureren pH-Werten hin aAbp. 4.25 blaue Kurven, links). Damit zeigte sich
eine zum Milchsaure/Laktat-Profil gegenlaufige Adiierung der Kurven. Bei pH 3 wurden
65 % der bei pH 7 gemessenen Leitfahigkeit erreiBQiP7 zeigte eine hohe Leitfahigkeit flr
Glycerol in einem Bereich von pH 5-7. Unterhalb kasnzum Funktionsverlusfpb. 4.25 rote
Kurven, rechts).
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Abb. 4.25 pH-abhangige Glycerol-Leitfahigkeit von AQP9 (jaund AQP7 (rot). Der Verlauf von
Hefezellen, die kein Aquaglyceroporin bilden, ishwarz dargestellt. Gezeigt sind die Mittelwertlenv
aus 6-9 Einzelmessungen aus 3 unabhangigen Expéeime
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Vergleich der Leitfahigkeiten von AQP9 und AQP7 furMilchsaure/Laktat und Glycerol

Um die Leitfahigkeiten von AQP9 und AQP7 fiur Miléhse/Laktat bzw. Glycerol genauer
beurteilen zu kénnen, wurden die Ratenkonstanten Stduteinstroms gegen den pH-Wert
aufgetragen.

Fur AQP9 ergab sich ein sigmoidaler Kurvenverlaiff @nem Maximum bei pH 3. Das heif3t
im sauren Milieu, wo der Anteil an Milchséure imrgechssetting maximal ist, zeigte sich die
hochste Leitfahigkeit mit einer Ratenkonstante Viowr 0,026 §'+ 0,004 §', welche der
Ratenkonstante fiir die Glycerolleitfahigkeit bei BHmit k = 0,023 + 0,003 & entspricht
(Abb. 4.26 blaue Kurve). Das pH-Profil weist auf eine Passdgr neutralen Milchsaure hin,
deren Anteil von 0,9 bei pH 3 deutlich den der A Uberwiegt. Im Falle einer Passage des
Anions héatte ein spiegelbildliches pH-Profil mihem Maximum bei pH 7 resultieren missen,

wo das Dissoziationsgleichgewicht fast vollstaralig der Seite des Laktats liegt.
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Abb. 4.26 pH-Abhéangigkeit der Ratenkonstanten des Milchsfuaktat-Einstromes (links) und des
Glyceroleinstromes (rechts) fur AQP9-bildende (bland AQP7-bildende (rot) Hefezellen. Dargestellt
sind die Mittelwerte der Ratenkonstanten aus dnebbangigen Experimenten mit je 6-9 Kurven. Der
Hintergrund wurde subtrahiert. Die Fehlerbalkenkiggen den S.E.M.

Fur AQP7 ergab sich ein nur sehr flach verlaufenoldsProfil. Es deutete sich ein leichter
Anstieg der Milchsaureleitfahigkeit zum Sauren &m@Abb. 4.26 links, rote Kurve). Allerdings
zeigte sich im pH-abhangigen Verlauf der Glycertiidigkeit Funktionsverlust unterhalb von
pH 5, weshalb fur AQP7 nur eine Betrachtung im Béreon pH 5-7 sinnvoll ist.Abb. 4.26
rechts, rote Kurve). In diesem Bereich ergab siok 2-4-mal hohere Glycerolleitfahigkeit als

fur AQP9. Es wurden fur AQP7 hingegen nur ein Atder Milchsaureleitfahigkeit von AQP9
erreicht wurde.
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Essigsaure/Acetat

Fur den Einstrom von Essigsaure/Acetat zeigte sinhungewdhnlicher Kurvenverlauf. Nach
einer initialen Phase des Wasserausstroms mit eBemumpfen der Protoplasten und einem
Anstieg des Streulichtsignals kam es zu einem didmEinstrom von Essigsaure/Acetat sowohl
fur Protoplasten AQP9 und AQP7 produzierender Heliea als auch fiir Hefezellen, die kein
Aquaglyceroporin enthielten. Besonders deutlichdwilies im Bereich < pH 6. Im zweiten

Kurvenabschnitt fiel das Streulichtsignal sogaeunten Nullpunkt abAbb. 4.27).
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Abb. 4.27. pH-abhangige Essigsaure/Acetat-Leitfahigkeit ¥@pP9 (blau) und AQP7 (rot). Der Verlauf
von Hefezellen, die kein Aquaglyceroporin bildent ischwarz dargestellt. Gezeigt sind die
Mittelwertkurven aus 6-9 Einzelmessungen aus 3 hiduadfigen Experimenten.

Essigsaure ist mit einer molaren Masse von 60,10l eutlich kleiner als Milchsaure und
Glycerol und liegt mit einem pKs von 4,7 im Messheln < pH 5 grof3tenteils protoniert und
damit ungeladen vor. Wie der Kurvenverlauf von &ptasten, die kein Aquaglyceroporin
enthalten, zeigt, diffundiert Essigséure passiwchkuie Biomembrane der Hefezellen hindurch
(Abb. 4.27, schwarze Kurven). Dieses Phdnomen ist auch inLieratur beschrieben (104).
Eine Uberlagerung des initialen Wasserausstromshdschnelldiffundierende Essigsaure, die
einen Wiedereinstrom von Wasser nach sich ziehtlaskbar. Die Zellen kbnnen nicht auf ihr
Minimum schrumpfen, bevor der Schwellvorgang eirtsahd im zweiten Abschnitt zu einem
Kurvenverlauf fuhrt, der die Nulllinie schneidetirFAQP9 ergibt sich ein im Vergleich zu
Zellen, die kein Aquaglyceroporin bilden, starkefsmstrom von Essigsaure/Acetathp. 4.27,
blaue Kurven). Der Verlauf fir pH 3 ist aus Grundksr Ubersichtlichkeit separat dargestellt
(Insert, links). Die Leitfahigkeit von Protoplast&®P7 bildender Hefezellen unterscheidet sich
hingegen kaum von solchen, die kein Aquaglycerapbitden @bb. 4.27, rote Kurven, rechts).

73



Ergebnisse

Das pH-Profil zeigte einen sigmoidalen Kurvenveflauit einer Zunahme der Leitfahigkeit fur
AQP9 im sauren pH-Milieu, mit einem Plateau bei Hind pH 4 Abb. 4.28 blaue Kurve).
Das heil3t, die Leitfahigkeit in dem Bereich am gieh, wo die ungeladene Essigsaure die
vorherrschende Spezies ist. Diese Beobachtung dexdkimit dem fir Milchs&dure gemessenen
pH-Profil und unterstitzt die These, dass die wadgrte Monocarbonsaure geleitet wird. Das
Profil von AQP7 verlauft wieder deutlich flachekhb. 4.28 rote Kurve). Die Werte fur pH 3
und pH4 wurden wegen des Funktionsverlustes vonPAQn diesem Bereich nicht
bertcksichtigt. Im auswertbaren Intervall von pH fitet AQP9 Essigsdure mindestens um ein
5faches schneller als AQP?7.
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Abb. 4.28 pH-Abhangigkeit der Ratenkonstanten des Essig#doetat-Einstromes (links) und des

Glyceroleinstromes (rechts) fir AQP9-bildende (bland AQP7-bildende (rot) Hefezellen. Dargestellt
sind Mittelwerte der Ratenkonstanten aus drei uaabigen Experimenten. Die Ratenkonstanten von
Hefezellen, die kein Agauglyceroporin enthaltenyrdem subtrahiert. Die Fehlerbalken markieren den
S.E.M.

3-Hydroxybuttersédure/R-Hydroxybutyrat

Fur die Messung der RR-Hydroxybuttersaure /3-Hydboakyrat Leitfahigkeit von AQP9 wurde
das Racemat eingesetzt, wahrend bei den Messuregehlilthsédure/Laktat-Leitfahigkeit mit
dem physiologisch vorliegenden L-Isomer gearbeitetde. Es ist nicht auszuschlie3en, dass
eine Messung der physiologisch relevanten [(-D-Hyybottersaure in Anbetracht einer
bedingten Stereoselektivitat von AQPs (1.1.2) nubgliweise zu einer hoheren Leitfahigkeit
gefuhrt hatte.

Fur AQP9 zeigte sich zuné&chst eine Zunahme defébagtkeit mit sinkenden pH-Werten, wie
bereits fur Milchsaure/Laktat und Essigséaure/Acgeateigt. Allerdings wird im Unterschied der
maximale Einstrom bei pH 4 und pH 5 erreicht unit fiei pH 3 wieder abAbb. 4.29 blaue
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Kurven, links). Fir AQP7 ergibt sich kaum eine taiigkeit im kompletten pH IntervallApb.
4.29 rote Kurven, rechts)
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Abb. 4.29 pH-abhangige R-Hydroxybuttersaure/3-Hydroxybutieitfahigkeit von AQP9 (blau) und
AQP7 (rot). Der Verlauf von Hefezellen, die kein of@in bilden, ist schwarz dargestellt.
Mittlewertkurven aus 6-9 Einzelmessungen aus 3 hdwadigen Experimenten.

Eine Auftragung der Ratenkonstanten @eldydroxybuttersdur@tHydroxybutyrat-Einstromes
gegen den pH-Wert ergab fur AQP9 eher einen gldékemgen Verlauf Abb. 4.30 blaue
Kurve). Fur AQP7 ergab sich wieder ein deutlicichierer Verlauf Abb. 4.30, rote Kurven).
Die Werte bei pH 3 und pH 4 wurden aufgrund deskEansverlustes von AQP7 nicht
berticksichtigt. In einem Bereich von pH 5-7 leitefP9 um ein 2-3faches besser

3-Hydroxybuttersaure/R-Hydroxybutyrat als AQP7.
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Abb. 4.30: pH-Abhangigkeit der Ratenkonstanten des (-Hydrotgmaure/R-Hydroxybutyrat-
Einstromes fur AQP9-bildende (blau) und AQP7-bildien(rot) Hefezellen. Dargestellt sind die
Mittelwerte der Ratenkonstanten aus drei unabh@&ngigxperimenten mit je 6-9 Kurven. Der
Hintergrund wurde subtrahiert. Die Fehlerbalkenkigaen den S.E.M.
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Aufnahme der neutralen Saure

Die steigende Leitfahigkeit von AQP9 fur Essigsaiidchsaure und R3-Hydroxybuttersdure mit
sinkendem pH-Wert gab einen starken Hinweis aufRdissage der neutralen Saure. Um dieses
Szenario abzuklaren, wurde zusatzlich die pH-Werdékung des Mediums durch AQP9
bildende Hefezellen im Vergleich zu Hefezellen, #&n Aquaglyceroporin herstellen, nach
Zugabe von 20 mM Milchsaure/Laktat bei pH 5 untehg{3.3.2).

Um kleine pH-Anderungen detektieren zu koénnen, was Medium schwach mit 4 mM
Zitronensaure gepuffert. Der gewahlte pH 5 ist Kmmpromiss zwischen einer mdoglichst
grof3en Differenz zum pKWert der Milchséaure, um eine Pufferung durch diesevermeiden,

und einer maximalen Leitfahigkeit von AQP9.
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Abb. 4.31 pH-Wert-Anderung des Mediums durch AQP9 bilderdefezellen (graue Kurve) und
Hefezellen, die kein Aquaglyceroporin bilden (schwea Kurve), nach Zugabe von 20 mM
Milchsaure/Laktat.

Fur Zellen, die AQP9 produzieren, kam es im Vedjleizu Hefezellen, die kein
Aquaglyceroporin bilden Abb. 4.31, schwarze Kurve), zu einer stetigen Alkalisieruhes
Mediums Abb. 4.31, graue Kurve). Dies sprach fir einen Durchtritt gestonierten Saure.
Ware es zu einer Passage des Anions gekommem kiggteurickbleibenden Protonen flr eine
Azidifizierung des Milieus gesorgt (105). In denlgenden Kapiteln wird aus Grinden der
Ubersichtlichkeit ab jetzt nur noch von der Mondcarsdure als geleiteter Spezies gesprochen.
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4.2.2 Einfluss von Protonophoren auf die Milchsaureleitféigkeit von AQP9

Fur die Passage der jeweiligen Monocarbonsaurehdd€zP9 sind theoretisch zwei Szenarien
denkbar. Entweder wandert die S&ure in ihrer pretten, ungeladenen Form oder es kommt zu
einer Leitung von Anion und Proton nebeneinandeBimme eines Co-Transports. Im Folgenden
sollte die Frage geklart werden, ob AQP9 Eigendehagines Sekundartransporters erworben
hat, dessen Aktivitat Uber den Protonengradientestegiert wird (106). Zu diesem Zwecke
wurde das 2,4-Dinitrophnol (DNP) eingesetzt. DNRdfiert als Protonophor, eine Substanz, die

den Protonengradienten zerstort.
Einfluss von DNP auf die Integritat von Hefeprotophasten

In einem ersten Versuch wurde der Einfluss von CaIP die Integritat der Hefeprotoplasten
getestet. Unter hyperosmotischen TestbedingungepHbel wurde dazu in der Stopped-Flow
Apparatur die Leitfahigkeit von Protoplasten AQRRIénder Hefezellen fur Glycerol vor und
nach Behandlung mit DNP gemessen. Glycerol isheirtrales Molekul, welches mit geringem
Energieaufwand von ~ 5 kcal mbbturch die Kanalpore von AQP9 diffundiert und eirtegu
Parameter fUr eine Evaluierung des vom Protonerggrtah losgelosten DNP-Effekts auf die
Proteinfunktion ist. Der Glyceroleinstrom von unbefelten Protoplasten AQP9-bildender
Hefezellen Abb. 4.32 schwarze Kurve) mit einer Ratenkonstante vorOk3283 s'+ 0,0003 &
unterschied sich im t-Test in einem 95%igen Konfetervall nicht signifikant von der mit
DNP behandelten Protoplasten mit k = 0,025& ,0029 §* (Abb. 4.32 schwarze Kurve).
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Abb. 4.32 Einfluss von 1 mM 2,4-Dinitrophenol (DNP) auf d@lycerolleitfahigkeit von AQP9.
Dargestellt sind Mittelwertkurven aus je 6-9 Aufd@iungen aus 3 unabhangigen Experimenten (links).
Die schwarze Kurve zeigt die Leitfahigkeit unbehaltet und die graue Kurve mit DNP behandelter
Protoplasten. Im Balkendiagramm sind Ratenkonstaaiés Glyceroleinstroms gezeigt. Die Fehlerbalken
geben den S.E.M. an (rechts).

77



Ergebnisse

Einfluss von DNP auf die Milchsaureleitfahigkeit van AQP9

Unter Annahme eines zytosolischen pH-Wertes vomrrrsbhte bei den Messbedingungen von
pH 4 ein 1.000:1 einwarts gerichteter ProtonengratdiWirde AQP9 als ein sekundar aktiver
Symporter fUr Laktat-Anion und Proton agieren, édtte Zerstérung des Protonengradienten
durch DNP einen erheblichen Einfluss auf dessechddureleitfahigkeit.

Unter hyperosmotischen Testbedingungen bei pH 4levdazu in der Stopped-Flow Apparatur
die Leitfahigkeit von Protoplasten AQP9-bildendeefékellen fir Milchsdure vor und nach
Behandlung mit DNP gemessen. Protoplasten AQP@#dr Hefezellen zeigten auch nach
Behandlung mit DNP einen Einstrom von Milchsaurer gich mit dem Einstrom von
Milchsdure in unbehandelte Protoplasten deckébb( 4.33 Ilinks). Die ermittelten
Ratenkonstanten fiur den Milchsaureeinstrom zeigiem t-Test in einem 95%igen
Konfidenzintervall keinen signifikanten Unterschiedwvischen mit DNP unbehandelten
(k=0,01608 +0,00255) und behandelten (k=0,017740,00165") Protoplasten
AQP9-bildender HefezelleiAbb. 4.33 rechts, Balkendiagramm).
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Abb. 4.33 Einfluss von 1 mM 2,4-Dinitrophenol (DNP) auf dMilchs&ure/Laktat-Leitfahigkeit von
AQP9 bei einem Gradienten von 50 mM und pH 4. Dsteji sind die Mittelwertkurven aus je 6-9
Aufzeichnungen aus 3 unabhangigen Experimenteht@edie schwarze Kurve zeigt die Leitfahigkeit
unbehandelter und die graue Kurve mit DNP behaeddhrotoplasten. Die im Balkendiagramm
gezeigten Ratenkonstanten sind Mittelwerte aus@Hmenten. Die Fehlerbalken geben die S.E.M.s an
(links).

Aus diesem Ergebnis liel3 sich schlussfolgern, diiesLeitung der neutralen Milchséure
unabhangig vom Protonengradienten geschieht undegasn starken Hinweis darauf, dass

AQP9 im Sinne eines Kanalproteins fungiert und qmagrte Milchsaure leitet.
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4.2.3 Theoretische versus reale Monocarbonsaureleitfahigkt von AQP9

AQP9 zeigte keine Eigenschaften eines sekundaveaktiSymporters. Die protonierte

Monocarbonsaure passiert die Kanalpore wahrschRimlis ungeladener Solut. Ungewdhnlich
erscheint in diesem Zusammenhang jedoch die dewtiowacher ausgepragte Leitfahigkeit von
AQP?7 fur Monocarbonsauren im Vergleich zu AQP9, ieald Glycerol hingegen mit 2-4facher

Rate geleitet wird (4.2.1).

Im nachsten Schritt wurde in einer theoretischetra®btung gepruft, ob die experimentell
ermittelten Ratenkonstanten sich mit dem durch @Dissoziationsgleichgewicht vorliegenden
Anteil an Saure decken. Dazu wurde das PlateauilomsHendersson-Hasselbalch berechneten
Saureanteils auf den héchsten Wert des experinhemtsittelten pH-Profils fir die jeweiligen
Substrate normiert und beide Kurven in einem Graptwessammengebracht. Der Vergleich des
Uber Hendersson-Hasselbalch berechneten Anteilgedeiligen SdureAbb. 4.34 gepunktete
Kurve) mit dem tatséachlich erhaltenen pH-Profil dgehelte Kurve), zeigte fir alle
untersuchten Solute, wie die Leitfahigkeit mit gegidem Anteil der protonierten Spezies
korreliert. Wéahrend sich fur Essigsaure die Leidgébit mit der Fraktion vorliegender Saure
deckte Abb. 4.34 links), ergab sich fir Milchsaure eine Verschiepwm 0,6 log Einheiten
(Mitte) und fur R-Hydroxybuttersaure sogar eine sébiebung um 1 log Einheiten zu héheren
pH-Werten (rechts). Anders ausgedrickt leitete AQM8chsaure mit 4-mal und -
Hydroxybuttersdure mit 10-mal hoherer Wahrscheliikieit die entsprechende
Monocarbonsaure, als dem Anteil neutraler Saure degebenem pH entspricht. Diese
Beobachtung legte einen Mechanismus nahe, der A@&® AQP7 abhebt und eine

Spezialisierung auf die Leitung von Monocarbonséa@aubt.
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Abb. 4.34 Vergleich der theoretischen (gepunktet) mit despeeimentell ermittelten (gestrichelt)
Leitfahigkeiten fur Essigsaure (links), Milchsaukditte) und 3-Hydroxybutterséaure (rechts)
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4.2.4 Berechnungen der Poisson-Boltzmann Elektrostatik

Die Elektrostatik von Aquaporinen und Aquaglycenopen beeinflusst die Auswahl von
Soluten. So fiihrt die positive Barriere durch detR&Selektivitatsfilter zu einem Ausschluss
positiver Ladung (1.1.2). Die getesteten Monocagdorren/Monocarboxylate liegen in einem
physiologisch relevanten pH-Milieu > 5 zum Grol3t#protoniert und damit als Anionen vor.
Positive Ladung, die in der Lage ist Kationen vonee Passage auszuschliel3en, kdonnte im
Gegenzug zu einer Anziehung von Anionen fuhrentféleigkeitsunterschiede zwischen AQP9
und AQP7, sowie die ermittelte pH-Verschiebung, rkén auf eine unterschiedliche

elektrostatische Architektur der zwei Proteine zudufihren sein.

Um diese Hypothese priufen, wurde die Poisson-BatanElektrostatik fur Strukturmodelle der
beiden Proteine berechnet (107, 92). Fur AQP9 esiab auf extrazellularer Seite eine stark
positive Ladung der Oberflache, wéhrend AQP7 eegative Ladung aufwie®\pbb. 4.35).

AQP9

Abb. 4.35 Poisson-Boltzmann Elektrostatik von AQP9 (linksJd AQP7 (rechts) in der Aufsicht auf das
Tetramer. Bereiche positiver Ladung sind blau, s®lmit negativer Ladung rot dargestellt. Die Moelell
fur die Berechnung wurden basierend aufeleroli GlIpF Kristallstruktur (PDB#1FX8) erstellt.

Um die fir die entgegengesetzten elektrostatisiaerflachenprofile relevanten Aminoséauren
zu identifizieren, wurden Sequenzvergleiche durfiifyeé Gesucht wurden positiv geladene
Aminosauren an der Oberflache und in der Porennegi@ in anderen Aquaglyceroporinen, fur

die keine Leitfahigkeit flir Monocarbonsauren besdien wurde, abwesend waren.

So wurden ein Histidin an Position 146 des AQP9 ittethar Gber dem Arginin219 des ar/R-
Selektivitatsfilter und zwei Arginine an Positionl 5und 53 an der Oberflache der
Poreneingangsregion ermitteil{b. 4.36).
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7 )
AQP9 (Model)

Abb. 4.36 Seitenansicht des AQP9-Monomers. Die relevanteimAsauren sind in Spharen dargestellt.
Das Modell wurde mit Swissmodel basierend auf derHinaten delE. coli GlpF Kristallstruktur
(PDB#F1X8) erstellt und mit Pymol visualisiert.

Um einen Einfluss dieser Kandidaten auf die Elekatik zu evaluieren, wurde fir die silico
Mutanten AQP9-hiA, AQP9-RR1sAA und AQP9-RRisEE ebenfalls die Poisson-
Boltzmann Elektrostatik berechnetlb. 4.37). Fur die Mutante AQP9-HsA kam es zu einer

Verringerung, fur AQP9-RR s:AA zu einer Neutralisation und fiur AQP9-RREE zu einer
Umkehrung der positiven Ladung.

Abb. 4.37. Poisson-Boltzmann Elektrostatik ausgewdahlter Miga von AQP9 in der Aufsicht auf das
Tetramer. Bereiche positiver Ladung sind blau, l®lmit negativer Ladung rot dargestellt. Die Moelell
fur die Berechnung wurden basierend aufeleroli GlpF Kristallstruktur (PDB#1FX8) erstellt.
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4.2.5 Funktionskontrolle verschiedener Aminosaureaustaudee in AQP9

Die in silico generierten Mutanten AQP9:iHA, AQP9-RR; s AA und AQP9-RR; sEE zeigten
eine abweichende Poisson-Boltzmann ElektrostdtieriOberflache (4.2.4.)

Um den Einfluss ihrer Elektrostatik auf die Mondmamsaure-Leitfahigkeit experimentell zu
testen, wurden W30314enlAady2 Hefezellen transformiert und die erfolgreiche Heltahg
der mutierten Proteine mittels Western Blot geprilifie berechnete Gréfe von AQP9 mit
N-terminalem HAtag und C-terminalem Hisag lag bei 35 kDa. Bei den zuséatzlichen Banden
handelte es sich vermutlich um Dimere und TetrammereWildtyp-AQP9 und MutanterApb.
4.38 links). Die Funktion der Proteine wurde in deoigied-Flow Apparatur bei pH 7 unter
hyperosmotischen Bedingungen getestet. AQR&AHund AQP9-RRB;s£E zeigten gleiche
Glycerolleitfahigkeiten  wie  Wildtyp-AQP9, wéahrend QFP9-RR;sAA mit einem
Funktionsverlust einherging und von weiteren Untelnsingen ausgeschlossen wurde.

AQP9 AQP9
% % % %
(o)}

% {%6\ '§; %, f%@ 23
kba N % % By N Yy R ey
120 —

85 — - 44 004
50 — &,

g 0,02 -
Bs— wWPwme

x

Abb. 4.38 Herstellung (links) und Funktionskontrolle (reghtvon Wildtyp-AQP9 und Mutanten. Es
handelt sich um Mittelwerte aus drei unabhangigepeEmenten aus je 6-9 Einzelmessungen. Die
Fehlerbalken geben den S.E.M. an. Im Western Blotlen pro Spur 75 pg Gesamtprotein aufgetragen.
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4.2.6 Leitfahigkeit von AQP9-H 146A fir Monocarbonsauren

Das Histidin an Position 146 in AQP9 ist einzigarim Sequenzvergleich mit anderen
Aquaglyceroporinen, die keine Leitfahigkeit fur Mmrarbonsauren aufweisen. Es befindet sich
direkt Uber dem ar/R-Selektivitatsfilter und traédg basische Aminosaure zu einer Positivierung
des elektrostatischen Feldes bei. Im Computermaatghb sich entsprechend fir die Mutante
AQP9-H46A eine Abschwéachung der positiven Ladung (4.2.40eBERolle des Histidin146 bei
der Anziehung von Anionen ist daher denkbar. ImgEonten wurde die Wirkung des

Aminosaureaustausches auf die Monocarbonsauréligikigit getestet.
Essigsaure

Zunachst wurde in der Stopped-Flow Apparatur diatfdleigkeit von AQP9-HA flr
Essigsaure unter hypertonischen Bedingungen gemeBse aus den Stopped-Flow Kurven
ermittelten Ratenkonstanten wurden gegen den pH-Vdefgetragen. Es ergab sich fur
AQP9-H46A eine sigmoidale Kurve mit einem Plateau bei pHurdd pH 4 Abb. 4.39
durchgezogene Linie, offene Kreise), die nahezukulggsgleich mit dem pH-Profil von
Wildtyp-AQP9 verlief (gestrichelte Linie).

0,2 -

k Essigséure (3_1 )
o
“—\
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Abb. 4.39 pH-Abhangigkeit der Ratenkonstanten des Essigs#&tinstromes flir AQP9-i4A-bildende
Hefezellen (durchgezogene Linie, offene Kreise) Wargleich zum Wildtyp (gestrichelte Linie).
Dargestellt sind die Mittelwerte der Ratenkonstardeis drei unabhangigen Experimenten mit je 6-9
Kurven. Die Ratenkonstanten von Hefezellen, die K&juaglyceroporin enthalten, wurden subtrahiert.
Die Fehlerbalken markieren den S.E.M.
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Milchséure

Analog wurde auch die Leitfahigkeit von AQPQsbA flr Milchsaure gemessen. Es ergab sich
auch fur dieses Substrat eine sigmoidale Kurveemigm Maximum im sauren Milieu bei pH 3
(Abb. 4.40 durchgezogene Line, offene Kreise). Der Verlaudrhielt sich beinahe
deckungsgleich mit dem von Wildtyp-AQP9 (gestrithlinie).

0,03 - AQP9

K Milchsaure

0,01 1

0,00 -

Abb. 4.40 pH-Abhangigkeit der Ratenkonstanten des Milchsakinstromes fur AQP9-i4A-bildende
Hefezellen (durchgezogene Linie, offene Kreise) Vfargleich zum Wildtyp (gestrichelte Linie).
Dargestellt sind die Mittelwerte der Ratenkonstand®is drei unabhangigen Experimenten mit je 6-9
Kurven. Die Ratenkonstanten von Hefezellen, dia Kgjuaglyceroporin enthalten, wurden subtrahiert.
Die Fehlerbalken markieren die S.E.M.s.

Der Aminosaureaustausch des Hisitidin146 gegen reatrales Alanin fuhrte zu keiner
Veranderung der Leitfahigkeit von AQP9 flr die Moatbonsauren Essigsaure und Milchsaure.
Aus den Ergebnissen lasst sich schliel3en, daddigagin an Position 146 keine relevante Rolle

bei der Spezialisierung von AQP9 auf Monocarboreéspielt.
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4.2.7 Leitfahigkeit von AQP9-RRs; s£E fur Monocarbonséuren

In AQP9 befinden sich in der extrazellularen Sdklaian Position 51 und 53 zwei Arginine, die
aus der Poreneingangsregion herausragen und ithéeretischen Berechnung von Poisson-
Boltzmann Potenzialen ein stark positives Feld enRtoteinoberflache generieren (4.2.4). Eine
Substitution der Arginine durch ein unpolares Atamkiam einer Neutralisation gleich (vgl.
Elektrostatik RR; sAA, Abb. 4.37), die durch Austausch des Histidin146 in so starkeismald
nicht erreicht werden konnte (vgl. Elektrostatik4, Abb. 4.37). Die Mutante AQP9-
RRs; 5E£E fuhrte zu einem stark negativen Feld &ahnlich dean AQP7. Der Effekt der
Ladungsumkehrung auf die Leitfahigkeit von AQP9sREEE fur Monocarbonsauren wurde in

weiteren Stopped-Flow Experimenten getestet.
Essigsaure

Das pH-Profil der Essigsaureleitfahigkeit von AQRBs1 sE£E zeigte eine sigmoidale Kurve mit
einem Maximum bei pH 3Abb. 4.41, durchgezogene Kurve, offene Kreise), verlief gdo
deutlich flacher als das von Wildtyp-AQP9 (gesteltld Linie). Bei pH 3 erreichte AQP9-
RRs1 5£E 38 % der Leitfahigkeit von Wildtyp-AQP9; bei pHwaren es 27 %. Im Bereich von
pH 5-7 zeigte Wildtyp-AQP9 2,5-8-mal hthere RatEnfQP9-RR; sEE.

0,2 4
_ AQP9
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Abb. 4.41 pH-Abhéangigkeit des Essigsaure/Acetat-EinstrofiesProtoplasten von AQP9-RREE-
bildenden Hefezellen (durchgezogene Linie, offeneid€) im Vergleich zum Wildtyp (gestrichelte
Linie). Dargestellt sind die Mittelwerte der Ratenktanten aus drei unabhéngigen Experimenten mit je
6-9 Kurven. Die Ratenkonstanten von Hefezellen, kén Aquaglyceroporin enthalten, wurden
subtrahiert. Die Fehlerbalken markieren den S.E.M.
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Milchséure

Eine starkere Reduktion ergab sich fur die Leitjéibit von AQP9-RR, sE£E fur Milchsaure.
Ein sigmoidaler Kurvenverlauf deutet sich nur a&blf. 4.42 durchgezogene Linie, offene

Kreise). Es wurden maximal 7 % der Leitfahigkeihwildtyp-AQP9 erreicht.
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Abb. 4.42 pH-Abhé&ngigkeit des Milchsaure-Einstromes fir tBptasten AQP9-RRs£E bildender
Hefezellen (durchgezogene Linie, offene Kreise)Margleich zum Wildtyp-AQP9 (gestrichelte Linie).
Dargestellt sind die Mittelwerte der Ratenkonstardeis drei unabhangigen Experimenten mit je 6-9
Kurven. Die Ratenkonstanten von Hefezellen, dia idejuaglyceroporin enthalten, wurden subtrahiert.
Die Fehlerbalken markieren den S.E.M.

3-Hydroxybuttersaure

Die Leitfahigkeit von AQP9-RR s£E fur R-Hydroxybuttersaure ergab wie fur WildtyQR9
einen glockenférmigen Verlauf mit einem Maximum pei 4 Abb. 4.43 durchgezogene Linie,
offene Kreise). Bei pH 3 wurden 37 % der Leitfaldgkvon Wildtyp-AQP 9 erreicht. Im

Bereich von pH 5-7 waren es hochstens 30 %.

AQP9-RR; sEE zeigte somit fur alle getesteten Monocarbonséenge reduzierte Leitfahigkeit
im Vergleich zu Wildtyp-AQP9. Im Bereich von pH 5-i8t dieser Effekt mit AQP7
vergleichbar. Beide Proteine haben ein negativesri@@chenlayout und eine Abstol3ung von
Monocarboxylaten ware denkbar. Es ist auffalliggddie Leitfahigkeit von AQP9-RRsEE im
sauren Milieu, in dem die Glutamate an E51 und g%2oniert vorliegen und die Elektrostatik
keinen Einfluss haben sollte, trotzdem nicht diet&/gon Wildtyp-AQP9 erreichte.
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Abb. 4.43 pH-Abhéngigkeit des 3-Hydroxybutyrat-Einstromés Protoplasten von AQP9-BRREE
bildenden Hefezellen (durchgezogene Linie, offeneecid€) im Vergleich zum Wildtyp-AQP9
(gestrichelte Linie). Dargestellt sind die Mitteltee der Ratenkonstanten aus drei unabhangigen
Experimenten mit je 6-9 Kurven. Die Ratenkonstantem Hefezellen, die kein Aquaglyceroporin
enthalten, wurden subtrahiert. Die Fehlerbalkerkmaegn den S.E.M.

Glycerol

Um auszuschliel3en, dass die geringe Leitfahigkeit eanen Funktionsverlust des Proteins
zuruckzufihren ist, wurde ebenfalls die Glycerti#iigkeit von AQP9-RR s£E Uber das
gesamte pH-Spektrum getestet. Das pH-Profil derc&oblleitfahigkeit von AQP9-RR s£E
(Abb. 4.44 durchgezogene Line, offene Kreise) deckte sich ageim von Wildtyp-AQP9
(gestrichelte Linie). Somit konnte Funktion Uberndgesamten pH-Bereich der Messung
angenommen werden und die verminderten Leitfahigkeifir Monocarbonsduren sind

wahrscheinlich auf die elektrostatische Architeldar Mutante zurtickzufiihren.

0,06 | AQP9
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Abb. 4.44 pH-Abhangigkeit des Glycerol-Einstromes fur Pplésten AQP9-RRsEE bildender
Hefezellen (durchgezogene Linie, offene Kreise)Margleich zum Wildtyp-AQP9 (gestrichelte Linie).
Dargestellt sind die Mittelwerte der Ratenkonstardeis drei unabhangigen Experimenten mit je 6-9

Kurven. Die Ratenkonstanten von Hefezellen, die igjuaglyceroporin enthalten, wurden subtrahiert.
Die Fehlerbalken markieren den S.E.M.
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Aufnahme der neutralen Milchséaure

Fur die Mutante AQP9-RRsEE wurde in einem weiteren Experiment ebenfalls plit¢
Anderung des Mediums nach Zugabe von 20 mM Milchedtiaktat bei pH 5, wie unter 3.3.2
beschrieben, untersucht. Auch hier wurde, wie sclomor fir Wildtyp-AQP9, eine
Alkalisierung des Mediums beobachtet, was die Alufn@ der neutralen Milchsaure indiziert

(Abb. 4.45. Die Alkalisierung verlief halb so schnell wierdh den Wildtyp vermittelt.
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Abb. 4.45 pH-Anderung des Mediums uber die Zeit fir AQP9REEE (graue Punkte). Zum Vergleich
sind in gestrichelter Form die Kurven fir Wildtyg®9 (grau) und von Hefezellen, die kein
Aquaglyceroporin bilden (schwarz) dargestellt (8pk Im Balkendiagramm sind Mittelwerte der
Ratenkonstanten aus drei unabhangigen Experimeritgaweils drei technischen Replikaten dargestellt
Die Fehlerbalken indizieren den S.E.M.

Damit konnte mit einem zweiten unabhangigen Expemingezeigt werden, dass auch in der
Mutante AQP9-RR sEE eine Aufnahme der neutralen Saure erfolgt, abrniedrigerer
Wabhrscheinlichkeit als fur Wildtyp-AQP9, was verielt auf die negative Elektrostatik der
Oberflache von AQP9-RRRsEE zuriickgefuhrt werden kann. Diese Beobachtungekert mit

dem Ergebnis der vorangegangenen Stopped-Flow Mgssu
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4.2.8 Weitere Ergebnisse aus einem Kooperationsprojekt

Einfluss von Meprinen auf die Glycerolleitfahigkeitvon AQP7

Im Rahmen eines Kooperationsprojektes mit dem iéskeeis von Prof. Dr. Christoph Becker-
Pauly wurde der Einfluss von Meprinund MeprinB auf die Glycerolleitfahigkeit von AQP7
untersucht. Meprine sind membrangebundene Metallejprasen, die an einer Vielzahl
physiologischer und pathophysiologischer Prozesseillyt sind (108). Dazu gehdren unter
anderem eine Beteiligung am extrazellularen Mentoraover, an der Neurodegeneration und
an Entzindungsreaktionen (109, 110). Auf der Sudwh mdoglichen Interaktionspartnern von
Meprinen fand Prof. Becker-Pauly in eineplit-ubiquitin yeast-two-hybrid screqiill, 112)

unter den Treffern das murine AQP?7.

Effekte der Protease auf AQP7 wurden in Stopped+Hxperimenten weiter untersucht. Die
Messungen wurden unter hypertonischen Bedingunganpbl 7,2 und einem 300 mM
Glycerolgradienten durchgefuhrt. Protoplasten v&@@PX-bildenders. cerevisiadY4742Afpsl
Hefezellen wurden mit 15 nM Meprim oder Meprinf versetzt und 2 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Als Vergleich dienten Protoplasten voQR7-bildenden Hefezellen, die nicht mit
Meprinen behandelt wurden. Die Glycerolleitfahigkeion mit Meprin a behandelten
HefeprotoplastenAbb. 4.46 hellgraue Kurve, links) war im Vergleich zu nidhandelten
Protoplasten (dunkelgraue Kurve, links) unverandéme Behandlung mit Meprif fihrte
hingegen zu einer leichten Erhéhung der Glycerittdleigkeit von Protoplasten AQP7 bildender
Hefezellen Abb. 4.46 hellgraue Kurve, rechts) im Vergleich zu nichhéedelten Protoplasten
(dunkelgraue Kurve, rechts).
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Abb. 4.46 Einfluss von Meprina (links) und Meprinf (rechts) auf die Glycerolleitfahigkeit von
Protoplasten AQP7 bildender Hefezellen (hellgram) Yergleich zu nicht behandelten Protoplasten
AQP7 bildender Hefezellen(dunkelgrau). Die schwda¢meve zeigt den Verlauf von Hefezellen, die kein
Aquaglyceroporin bilden.

89



Ergebnisse

Um einen Aquaglyceroporin-unabhangigen Effekt aef[@urchlassigkeit der Protoplasten und
eine unspezifische Interaktion mit Aquaglyceropenrim Allgemeinen auszuschliel3en, wurde
der Einfluss von Meprina. und Meprin B auf die Glycerolleitfahigkeit von Protoplasten
AQP9-bildender Hefezellen und auf Protoplasten tAmiezellen, die kein Aquaglyceroporin
bilden (Negativkontrolle) getestet. Wahrend die dglylleitfahigkeit AQP9 Abb. 4.47, Mitte)
und der Negativkontrolle (links) durch Meprine uelndlusst blieb, kam es fur AQP7 nach
Inkubation mit Meprin3 zu einem 1,6fachen Anstieg der Ratenkonstanté&stieseroleinstroms
(rechts).

(=) AQP9 AQP7

0,03 -
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Abb. 4.47 Einfluss von Meprin und Meprinf3 auf die Glycerolleitfahigkeit von Protoplasten AQP
AQP7 und kein Aquaglyceroporin herstellender Helfeme (graue Balken) im Vergleich zu
unbehandelten Protoplasten (schwarze Balken). Edemu4 unabhangige Experimente mit jeweils 6-9
Einzelmessungen durchgefihrt. Die Fehlerbalkerziadén den S.E.M.

Im nachsten Schritt wurde evaluiert, ob der Efféé&s Mepring den Glyceroleinstromes durch
AQP7 zu erhbhen auf dessen Protease-Aktivitdt caldr eine reine Bindung an das
Proteinmolekil zurtickzufihren ist. Dazu wurde Mejrmit 20 uM des Inhibitors Actinonin 30
min vorbehandelt, bevor die Inkubation der Protsiga gestartet wurde. Es kam es zu einem
Glyceroleinstrom, der sich mit dem von Protoplasé&€P7-bildender Hefezellen deckte, die
unbehandelt warerApb. 4.48).

Das Ergebnis ist ein Hinweis darauf, dass die BEshghder Glycerolleitfahigkeit von AQP7
nach Behandlung mit Mepriff mit dessen enzymatischer Aktivitat verknupft istdudas
Aquaglyceroporin AQP7 vermutlich ein Substrat dieBeotease ist. Die Ratenkonstanten von
sowohl unbehandeltem AQP7, als auch mit inhibiertdéfeprin B behandeltem AQP7
unterscheiden sich im t-Test innerhalb eines 95fwigéonfidenzintervalls von der
Ratenkonstante von mit Meprninkubiertem AQP?7.
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Abb. 4.48 Einfluss von aktiven und inaktiven Meprfn(graue Kurven links, graue Balken rechts) auf
die Glycerolleitfahigkeit von Protoplasten AQP7deihder Hefezellen im Vergleich zu unbehandelten
Protoplasten (schwarze Kurven links, schwarze Baleehts). Es handelt sich um Mittelwerte aus drei
unabhangigen Experimenten aus jeweils 6-9 Einzedomggen. Die Fehlerbalken indizieren den S.E.M.
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die ausgewahlten Aquegjigporine TbAQP2 und AQP9 auf ihre
Leitfahigkeit fir geladene Solute, unter Berucksglmg von Besonderheiten im ar/R-
Selektivitatsfilterlayout und ihrer elektrostatiech Architektur, zu untersuchen. Fur TbAQP2
sollte eine mogliche Passage des di-kationischeméstoffes Pentamidin evaluiert und das

AQP9 auf seine Leitfahigkeit flr organische Aniornem getestet werden.

5.1 Fungiert TOLAQP2 als Transporter fur das PentamidinKation?

In dieser Arbeit konnte in Stopped-Flow Messungereigt werden, dass der Selektivitatsfilter
von TbAQP2 trotz seines besonderen Layouts unethgéskt in der Lage ist, organische
Kationen auszuschlieen und eine Passaage des 84§rdBen zweifach positiv geladenen
Pentamidins unwahrscheinlich ist (4.1.1).

Kationenleitfahigkeit der Protomerpore von natirliccorkommenden Aquaporinen und
Aquaglyceroporinen ist bisher in der Literatur nibleschrieben und wirde auch stark von den
bisherigen Erkenntnissen zum Selektionsmechanistivesgieren. Eine unkontrollierte Passage
durch die rigide Kanalpore von Aquaporinen und Aglyeeroporinen wirde zu einem Einbruch
des Membranpotentials und zur Zerstbérung der LdBbigkeit von Zellen fuhren. Die
Aufrechterhaltung des Kationenhaushaltes ist streggliert und spezialisierten Transportern
Uberlassen (113). Es gibt jedoch Berichte Uber T@amsport monovalenter Kationen tber die
Zentralpore des humanen AQP1 (114). Dieitro erzeugte Doppelmutante AQP1-NNyDD,

in der die NPA-Motive zu DPA mutiert und damit dielixdipole neutralisiert wurden, gewann
ebenfalls die Fahigkeit Natriumionen zu leiten (3E)n natirlich vorkommendes Aquaporin
bzw. Aquaglyceroporin mit einer solchen Mutationt iallerdings nicht bekannt (10).
Veranderungen der NPA-Region betreffen haufig eieite oder dritte Aminoséure (10). So ist
das NSA/NPS-Motiv von TbAQP2 zwar unkonventionéB), aber die kritischen Asparagine,
die mit ihren Amidgruppen ins Poreninnere ragengd sinversehrt. Im Rahmen dieser Arbeit

wurde experimentell gezeigt, dass die AbstoBungipa@eladener Molekile gewahrleistet ist.
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Zudem ist die Pore von Aquaporinen und Aquaglycerimen 20 A lang und mit 3-4 A
Durchmesser sehr eng (24). Schon kleinste Konfoomsénderungen koénnten hier zu einer
Blockade des Kanals fuhren. Um eine durchweg offéoee zu wahren, ist die Proteinstruktur
von Aquaporinen und Aquaglyceroporinen sehr rigigd). Damit ist eine fur die Passage von
Pentamidin benétigte Aufweitung unwahrscheinliam. Allgemeinen ist die Aufnahme eines
Arzneistoffes Uber ein Aquaglyceroporin zwar seltaber nicht ungewohnlich, wie eine
Betrachtung der Struktur der wenigen Beispiele @igfz Das fur die Behandlung der akuten
promyelozytischen Leukamie eingesetzte Arsentriqggéthngt Uber AQP7 als arsenige Séaure
(As(OH)) in die Zellen (18). Pentostam, bei der Behandludgr Leishmaniose eingesetzt,
gelangt Uber das LmAQP1 als antimonige Saure (Sh)Oid den Parasiten (115). Das
Zytostatikum N-Hydroxycarbamid ist sowohl zu einassage des PfAQP1 als auch des
Toxoplasma gondii Aquaglyceroporins (TgAQP) befahigt (11). Diesen fgafiihrten
Arzneistoffen ist gemein, dass sie zum einen Strdkinlichkeiten zu den physiologischen
Substraten Glycerol und Harnstoff aufweisen und zanderen ungeladen sind — zwei

Eigenschaften, die das Pentamidin nicht erfullt.

Eine Annahme, dass Pentamidin die Biomembran U0b&AQP2 im Sinne eines
protonenabhangigen Transports Uberquert (99, 57Qlerapricht gleich drei prinzipiellen
Merkmalen von Aquaporinen und AquaglyceroporinemmZeinen dem Ausschluss durch
GroRe, zum anderen dem Ausschluss durch Ladunge sbev passiven Kanalfunktion. Die
begriffliche Trennung zwischen Kanal und Transpovierschwimmt. Die fur Aquaporine und
Aquaglyceroporine charakteristische Kanaleigendclesie starre allzeit gedffnete Tlr zu sein,
zeigt sich in der hohen Leitfahigkeit fur Wasserd/iadler ungeladene Solute wie Glycerol
entlang des chemischen Gradienten. Das orthodox®1A®ann schatzungsweise 3 X 10
Wassermolekiile pro Sekunde durch sein Inneres|€itE6), was der freien Diffusion in Wasser
entspricht (14). Das Aquaglyceropotn coli GIpF zeigt hingegen nur eine geringe Leitfahigkeit
fur Wasser, aber dafur einen 100-1.000fach scheell&lycerolinflux als man beispielsweise
fur einen Transporter erwarten wirde und der aueh diner Glycerolkonzentration von
> 200 mM nicht séattigbar ist (38). Wie kann es dasein, dass die literaturbeschriebene
Aufnahme von [H]-Pentamidin in Trypanosomen sattighar war und dinbe Affinitat mit
einem Ky-Wert von 36 nM zeigt, welches eher EigenschafteaseTransporters darstellen (99)?
Substrate von Kanélen haben deutlich geringerenitédten mit K,-Werten im 2-3-stelligen
millimolaren Bereich.Ein klassischer Transporter durchlauft Konformasémderungen, die
dafir sorgen, Substrat auf einer Seite gebundenawfdder anderen wieder entlassen wird.

Toxine oder mit Krankheiten assoziierte Mutatiolgmnen die Transporterregulation stéren
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(117). Beispielsweise ist das marine Palytoxin @n dage, den koordinierten Ablauf zwischen
gebffnetem und geschlossenem Zustand der Na/K-ATBaszu storen, dass der Transporter
zeitweise vollstandig gedffnet ist und es zu eingrkontrollierten lonenfluss kommt (118, 119).
Es ist nicht ungewohnlich, dass innerhalb einetdtnéamilie sowohl Vertreter mit Transport-
als auch Kanalfunktion auftreten, wie im Fall ddrl@idkanéle (CIC) (120, 121). Auch eine
Entwicklung eines Kanals aus einem Transporter ugeZder Evolution ist bekannt, wie im
Beispiel desystic fibrosis transmembrane conductance regua{@FTR), einem intrinsischen
Chloridkanal aus der Familie der ABC-Transportel7(1 Es ist bisher nicht beschrieben, dass
ein Protein unter physiologischen Bedingungen zZwaaceiner Kanal- und Transportfunktion
umschalten kann (117). Dass TbAQP2 fur Glycerol &aigenschaften und gleichzeitig fir

Pentamidin Eigenschaften eines Transporter zaigtnwahrscheinlich.

5.2 Pentamidin als nanomolarer Inhibitor der Glycerolleitfahigkeit von ThAQP2

Der Selektivitatsfilter von TbAQP2 ist intakt undhdiel3t in Stopped-Flow Messungen mit dem
Modellsystem Hefe positiv geladene Molekile ause Biolle von Pentamidin als Solut des
Proteins ist deshalb unwahrscheinlich. Vielmehr ritenim Rahmen dieser Arbeit gezeigt
werden, dass es sich bei Pentamidin um einen hioodrafinhibitor der Glycerolleitfahigkeit von
TbAQP2 bildenden Hefezellen mit einems§®@on 130 nM handelt (4.1.2). Bemerkenswert ist
unter diesem Gesichtspunkt die Fahigkeit von Peidiam schon in nanomolaren
Konzentrationen den Fluss eines relativ harschewe®blgradienten von 300 mM zu mindern.
In der Literatur wurden in Pentamidin-Sensitiviggsays mit Trypanosomen ein noch deutlich
niedrigerer EG-Wert von 2,9 nM ermittelt (58). Beim Vergleicheder beiden Werte ist zu
berticksichtigen, dass sich der in dieser Arbeititeeite 1CGo-Wert auf die Hemmung der
Glycerolleitfahigkeit von TbAQP2 in Hefe beziehtalrend fir die Wirkung von Pentamidin
wahrscheinlich deutlich weniger Pentamidin-Molekii@tig sind, um die Trypanosomen zu
toten. Unter physiologischen Bedingungen liegerBiot ca. 60 UM Glycerol vor (122). In dem
literaturbeschriebenen Pentamidin-Sensitivitatsomggsn in - Trypanosomen wurden dem
Medium 15-20 % Blutserum zugesetzt, womit der Glglgradient zudem um vier
GrolRenordnungen niedriger war als in den im Rahdieger Arbeit durchgefihrten Stopped-
Flow Messungen (123). Zudem konnte gezeigt werdess die inhibitorische Wirkung von
Pentamidin fir TbAQP2 spezifisch ist. Fir TbAQP3nkas nach Inkubation selbst mit 500 uM
Pentamidin nicht zu einer Hemmung des Glyceroleanseés in die Protoplasten (4.1.2). Damit
ist Pentamidin ein spezifischer nanomolarer Inbibiter Glycerolleitfahigkeit von ThAQP2 mit

bei Aquaglyceroporinen noch nie zuvor gesehenerninidt (39). 1Go-Werte im oberen
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nanomolaren Bereich sind bisher nur fir eher unBpelze metallorganische Verbindungen
bekannt, die kovalent an Cysteine des Proteins ebindnd zum Kollaps des ar/R-
Selektivitatsfilters fuhren (124). Der bisher pdeste Inhibitor ist das goldhaltige Auphen,
welches mit einem 1§5= 800 nM die Glycerolleitfahigkeit von AQP3 hemri2p).

Die hohe Affinitat von Pentamidin zu TbAQP2 liefaatidem einen weiteren Anhaltspunkt,
weshalb eine Passage unwahrscheinlich erscheimtsporter zeichnen sich dadurch aus, dass
ein Substrat auf der einen Seite bindet, und zwéardeutlich héherer Affinitat als der Solut
eines Kanals es tut (117). Dieses muss aber nacKaltgormationsdnderung des Transporters
auch wieder in der Lage sein sich auf der andereite Sler Membran abzulésen (117).
Hochaffine Transporter zeigen KWerte im mikromolaren und die Aquaporin-ahnlichen
Formiat-Nitrit-Transporter PIENT unH. coli FocA im sogar hohen millimolaren Bereich (126,
106, 127). Mit einer Affinitat im nanomolaren Betei ware Pentamidin als Substrat eines
Transporters ungewdhnlich, da eine Dissoziatiorr ldeutlich erschwert wéare. Die hohe
Affinitat konnte allerdings ein Hinweis darauf seirdass in literaturbeschriebenen
Transportassays in Trypanosomen mit radioaktivneatdan [H]-Pentamidinon-rates d.h. die
Bindung an TbAQP2, detektiert wurden, jedoch ndibtechte Aufnahme in die Zelle.
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5.3 Der Bindemodus von Pentamidin an TbAQP2

Im Rahmen dieser Arbeit wurden strukturelle Voratmsngen sowohl des Pentamidins als auch
von TbAQP2 aufgeklart, die die hohe Affinitat beglem. So war die Hemmwirkung von
Pentamidin auf die Glycerolleitfahigkeit von TbAQRBA& das Vorhandensein der vollstandigen
aliphatischen Mittelkette und mindestens einer tpogieladenen Amidinfunktion gebunden
(4.12.2). Im TbAQP2 wurde durch Inhibitionsmessungeler Aminosaureaustausche
TbAQP2-DyssA und TbAQP2-DgsN an der Stopped-Flow Apparatur das Aspartat antiBos
265 in Nachbarschaft zum ar/R-Selektivitatsfilteds dur die Wechselwirkung mit dem

Pentamidin essentielle Aminosaure ermittelt (4.1.4)

Ein zum Arginin des ar/R-Selektivitatsfilters naanftandiges Aspartat ist ein typisches Motiv
von Aquaporinen und Aquaglyceroporinen (100). Dégdbn Aminosduren stehen mit ca. 4,5 A
Abstand so eng beieinander, dass ihre geladenétidnallen Gruppen eine intramolekulare
Salzbricke untereinander ausbilden kénnen (24)sd3ieSzenario wurde im Rahmen dieser
Arbeit durch den Aminosaureaustausch TbAQRZR. imitiert und so eine Pentamidinresistenz
erzeugt (4.1.5). Durch ein naturlicherweise feh&ndirginin im ar/R-Selektivitatsfilter von
TbAQP2 steht dieses Aspartat an Position 265 fektelstatische Wechselwirkungen zur
Verfigung — ein Alleinstellungsmerkmal des ProteiisAQP2 ist bei weitem nicht das einzige
Aquaglyceroporin, welches kein hochkonserviertegiin aufweist. In etwa 11 % der MIPs ist
dieses durch eine andere Aminosaure substitui8jt Guffallig ist in diesem Zusammenhang
jedoch, dass ein Fehlen des Arginins in anderenapounen und Aquaglyceroporinen mit
einem gleichzeitigen Austausch des Aspartats gegen neutrale Aminoséure einhergeht, wie
beispielsweise im Falle des TgQAQP (9, 1je Lange der Pentoxykette des Pentamidins von
7-8 A entspricht dem Abstand der Poreneingangsnegion ar/R-Selektivitatsfilter (33, 128).
Dies gewahrleistet vermutlich, dass die Amidinfuoiktdes Pentamidins weit genug in die
Kanalpore von TbAQP2 hineinragt, um mit der freisteden Carboxylfunktion des Aspartates
an Position 265 in Wechselwirkung zu treten. Fithaloxe Aquaporine ist in der Literatur
beschrieben, dass ein potenzieller Inhibitor mitetes sechs Grofenordnungen starker als ein
Wassermolekil binden misste, um die 55 M WasserdesnOberflache zu verdrangen (129,
130). Zudem konnen elektrostatische Interaktionieh am besten ausbilden, wenn sie von
Wasser isoliert stattfinden (131, 132). Die Penkexte und Benzylgruppen des Pentamidins
fuhren in TOLAQP2 wahrscheinlich zu einer Verdrarguan Bulkwasser von der Oberflache der
Porenregion durch lipophile Abschirmung und tragemmutlich maf3geblich zu der hohen
Affinitat von Pentamidin an TbAQP2 bei. Im ar/R-8divitatsfilter von ThAQP2 kennzeichnen
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hauptséachlich kleinere aliphatische Aminoséaurenkbene der Konstriktionsstelle (1.2.1). Im
Modell der Tertiarstruktur von TbAQP2 fuhrt dies miner Aushdhlung, in die sich die
Benzamidinfunktion des Pentamidins einschmiegem kébb. 5.1):

TbAQP2 (Model)

Abb. 5.1 Bindemodus von Pentamidin an TbAQP2. Das Modeitde mit Swissmodel basierend auf
den Koordinaten det. coli GlpF Kristallstruktur (PDB#F1X8) von Prof. Dr.iEBeitz erstellt und mit
Pymol visualisiert.

Die elektrostatische Wechselwirkung zwischen desitpo geladenen Amidinfunktion des
Pentamidins und der freistehenden Carboxylfunkties Aspartates an Position 265 in ThAQP2
ist ein entscheidender Faktor fur die hohe Affinit¥ie unter 1.1.2 beschrieben, bedingt auch
die Gesamtelektrostatik von Aquaporinen und Aquaglgporinen die Feinselektion von
Soluten. Pentamidin als zweifach positiv geladeAemneistoffmolekil lasst prinzipiell die
Vorstellung einer elektrostatischen Wechselwirkung negativer Ladung zu. Unter diesem
Gesichtspunkt wurden fur TbAQP2 und TbAQP3 PoidBolizmann Potentiale der Oberflache
berechnetAbb. 5.2).

TbAQP2 TbAQP3

Abb. 5.2 Poisson-Boltzmann Oberflachenelektrostatik vo@P2 (links) und TbAQP3 (rechts) in der
Aufsicht auf das Tetramer von periplasmatischerteSeDie Modelle fir die Berechnung wurden
basierend auf def. coli GIpF Kristallstruktur (PDB#1FX8) erstellt.
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Fur TbAQP2 zeigte sich ein aufféallig starkes negetiPotenzial der gesamten Oberflache in
noch starkerer Ausprdgung als bei AQP7 und AQP&:RRE (4.2.4). Das nicht
pentamidinsensitive TbAQP3 zeigte auch ein negatRetenzial, jedoch in schwacherer Form
als bei TbAQP2. Diese Konzentration negativer Lagkénnte dazu fuhren, dass die Wirkung
von Pentamidin im Sinne einer erh6hten Aufenthatswcheinlichkeit des positiven Molekiils

in der Porenregion von TbAQP2 begtinstigt wird.

5.4 TbAQPZ2 ist nicht das Target von Pentamidin

Die Ergebnisse zeigen, dass Pentamidin einige éeemungen erfillt, die ein guter
Aquaporin-Inhibitor braucht. Durch lipophile Absomung und elektrostatische Interaktion am
Aspartat265 wird hohe Affinitdt im nanomolaren Beheerreicht (130). Da das freistehende
Aspartat an Position 265 in TbAQP2 einzigartig isird zusatzlich eine hohe Selektivitat
erreicht — ein wichtiger Gesichtspunkt, wenn mas alasiquitare Vorkommen von Aquaporinen
und Aquaglyceroporinen im menschlichen Organismusn iHinblick auf das
Nebenwirkungspotential bedenkt (29, 39).

Pentamidin passiert TbAQP2 nicht, sondern wirkt ratsht-kovalenter Inhibitor. Wie bereits
unter 1.2.1 beschrieben, sind die TbAQPs nicht ntiedle fur Trypanosomen und die
Glycerolaufnahme kann auch Uber andere StoffwesfesEl bewerkstelligt werden, weshalb
diese kein valides Target darstellen (57, 65, 1B&ses Phanomen zeigt sich auch bei anderen
Parasiten wiePlasmodium bergheund Leishmania majqgrderen AQPknockoutStamme nur
milde Phanotypen zeigen (134, 115). So sind auchQR2knockoutStamme lebensfahig und
eine Hemmung von TbAQP2 somit nicht das Wirkprinzom Pentamidin (56).

Wie wichtig TbAQP2 allerdings fir die Wirkung voretamidin ist, zeigt die Resistenzbildung
der TbAQP2knockoutTrypanosomen (58). Da nach bisherigem Erkenntmsktdie Targets

von Pentamidin im Zellinneren zu finden sind, bleds also noch offen, fir das Puzzle einen
Losungsansatz zu geben, der erklart, wie ein Asto#j der TOAQP2 nicht passiert, trotzdem

nur in die Zelle gelangen und wirken kann, wenn QB® anwesend ist.
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5.5 Endozytose — ein moglicher Weg fur Pentamidin in & Trypanosomen

Nanomolare Affinitdten, wie Pentamidin sie fur TbRB) zeigt, werden vor allem in Rezeptor-
Ligand-Komplexen erreicht (135). Selbst der nieglifige RR-adrenerge Rezeptor bindet das
Katecholamin Epinephrin mit einempWert von 2 uM und zeigt damit niedrigere Werte als
hochaffine Transporter (136). Es sind aber auchh&ifioe Rezeptor-Ligand Bindungen im
einstelligen femtomolaren Bereich bekannt, wie iall [les Avidin-Biotin Komplexes (137).
Auch die meisten Antikoérper binden an das entsgmedl Antigen mit Affinitaten im niedrigen
mikromolaren bis niedrigen nanomolaren Bereich J138n mdglicher Aufnahmeweg von
Rezeptor-Ligand-Komplexen ist die rezeptorverntété&ndozytose; ein in Zellen physiologisch
permanent ablaufender Prozess, durch den in Saugser anderem die Aufnahme von
Makromolekilen und Peptidhormonen wie LDL, Transferund Insulin erfolgt (4). Wenn
TbAQP2 nicht als Kanal fur Pentamidin fungiert, eé@lann aber eine Bindung des Arzneistoffes
im Sinne eines Rezeptors und Internalisierung desdexes durch Endozytose auch in diesem
Beispiel ein schlussiger Aufnahmeweg? Schon vor dbelJahren konnte gezeigt werden, dass
die Aufnahme von Pentamidin in Trypanosomen unidiioeal erfolgt und metabolische Energie

erfordert (139) — zwei Charakteristika einer Endogg.

Der Erregeirypanosoma brucdiildet wahrend seines Entwicklungszyklus zwei nhofpgisch
verschiedene Formen aus — die lange, schlankeoBtutim Kreislauf des Wirts und die kurze,
gedrungene Insektenform, die fur die Tsetsefliegfekiios ist (140). Die Blutform hat im
Vergleich zur Insektenform eine drastisch erhéhtegiéenz an Membranumsatz in der
Flagellenregion des Parasiten (141). Im Mittel veerdlort 8 % der Oberflache pro Minute
internalisiert, was einer vollstandigen Erneueratig 12,5 min entspricht (141, 142). Dem
Erreger dient diese hohe Endozytoseaktivitat viemaldem Uberleben im Immunsystem seines
Wirtes. An der Oberflache eines Trypanosomen befiséth ein dichter Mantel von ca. 510
variant surface glycoproteinf/SG), an die die Antikérper des Immunsystems hbin¢B43).
Durch Endozytose werden die VSG schnell recycedt smmit die Oberflache von Antikdrpern
bereinigt (141). Fur Suramin, ein Trypanblau-Analegwelches ebenfalls fir die Behandlung
der Schlafkrankheit eingesetzt wird, ist als Auim&mechanismus die rezeptorvermittelte
Endozytose beschrieben (144). Suramin ist sechsalatiert und somit stark positiv geladen.
Dies bedingt die nicht nur unspezifische BindungPdasmaproteine, sondern vor allem eine
hohe Affinitat fir dagnvariant surface glycoprotei{iISG) 75 der Trypanosomen, welches als
Shuttle fir den Arzneistoff in die Zelle dient (344
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Die Verteilung von TbAQP2 variiert stark zwischeer dnsektenform des Erregers, bei der es
ubiquitar auf der Plasmamembran vorkommt, und déutf@®m, bei der es auf die
Flagellenregion konzentriert ist (58). Die Blutforzeigtin vitro zudem hohere Transportraten
und Sattigungskonzentrationen fur Pentamidin adsldsektenform (58, 145, 139, 145). Dies
verdeutlicht die Schlisselrolle der Flagellenredian der Pentamidinaufnahme und untermauert
die Hypothese einer rezeptorvermittelten EndozytEgmnte Pentamidin von TbAQP2 geleitet
werden, wirde zudem die Verteilung des ProteinsdaufOberflache des Erregers wohl kaum
eine Rolle spielen.

Eine rezeptorvermittelte Endozytose ist auf Grugélder im Rahmen dieser Arbeit gemessenen
Ergebnisse und dem aktuellen Kenntnisstand diesidalste Erklarung fir eine Aufnahme von
Pentamidin Uber ThbAQP2. Es wurde folgendes Modetiekelt (Abb. 5.3):

pl

Q)

@
o
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3

Endosom V

Spéates Endosom

Abb. 5.3 Darstellung der rezeptorvermittelten Endozytosm WPentamidin Gber TbAQP2 in der
Flagellentasche als hypothetischer Aufnahmewegypanosomen.

Demnach wirde Pentamidin mit hoher Selektivitat uAffinititt an TbAQP2 in der

Flagellenregion der Trypanosomen binden. Der Kompl&trde mit der nachsten
Membranumsttlpung aufgenommen werden und im Endasodas Zytosol wandern. Eine
allmahliche Azidifizierung im spaten Endosom aufH-Werte <5 kobnnte das fur die
Pentamidinbindung essentielle Aspartat an Posi268 in TbAQP2 protonieren und die
Affinitat zwischen Rezeptor und Ligand senken. ThAQund Pentamidin wirden in der Folge

dissoziieren und Pentamidin kdnnte zu seinem Wirtibfiundieren.
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Es wurden im Rahmen dieser Arbeit Versuche untemem die Endozytose zu visualisieren
und die vorliegende Hypothese zu bestatigen. Dadtden von Bjorn Henke verschiedene
Fluoreszein-gekoppelte Pentamidinvarianten syrdieeti und im Arbeitskreis von Prof. Dr.
Dawid Horn an der Universitat von Dundee an Trygamoen getestet. Leider waren die
Fluoreszenzsignale in den eingesetzten Konzentetiades Wirkstoffes zu schwach. Daraufhin
wurde Pentamidin mit Amino-(PE@&uantum-Dotsgekoppelt. Dabei handelt es sich um
Halbleiternanokristalle, die deutlich grof3er algamische Fluoreszenzfarbstoffe sind und schon
in geringen Konzentrationen starke Fluoreszenzighafern (146). Die GroRRe héatte den
Vorteil, dass eine Passage durch ThAQP2 und jetgsra Protein unmdglich ware und zudem
schon wenige Molekile im Zellinneren ausreichtem eine Endozytose zu detektieren. In
Vorversuchen an der Stopped-Flow Apparatur konaeigt werden, dass sich die Affinitat des
(PEG)Quantum-Dotgekoppelten Pentamidins wahrscheinlich nicht &nde&ne Variante mit
Methoxyethyl-Linker ohne Amino-(PEGQuantum-Dotlieferte einen 1g-Wert von 190 nM
(Abb. 5.4). Der Versuch wurde nicht weiterverfolgt als starausstellte, dass die Verbindung

bereits in geringen Konzentrationen fur Trypanosomoegisch ist.
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Abb. 5.4 A. Inhibitionskurve einer Methoxyethyl-Varianteesl Pentamidins (oben), die reduzierte
Strukturmerkmale des (PE@&uantum-DotPentamidins (rechts, unten) aufweist.

Ob (PEG)Quantum-Dotgekoppeltes Pentamidin nach diesem Ergebnis aleckh ,Giftpfeil*
gesehen werden kann, der erst spezifisch bindettgPedin) und dann téteQuantum Dotg
steht wohl auRer Frage, da auch Trypanosomen,iché ThAQP2 bilden das Experiment nicht
Uberlebten (147, 148). Etwas verwunderlich ist diggetretene Zelltoxizitat dennoch, da
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Quantum Dotsein etabliertes Instrument sind, um in lebendeleAeendozytotische Prozesse
nachzuweisen (149, 150). Trotz des unbefriedigeddemgyangs dieses Experimentes stellt es ein
Beispiel dar, welche neuen Mdglichkeiten eine ewvelld Endozytose fur die
Wirkstoffentwicklung bereithalt. Denkbar ware einufadie essentiellen Strukturelemente
reduzierter Pentamidinanker, der spezifisch an TBAQindet und mit einer parasitentoxischen
Komponente gekoppelt ist, die nach der EndozytoseZellinneren ihre Wirkung entfaltet.
Dieses Targetingprinzip ist in der Onkologie schaeeit verbreitet — die Verwendung und
Erforschung kleiner immunotoxischer Molekile, Pégtioder 3-Strahler an Antikdrper oder
Antikdrperfragmente gekoppelt, die eine gezielteresdierung von Tumorzellen erméglichen
(151). Fur die Behandlung der Schlafkrankheit gbtauch Unternehmungen, dieses Prinzip zu
Ubertragen. Beispielsweise  wird  Transferrin-gekdtege Azanthraquinon uber
rezeptorvermittelte Endozytose aufgenommen undt zeigvitro Wachstumsinhibiton von
Trypanosomen (152). Trunkiertes Apolipoprotein LAlif einem gegen trypanosomales VSG
gerichteten Antikorper konjugiert, wird ebenfallbeii Endozytose aufgenommen und zeigt im
Mausmodell gute Ergebnisse (153). Die EndozytoseAatneistoff-Aufnahmemechanismus zu
nutzen hatte den Vorteil, dass diese fur den Errege Nahrstoffaufnahme und Protektion vor
Angriffen des Immunsystems ein unverzichtbarer utrlebenswichtiger Prozess ist und
deshalb fortwéhrend ablauft (154). Ein Aquaglycerapals Rezeptor ware mit ThAQP2 etwas
Neues. Es ist zu bedenken, dass sich durch Mugatialtes Proteins dennoch Resistenzen
ausbilden kénnen. So zeigen Feldisolate pentanasistentefT. bruceiStamme eine Deletion
von TbhAQP2 oder die Bildung von TbhAQP2/3-Chimaréss). Um die Resistenzbildung zu
minimieren ware eine Kombinationstherapie mit eineweiten Wirkstoff, der ebenfalls die

Endozytose durch Bindung an ein weiteres Protaiidafnahmemechanismus nutzt, denkbar.
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5.6 Kann AQP9 organische Anionen leiten?

Am Anfang der Untersuchungen stand die Frage, elpdsitive Barriere, die in Aquaporinen
und Aquaglyceroporinen zur Abstol3ung positiver Leglbeitragt, nicht auch im Umkehrschluss
Zu einer Attraktion von Anionen fihren konnte — @mnder Literatur sparlich beleuchteter
Aspekt.Molecular dynamic#\nalysen de&. coli GlIpF zeigen den Einfluss negativer Dipole der
Halbhelices in der Poreneingangsregion bei der dfasig von Anionen (156). Zusatzlich
fuhren die Autoren an, dass die NPA-Region zu estarken Koordination des Anions fihren
und eine weitere Passage verhindern wirde (156 §egenitber stehen wenige Beispiele fur
Aquaporine und Aquaglyceroporine mit potenziellemighenleitfahigkeit, die diesen silico
Hypothese anfechten (1.3).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte mit Stopped-Flow s8tegen fir AQP9 eine Zunahme der
Leitfahigkeit mit sinkendem pH und damit eine Kdate®on zum Anteil protonierter neutraler
Monocarbonsaure gezeigt werden (4.2.1). DiesesilRsoirde flr alle getesteten Substrate
Essigsaure, Milchsaure und R-Hydroxybuttersaureirglfn und gibt einen starken Hinweis
darauf, dass die geleitete Spezies die neutraleeSéil Eine Praferenz flr das Anion hatte in
einem spiegelbildlichen Verlauf des pH-Leitfahigkerofils resultiert mit einem Maximum der
Ratenkonstante bei pH 7, wo das Anion die vorhbasde Spezies ist. Am pH-Meter wurde
zusatzlich eine Alkalisierung des Mediums durch AQ#ldende Hefezellen gezeigt, die nur
ablaufen kann, wenn das Monocarboxylat-Anion gesain mit dem Proton die Kanalpore
Uberquert. Durch den Einsatz des ProtonenentkapplBiP konnte in einem weiteren Stopped-
Flow Experiment die Unabhangigkeit vom Protonengnatgén gezeigt werden (4.2.2). Damit
konnte zusatzlich ein Co-Transport ausgeschlosssaden. Die Ergebnisse weisen darauf hin,
dass der Anteil an Saure geleitet wird, der aufgrudes Dissoziationsgleichgewichtes
natlrlicherweise vorliegt. Daraus lasst sich abfeit dass der Protonierungsschritt im
Losungsmittel erfolgt und eine direkte Beteiliguwran AQP9 bei der Ubertragung eines Protons
unwabhrscheinlich ist. Erstaunlicherweise konnte AQP7, welches sogar eine 2-4fach hohere
Leitfahigkeit  fur  Glycerol zeigt als AQP9, nur ein Bruchteil dessen
Monocarbonséaureleitfahigkeit nachgewiesen werde®. 1} Dieses Ergebnis deckt sich auch
mit der Literatur. Far AQP7 ist bisher keine L eltigkeit far
Monocarbonsauren/Monocarboxylate bekannt (77). UenMonocarbonsaureleitfahigkeit der
beiden Proteine besser miteinander vergleichen zuwndn, wurde beispielhaft die
Milchsaureleitfahigkeit von AQP9 und AQP7 auf dernweilige Glycerolleitfahigkeit als
interner Funktionsparameter bezogen und gegen Hewert aufgetragenAbb. 5.5. Damit
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wurden die Ratenkonstanten fur die Milchsaurelkitfideit zusatzlich von pH-abhangigen
Funktionsverlusten des jeweiligen Proteins beréiniDas Ergebnis zeigt deutlich die

Uberlegenheit von AQP9 bei der Leitfahigkeit fiir Maarbonsauren.

K MiIchséure/ K Glycerol

Abb. 5.5 Verhéltnis der Milchsaureleitfahigkeit zur Glyo#eitfahigkeit in Abhangigkeit vom pH fur
AQP9 (schwarz) und AQP7 (grau). Die Fehlerbalkendizieren die Extremwerte. Die
Glycerolleitfahigkeit von AQP7 bei pH 3 unterschisigh nicht signifikant von der Negativkontrolle,
weswegen hier kein Verhaltnis berechnet werden teonn

Wenn aber nur der Teil an protonierter Monocarboredeleitet wird, der aufgrund des pH-
Wertes vorliegt, wie lasst sich dann die Diskrepawischen AQP9 und AQP7 erklaren? Ein
Vergleich der real erhaltenen pH-Profile von AQP%# nen nach Hendersson-Hasselbalch
vorliegenden Anteilen an Saure resultierte fur gssure in kongruenten Kurvenverlaufen, ergab
aber fur Milchsaure und R-Hydroxybuttersaure eiHeMerschiebung von 0,6 bzw. 1 Einheiten
ins Alkalische (4.2.3). Damit war die experimeng#imessene Leitfahigkeit hoher als mit dem
natirlich vorliegenden Saureanteil erklarbar. UesdiFrage naher zu addressieren, wurden die
Integrale unter den pH-Profilen der Substrate f@P® im physiologisch relevanten Intervall
von pH 5,5-7 berechnet und substratspezifischeanketern wie pkK Molekulargewicht und
Raumerfiullung tabellarisch gegenibergestditil, 5.1). Glycerol ist mit einem pKvon 14,2
von den pH-Bedingungen des Puffers unabhéngig, diege ungeladen und wird am starksten
geleitet. AQP9 erreicht fur Essigsaure 40 % derc@lgitfahigkeit. Das Substrat nimmt zwar
nur knapp 64 % des Volumens von Glycerol ein untlesdamit agiler sein, es unterliegt mit
einem pk von 4,8 aber auch dem DissoziationsgleichgewichtBereich zwischen pH 5,5-7
liegen 15-0,6 % ungeladener Saure vor. Fiur Milctesaerreicht AQP9 5% und fur B3-
Hydroxybuttersdure sogar 15 % der Glycerolleitf&big Ein Vergleich der Monocarbonséuren
untereinander zeigt folgendes Phanomen: Fir Miloles@&rgab sich fir AQP9 ein Achtel der

Essigsaureleitfahigkeit, obwohl diese zum einenmid-azider und damit auch der verfligbare
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Anteil neutraler Saure um denselben Faktor minimsty und zum anderen um 46 % gréf3er als
Essigsaure ist, was zusatzlich eine Passage emamhwentsste. Der Anteil an
3-Hydroxybutterséure ist in diesem Bereich nur tsallgrol3 wie der Anteil an Essigsaure und
die Raumerfillung ist zusatzlich um 76 % groRer. nieh wird ein Drittel der
Essigsaureleitfahigkeit erreicht. Auch die beobeidr Verschiebungen zwischen neutraler
Monocarbonséaurefraktion und wirklicher Leitfahigkekomplettieren dieses scheinbar
widerspriichliche Verhalten. Dies kann fir Milch®uals eine vierfache (1€ und fir B-
Hydroxybuttersaure als eine zehnfache Erhohung der Durchtrittswahrscheinlichkeit

verstanden werden.

Solut pKs  Molekulargewicht Van der Waals Vol. ApKs [ ksoi pH 5,5-7
(Da) (A% (s pH)
Glycerol 14,2 92 88,0 - 0,0462
Essigsaure 4,8 58 55,9 0 0,0200
Milchséure 3,9 90 81,6 0,6 0,0024
3-HB-saure 4,4 104 98,5 1,0 0,0072

Tab. 5.1 Substrateigenschaften und physiologisch releviagitéahigkeiten fur AQP9.

Kombiniert man die Tatsache, dass physiologischéAfgite von S&ugetieren, Parasiten und
Pflanzen sich in einem Bereich von 5,5-7,4 eingpieimit der Tatsache, dass pKerte von
physiologischen Monocarbonsauren im Sauren zwispheB-5 liegen, wird die Notwendigkeit
deutlich, die vorherrschende Spezies — das Monoggldt-Anion — einer genaueren
Betrachtung zu unterziehen. Interessant ist inedieZusammenhang die groRe Ahnlichkeit von
Aquaporinen und Aquaglyceroporinen (MIPs) zu demitia der Formiat-Nitrit-Transporter
(FNTs), mikrobieller Monocarboxylattransporter, di@sschlie3lich in niederen Organismen
vorkommen und dort speziesunterschiedlich die Bgssan Monocarboxylaten wie Formiat,
Acetat, Pyruvat und Laktat erlauben (157). Zwischden Familie der FNTs und MIPs gibt es
keine Sequenzhomologien und die strukturelle Vedtsohaft fiel erst durch erfolgreiche
Kristallisation eine€. coliFNT (E. coli FocA) auf. FNTs bilden Homopentamere, wobei analog
zu den MIPs jedes Protomer aus sechs Transmemticashend zwei Halbhelices aufgebaut ist
und jeweils eine eigene Funktionseinheit darstdllte Strukturen weisen nur minimale
Abweichungen im niedrigen Angstrombereich auf, wanan sie Ubereinanderlegt (158).

Vergleicht man zusatzlich die im Rahmen dieser Argewonnenen Erkenntnisse mit dem
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Mechanismus von FNTs fur die Leitung von Monocaspaten, ergeben sich auch auf
funktioneller Ebene starke Parallelen. FNTs leitdrenfalls die protonierte Saure. Je nach
Substrat wurden pH-Verschiebungen um bis zu drenhé&ten gezeigt, womit die

Durchtrittswahrscheinlichkeit der Substrate sogarain bis zu 1.000faches erhoht ist (105).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte fir AQP9 eine Léitj#eit fir Monocarboxylat-Anionen
ausgeschlossen werden. Dennoch scheint die Lgkaihivon AQP9 fir Monocarbonsauren
nicht allein auf deren pKWerten zu basieren. Wirde nur der Anteil an Monomasaure
geleitet werden, der bei gegebenen pH vorliegtetgith zum einen keine Verschiebung im pH-
Profil und zum anderen kein so gravierender Unteestcgegentiber dem AQP7 ergeben. Dieses
Phénomen lasst sich vermutlich auf eine gro3enapen Disparitat zwischen der

Substrataziditat in Losung sowie deren Wechselwigkonit der Proteinoberflache erklaren.

5.7 Die Elektrostatik von AQP9 begiinstigt die Passageom Monocarbonsauren

Im Rahmen dieser Arbeit wurden durch Sequenzvetgteund Berechnungen von Poisson-
Boltzmann Potenzialen in der extrazellularen Séhlaivon AQP9 zwei prominente Arginine an
Position 51 und 53 identifiziert, die die Porenangsregion zieren und ein positives
elektrostatisches Feld generieren (4.2.4). Die ghdsss diese Arginine eine entscheidende
Rolle fur die Leitfahigkeit von AQP9 fur Monocarksiiuren spielen, wurde zudem

experimentell untersucht.

Der Aminosaureaustausch der beiden Arginine gegaativ geladene Glutamate in AQP9-
RRs; s£E fuhrtein silico zu einer &hnlich negativen Elektrostatik der Oketfe wie AQP7 und
in vitro zu einer Reduktion der Leitfahigkeit fir Essiggumnd B-Hydroxybuttersaure um
mindestens zwei Drittel und flr Milchsaure um nasténs eine Groélienordnung im Vergleich
zum Wildtyp-AQP9 (4.2.7). Um die Monocarbonsauréddigkeit von Wildtyp-AQP9 und
AQP9-RR; sEE besser miteinander vergleichen zu kdnnen, wbeispielhaft die jeweilige
Milchsaureleitfahigkeit auf deren Glycerolleitfak@t als interner Funktionsparameter bezogen
und gegen den pH-Wert aufgetragen. Wie schon beangleich mit AQP7 (5.6) zeigt sich hier
die deutlich hohere Leitfahigkeit von AQP9 fir Maasbonsauren gegentber AQP9sREFEE
(Abb. 5.6). Die Reichweite eines elektrostatischen Feldegghzum einen von der Ladung und
zum anderen von den dielektrischen Eigenschaftenudegebenden Mediums ab (159, 131).
Unter physiologischen Bedingungen sind Proteine wéssriger Losung umgeben. Mit einer
hohen Dielektrizitatskonstantevon 78 hat Wasser einen feldschwachenden Effekass eine
starke Ladung der Proteinoberflache nétig ist, @ Bedium zu durchdringen und mit einem
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Substrat in Wechselwirkung zu treten. Im AQP9-Trezawird diese starke Ladung vermutlich

durch acht Arginine erreicht, die sich in der Peiagangsregion konzentrieren.
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Abb. 5.6: Verhaltnis der Milchsaureleitfahigkeit zur Glycdeiffahigkeit in Abhangigkeit vom pH flr
AQP9 (gestrichelte Linie) und AQP9-RREE (offene Kreise, durchgezogene Linie). Die Fdidten
indizieren die Extremwerte.

In wieweit ein solches elektrostatisches Feld daslim zu durchdringen vermag, darf nicht
unterschatzt werden. Es gibt einige Beispiele, diee Relevanz von Oberflachenladungen
zeigen. So fihrt bei dem Enzym Chymotrypsin C (CTRi@e Konzentration positiver Ladung
in Nahe der Bindestelle zu einer beschleunigten e Rabn ZusammenstoRen mit
Substratmolekilen durch elektrostatische Interaktimit deren negativen polyaziden
Sequenzenabschnitten (131, 132). Die Hepatitis @sSVNS3 Protease zeigt ebenfalls eine
Ansammlung positiver Ladung um die Region der Biasehe, die die Anndherung und
Assoziation des Substrates durch dessen negativeicBe erleichtert (160). Bei der
Acetylcholin-Esterase fuhrt das durch sechs nega@arboxylgruppen von Aspartaten und
Glutamaten generierte elektrostatische Feld dast&ibAcetylcholin in die Bindetasche. Eine
Mutante, deren Glutamate und Aspartate in diesegidRe gegen neutrale Aminosduren
ausgetauscht wurden, zeigte trotz unverandertefddmation des katalytischen Zentrums eine
13fach reduzierte katalytische Aktivitat {km) (161). Die Mutante AQP9-RRRs£E weist
Analogien auf. Hier wurde nicht nur die positiveduag neutralisiert, sondern in eine negative
Ladung umgewandelt, die vielmehr noch zu einer @Bghg des Substrates durch das Protein
fuhrt und dessen Leitfahigkeit senkt. Bei allen ajerten Beispielproteinen handelt es sich um
Enzyme, die mit Ausnahme der Acetylcholin-Esteias&/echselwirkung mit anderen Proteinen
treten, die relativ grof3e Interaktionsflachen pndéiseen. Wie verhélt es sich aber bei Kanélen,
deren Solute vor allem kleine Substratmolekile irikhliumkanale bilden ahnlich wie
107



Diskussion

Aquaporine Tetramere mit vier identischen Monomeads eigene Funktionseinheit in der
Plasmamembran und die Passage von Kaliumionen dwnehange und enge Kanalpore erfolgt
einzeln hintereinander angeordnet. Die Poreneirgjaggnen sind bei Kaliumkanéalen sowohl
auf extrazellularer als auch auf cytoplasmatis@eate mit negativ geladenen Aminoséaureresten
gespickt, die die lokale Konzentration an Katiomehohen und gleichzeitig die Konzentration
an Anionen senken (44). Im wasser- und ammoniagkiden pflanzlichen
Arabidopsis thaliangquaporin ~ AtTIP2;1 in der Vakuolenmembran erzeugetie
Saurefunktionen dreier Aspartate eine negative hgdan der Oberflache. Dadurch bedingt
konnte in molecular dynamicsModellen eine Anreicherung von Ammoniumionen amr de

Oberflache simuliert werden (162).

Eine negative Oberflachenelektrostatik ist ein leonertes Merkmal der pflanzlichen
Aquaporine detonoplast intrinsic protein(TIP) Superfamilie und erlaubt wahrscheinlich eine
effiziente Aufrechterhaltung des Ammoniumhaushaties Vakuole (162). Warum sollte dann
nicht auch eine positive Oberflachenelektrostatiér djemeinsame Nenner verschiedener
Aquaporinvertreter sein, die im Zusammenhang mindtarbonsaureleitfahigkeit beschrieben
wurden? Im Rahmen dieser Arbeit wurden ergadnzendque&wvergleiche der unter 1.3
beschriebenen LpGlpFl, LpGlpF4, SmAQP und AtNIP®it AQP9 durchgefiihrt. Die
aufgefihrten Aquaglyceroporine zeigen als gemeiesaiMuster die Anwesenheit positiver
Aminosauren in der extrazellularen Schleife a am letreffenden Positionen, die im AQP9 die
Arginine51 und 53 einnehmen. In AQP7 wird dieseitios hingegen durch ein negatives
Glutamat eingenommerABb. 5.7). An diesem Muster zeigt sich, wie auch Uber JVaesiene
Spezies hinweg die elektrostatische Architektur ¥auaglyceroporinen deren Solutspektrum

bedingen kann.

.. TM1 loop A T™Z2...

00000 > 00000
MmAQP7 29 LGSVAR....MVLGENSGSYLGVNLG 50
AtNIP2;1 65 CAATAV. NAQ N BIVVTLVGIAVV 86
LpGlpF1 20 VGVl CSS VI_. YIIGSGEIIFAITT 44
LpGIpF4 20 VGV GT Y GSG BIFAITT 44
SmAQP 45 SGVLAQVILG ABIGTFISVSLG 70
HsAQP9 41 CGCVAQA.. .ILSEGEFGGVITINVG 63

A A

Abb. 5.7 Ausschnitt aus dem Sequenzalignment von murine@PA humanem AQP9 und
literaturbeschriebener Aquaglyceroporine mit Miktteleitfahigkeit: AtNIP2;1, LpGIpF1 und 4, und
SmAQP. Dargestellt ist die die Transmembransparinemd 2 verbindende extrazellulare Schleife a.
Geladene Aminosauren sind in rot (Sauren) und (Basen) dargestellt. AQP9%Rund R3 sind mit
Pfeilen gekennzeichnet. Das Alignment wurde voi Beitz mit TeXshade (91) erstellt.
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Im Zusammenhang mit der Proteinelektrostatik igt Beobachtung passend, dass AQP7 ein
Substrat der Metalloproteinase Mepfidarstellt und AQP9 nicht (4.2.8). Fur Mepfinst aus
der Literatur eine Praferenz fur Substrate mit tieggeladenen Aminoséuren wie Aspartat und
Glutamat bekannt, die mit einer konservierten peesit Ladung im aktiven Zentrum der Protease
interagieren konnen (163). Meprift ist eine membrangebundene Protease, die von
extrazellularer Seite die Ektodomanen anderer Tmansbranproteine schneidet, selbst aber
auch durch andere Proteasen von der Oberflachédgea werden kann und als l6sliches
Enzym agiert (108, 164). In den im Rahmen diesdvei durchgefiihrten Stopped-Flow
Experimenten wurde bereits aktiviertes I6slichepMep zu den Protoplasten gegeben. Damit
wird fur die Betrachtung nur der Teil von AQP7 um&lQP9 relevant, der in den
Extrazellularraum ragt. Das in AQP7 an der Obehi#exponierte Glutamat mittig der
extrazellularen Schleife a kénnte eine Erklarungidaein, warum dieses im Gegensatz zu
AQP9 — bei dem die Akkumulation positiver Ladung &indung des Enzyms eher verhindert
konnte — von Meprift geschnitten wird. Ob dies physiologische Releviaaizoder AQP7 nur
zufallig ins Substratspektrum von Mepffinfallt, ist nicht klar. Erstaunlich ist, dass esdan
Messungen im Hefemodell nicht zu einem Funktionsggr sondern zu einer Zunahme des
Glyceroleinstroms kam. Dies ist als letztes Auftlexm vor der endgultigen Degradation des
Proteins interpretierbar. Einen groReren Erkengéwvisnn wirde eine Untersuchung im

Zielgewebe bringen.
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5.8 Der Weg von Monocarbonséuren durch AQP9

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, ddss Oberflachenladung von
Aquaglyceroporinen eine entscheidende Rolle beiAdesiehung und Abstol3ung von Anionen
schwacher Monocarbonséauren spielt. In AQP7 und ARRQ s£E verhindert das negative
Feld gleichermal3en eine Annaherung des Monocaratesyl was sich in niedrigen
Ratenkonstanten widerspiegelt. Die negative Obaréialadung in Kombination mit der durch
die NPA-Region und den ar/R-Selektivitatsfilter eargten positiven Barriere konnte als
doppeltes Filterprinzip gegen geladene Molekiile Attgemeinen interpretiert werden. Die
Oberflache als erste Etage des Filters verhindeg Anndherung von Anionen, wahrend die
Konstriktionsstellen als zweite Etage die Passame Kationen unterbindet. Im Kontrast dazu
sorgen in AQP9 die positive Ladung der Oberflachecll die Arginine an Position 51 und 53
vermutlich daftr, dass Anionen aus dem Umgebungamed dem Mal3e angezogen werden,
dass sich ihre Aufenthaltswahrscheinlichkeit in d@reneingangsregion um bis zu eine
GrolRenordnung erhoht. Die Protonierung des Monasathtes erfolgt durch das Losungsmittel
und das in einem solchen Ausmal3, wie es das Dasmrsgleichgewicht zulasst. Allein die
gunstige Lage der neutralen Monocarbonsaure wiodetsden Durchtritt derselben durch
AQP9 begunstigen und zu héheren Ratenkonstanta&fengieich zum negativ geladenen AQP7
fuhren. Man kénnte zusatzlich spekulieren, dassidebene Oberflachenstruktur von AQP9 mit
den acht Argininen, die wie Auslaufer ins Bulkwassggen, potenzielle Substrate kesselartig
gefangen halten. Ein Vergleich mit den struktuvellwandten FNTs offenbart starke Parallelen
im Aufnahmemechanismus von Monocarbonsauren (¥&log zu den Argininen an Position
51 und 53 in AQP9 wird in FNTs das Substrataniomclduein positiv geladenes Lysin
angezogen. Dadurch wird dieses in ein vorwiegeratdphobes Vestibil des FNTs und damit
eine Umgebung mit niedrigerer Dielektrizitdtskonséz geschleust (106). Folglich sinkt die
Substrataziditat, sodass eine Protonierung durshBidkwasser und damit eine Passage der
neutralen Saure durch die lipophilen Konstriktideken begunstigt wird (106). Es lasst sich
festhalten, dass AQP9 durch die positive elekttisstae Architektur innerhalb der
Aquaglyceroporine eine hervorstechende Leitfahigik&i Monocarbonsauren aufweist, aber in
schwécherer Auspragung als die auf Monocarbonsawgeezialisierten FNTs. Dieser
Unterschied spiegelt sich in der um zwei GroRenamden kleineren Verschiebung des pH-
Profils gegentiber den FNTs wieder (105). Der zudguliegende Mechnanismus der Leitung
von Monocarbonsauren durch AQP9 und FNTs ist je@adfallend ahnlich.
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5.9 Ist die Monocarbonsaureleitfahigkeit von AQP9 physilogisch relevant?

Die Passage von Monocarboxylaten wie Pyruvat, ltakéecetat und Ketonkorpern dber
Biomembranen spielt eine entscheidende Rolle im Iédtydrat-, Fett-, und
Aminosaurestoffwechsel lebender Zellen (165). E®t gdrei Proteinfamilien, die den
Monocarboxylattransport in  verschiedenen Spezieswebestelligen. Zum einen die
kanalahnlichen FNTs, die ausschlie3lich in Mikroler niederen Organismen wie Bakterien,
Archaebakterien, Pilzen und Protozoen vorkommerb)(1®es Weiteren die spezialisierten
protonen-gekoppelten Monocarboxylattransporter (MGCTdie in Saugetieren mit hoher
Kapazitat grofie Mengen im Metabolismus anfallenMeEmocarboxylate Uber Membranen
schleusen (165, 166). Zuletzt einige Vertreter dékquaglyceroporine, deren
Monocarboxylatleitfahigkeit kein Merkmal der ganzémoteinfamilie darstellt, sondern als
Zusatzfunktion betrachtet werden kdnnte. AnderdVllSI's und FNTs sind Aquaglyceroporine
nicht ausschliel3lich auf Monocarbonsauren spemdlisind der Passagemechanismus ist eher
passiver Natur (69). Dennoch scheinen sie in Ospamin, denen es an spezialisierten
Monocarboxylattransportern fehlt, deren Funktiorrilommen zu haben, wie im Beispiel des
SMAQP aus dem Parchenegel oder LpGIlpF4 aus demh$dilcebakteriunlactobacillus
plantarum (73, 72) Wie sieht es allerdings mit der Relevanz von AQRS, avenn man die
gleichzeitige Anwesenheit der besser spezialisieMEETs in Sdugern bertcksichtigt? AQP9
befindet sich hauptsachlich in der Plasmamembramvetabolisch aktiven Hepatozyten (1.3.1),
wo aulRerdem eine Vielzahl von Monocarboxylattrangpo den Im- und Export von
Monocarboxylaten gewahrleistet (165). Ketonkorperie wi3-Hydroxybutyrat werden
beispielsweise exportiert, damit diese in ihrerigdeveben wie Muskelzellen und Gehirn fir den
Energiemetabolismus verwendet werden kénnen (¥gbHieser Stelle stellt sich zuséatzlich die
Frage der Direktionalitat der Monocarbonsaurelbigieit von AQP9. Aquaporine fungieren als
passive Kandéle, die von ihren Soluten von beideteS@assiert werden konnen — entscheidend
ist einzig der vorliegende Gradient (1.1.2). Im Rah dieser Arbeit wurde in hypertonischen
Stopped-Flow Messungen der Einstrom von Monocadmes in die Zelle unter
Beriicksichtigung der Oberflachenelektrostatik awdrigiasmatischer Seite evaluiert. Die
Berechnung der Poisson-Boltzmann Elektrostatik »@P9 auf zytosolischer Seite zeigt ein
deutlich schwécheres positives Profil und eineud#éf Verteilung der Ladung Uber die gesamte
Oberflache. Die Poreneingangsregion ist sogar tleieyativ Abb. 5.8). Diese Beobachtung
l&sst die Vermutung zu, dass eventuell nur dertiinmsvon Monocarbonsauren in die Zellen

physiologisch relevant sein kénnte. Dies misstgrdilhgs noch experimentell gepruft werden.
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AQP9 (zytoplasmatische Seite)

Abb. 5.8 Darstellung des Poisson-Boltzmann Potential v@pPA auf zytoplasmatischer Seite in der
Aufsicht auf das Tetramer. Das Modell basiert arfil coli GlpF Kristallstruktur (PDB#1FX8).

Auf Grundlage dieser Annahme ware AQP9 in Hepatrgen MCTs in dem Sinne unterlegen,
dass es nur eine Transportrichtung in ausreiche@dechwindigkeit bedienen kann. Aul3erdem
wird die Funktion von AQP9 in der Leber hauptsadhlilafir benétigt in hohem Mal3e Glycerol
aus dem Blut in die Zellen zu leiten und damit flie Gluconeogenese bereitzustellen und
Harnstoff auszuschleusen (1.3.1). Allerdings hat Auswertung der Integrale in einem pH-
Intervall von 5,5-7 (S. 105p-Hydroxybuttersaure als Substrat mit einer moglcirelevanz
ergeben. Das Gehirn verwerpeHydroxybutyrat zum Teil zur Energiegewinnung. \&lem in
Zeiten der Nahrungskarenz, wo Ketonkdrper vermebint der Leber gebildet werden, wipd
Hydroxybutyrat in erhéhtem Mal3e als Alternative zudauptenergielieferanten Glucose
verwertet. Eine Rolle von AQP9 im Energiemetabolisndes Gehirns ware durchaus denkbar
(80). Auch fur Milchsaure — das quantitativ bedadste Monocarboxylat im S&auger (165) —
zeigte die Auswertung der Integrale in einem pheivall von 5,5-7 eine betrachtliche
Leitfahigkeit (Tab. 5.1). Es gibt Spekulationen dartber, dass AQP9 zarediteuroprotektion
beitragen konnte, indem es im Falle einer Gehihdéisue den Extrazellularraum von
anfallendem Laktat durch Aufnahme in die Astrozyké&irt (167). In einem Stressszenario wie
einer Ischamie, bei der akkumulierendes Laktat mbbriichen des physiologischen Milieus im
Gehirn auf pH-Werte bis 5,5 fiihrt (167), ware deadient stark genug, dass das AQP9 in einem
betrachtlichen Ausmald Milchsaure in die Zelleneleitkkbnnte und die Funktion der MCTs

erganzt, wenn deren Kapazitat erschopft ist.
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5.10 Aquaglyceroporine: einfache Glyceroporen? — ein Faiz

Die Funktion von Aguaporinen und Aquaglyceroporirls Kanalproteine fur Wasser und
ungeladene Solute ist lange bekannt. Seit ihreddekiung wurden stetig neue Substanzen
gefunden, die in der Lage sind, die Kanalpore zeniimden. Wenn man weitersucht, wird es
wohl auch immer wieder neue Substanzen geben, miedi@¢ Selektionsschablone von
Aquaporinen und Aquaglyceroporinen passen. DennAdeschluss positiver Ladung steht bei
dieser Familie von Kanalproteinen weit Uber dembelektion zwischen strukturell ahnlichen
neutralen Verbindungen. So lag der Fokus der Farsghlange auf der Aufklarung des
Selektivitatsfilters als elektrostatischer Barriele dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die
Elektrostatik auch an der Proteinoberfliche eindsaobeidende Rolle spielt und es
Aquaglyceroporine gibt, die sich nicht auf ihre IRohls ,Einfache Glyceroporen® reduzieren
lassen. So fuhrt die positive Oberflachenelekttdstaon AQP9 dazu, dass Monocarbonséuren
trotz kleiner Gradienten in einem Ausmal} geleitetden kénnen, welches eine physiologische
Relevanz des passiven Kanalproteins neben denasipezien MCTs verspricht. In TbAQP2
fuhrt eine elektrostatische Interaktion dazu, dBssitamidin als Inhibitor mit nanomolarer
Affinitdt bindet und vieles spricht daftir, dass depuaglyceroporin als Rezeptor fungiert, der
den Arzneistoff als endozytotisches Shuttle in delle schleust. Und zuletzt — ob
physiologische Relevanz oder Zufall — gerat AQP hiwtturch das negative Oberflachenlayout

unter das Messer der Protease Mefrin
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6 Ausblick

Auf Grundlage der Ergebnisse ergeben sich nocheveefragestellungen, die einer genaueren

Evaluierung bedurfen:

Unter dem Ubergeordneten Aspekt der Elektrostairk Aquaglyceroporinen ware es interessant
zu klaren, ob die negative Oberflachenladung voAQB2 zusatzlich einen Einfluss auf die
Anziehung von Pentamidin und damit auf die mittlerkibitorische Konzentration hat. Dies
konnte in Form von Punktmutationen an den relevaRtesitionen der extrazellularen Schleife
und einer biophysikalischen Evaluierung in der peapFlow Apparatur erfolgen. Des Weiteren
konnte ergadnzend zu der pentamidinresistenten NutarbAQP2-1s,R durch gezielte
Punktmutationen an einem nicht pentamidinhemmba&eguaglyceroporin wie TbAQP3 der
Versuch unternommen werden, Sensitivitat herzestelum noch robustere Ergebnisse zum
Bindemodus zu erhalten. ThAQP3sR. wére eine potenzielle Variante. Es gilt aber amah
bedenken, dass die Restriktionsstelle in diesentefrausatzlich enger gestaltet ist, was auch
den Austausch des Tryptophan an Position 102 undsify an Position 250 gegen kleinere
aliphatische Aminosauren notwendig machen konrdejidPentamidin binden kann. Um das
Thema abzurunden, ist es erstrebenswert, die pE$tulrezeptorvermittelte Endozytose als
Aufnahmemechanismus zu beweisen. Nachdem die Togpamenkulturen PEQuantum-Dot
gekoppeltes Pentamidin nicht tolerierten, wirdeeeikopplung mit Goldpartikeln eine

Alternative darstellen, um den Prozess mit einest&alektronenmikroskop zu visualisieren.

Fur AQP9 waére es sinnvoll zu zeigen, wie sich eimaitrale Proteinoberflache auf die
Leitfahigkeit von Monocarbonsauren auswirkt, da Matante AQP9-RR s£E eher harsche
Bedingungen im Sinne einer elektrostatischen Ahsigl3generiert. Da die neutrale Mutante
AQP9-RR; sAA leider keine Funktionalitat zeigte, konnte aldefnative Gber AQP9-RA eine
Abschwachung der positiven Ladung und Uber AQPR#ERNeutralitdt erreicht werden.
Interessant wére auch durch einen gezielten Amures@istausch des Glutamat39 in der
extrazellularen Schleife von AQP7 gegen eine pogjéladene Aminoséure die Situation von
AQP9 zu imitieren und die Mutante auf ihre Leit@gkeit fir Monocarbonsauren hin zu
untersuchen. Zusatzlich kdnnte das gefundene Mester Anhéufung positiver Ladung in der
extrazellularen Schleife a als Vorhersage-Tool esetgt werden. Durch Vergleiche einer
Vielzahl in den Datenbanken gelisteter Aquaporineegen ware es moglich anhand des
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Musters weitere Vertreter mit potenzieller Monocaraureleitfahigkeit zu identifizieren und
mit diesen gezielte Funktionsuntersuchungen durchzen.

Zudem misste die Rolle von AQP7 als Substrat deiteBse Meprifi durch weitere
Experimente abgeklart werden. Hierzu wirde sich \distern Blot als Methode anbieten.
Konnten nach Behandlung von Protoplasten AQP7 mhide Hefezellen mit Meprif
Fragmente des unbehandelten AQP7 detektiert wendénge dies ein starker Hinweis auf
enzymatische Spaltung des Aquaglyceroporins. Zdulegdarf es noch der Klarung, ob die
vitro erhaltenen Ergebnisse von physiologischer Relegamt. Zu diesem Zweck wirde sich
eine Perfusionsstudie mit Mausedarm und radioaktinarkiertem Glycerol anbieten.
Unterschiede in den Aufnahmeraten von radioaktivkieeem Glycerol des aufgespannten
Darms von Wildtyp-Mausen und MeprfaknockoutMausen wurde auf eine physiologische

Relevanz der Enzym-Substrat-Beziehung zwischen M@mnd AQP7 hinweisen.
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7 Zusammenfassung

In Aquaporinen und Aquaglyceroporinen wird ein sgrer Ausschluss von Kationen durch ein
Zusammenspiel des ar/R-Selektivitatsfilters undiieA-Region gewahrleistet, die eine positive
Barriere aufbauen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde Ideitfahigkeit desT. brucei AQP2
(TbAQP2) fur Pentamidin als organisches Kation wms humanen AQP9 (AQP9) fur
Monocarboxylate als organische Anionen untersucht.
Die Filterregion in TbAQP2 ist unkonventionell. Aabe des konservierten positiv geladenen
Arginins befindet sich im ar/R-Selektivitatsfiltan Position 264 ein Leucin, welches dafur sorgt,
dass das benachbarte Aspartat265 fur eine Wechkeiwi freisteht. Stopped-Flow Messungen
zeigten, dass die Solute 3-Amino-1,2-propandiol Badnamidin, die aufgrund ihrer Grol3e die
Kanalpore von TbAQP2 Uberwinden konnten, alleingawid ihrer Ladung ausgeschlossen
wurden und damit eine Passage des 340 Da grofenzwedach positiven Pentamidins
unwahrscheinlich ist. Vielmehr handelt es sich Bentamidin um einen nanomolaren Inhibitor
der Glycerolleitfahigkeit von TbAQP2 mit einemsfCvon 130 nM. Strukturvariationen von
Pentamidin zeigten, dass mindestens eine AmidiiiomKur die Interaktion bendétigt wird und
beide Phenylgruppen und die Mittelkette essergiatl, um Wasser abzuschirmen und eine hohe
Affinitat zu erhalten. Das Aspartat265 wurde alsessielle Aminoséaure identifiziert, die mit der
Amidinfunktion des Pentamidins eine elektrostatesitiechselwirkung eingeht. TbAQP2 ist vor
allem in der Flagellenregion von Trypanosomen Iskalt, die durch eine hohe Rate an
Membranumstulpungen charakterisiert ist. Eine UB@AQP2 rezeptorvermittelte Endozytose
als Aufnahmemechnismus fur Pentamidin in die Trgsamen ist denkbar.
AQP9 zeigt keine Auffalligkeiten im Layout des a@lektivitatsfilters, hingegen ein
ungewdhnlich breites Solutspektrum, u.a. auch fionbtarbonsauren/Monocarboxylate. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde mit Leitfahigkeitsmeggmm an der Stopped-Flow Apparatur
gezeigt, dass die passierende Spezies die neudéalee, d.h. die untersuchte Essigsaure,
Milchsaure undg3-Hydroxybuttersdure, und nicht das Anion ist. Diddiisaureleitfahigkeit von
AQP9 blieb zudem vom Protonophor DNP unbeeinflusgdmit eine Abhangigkeit vom
Protonengradienten ausgeschlossen wurde. Das nAQRY (AQP7) wies trotz einer deutlich
hoheren Glycerolleitfahigkeit nur einen BruchtedrdMonocarbonséaureleitfahigkeit von AQP9
auf, was nach Betrachtungen der Poisson-BoltzmaotenRale auf die unterschiedliche
Ladungsverteilung an der Oberflache der beiden glgaaroporine zuriickgefihrt wurde — war
AQP9 positiv geladen, zeigte sich AQP7 stark negéti AQP9 wurden zwei positiv geladene,
die Poreneingangsregion flankierende Arginine ansitboa 51 und 53 in der
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Poreneingangsregion als fur die Monocarbonsauidhegkeit essentielle Aminosauren
identifiziert. Diese sorgen vermutlich dafir, da&®P9 Monocarbonsduren mit 4-10-mal
hoherer Wahrscheinlichkeit leitet als Uber den gegebenen pH vorliegendem Saureanteil
erklarbar. Auf Grundlage der Ergebnisse ist als nabfnemechanismus von AQP9 fir
Monocarbonsauren eine Anziehung des MonocarboXytadns, damit eine erhohte
Aufenthaltswahrscheinlichkeit dessen, gefolgt vamee Protonierung aus dem Lésungsmittel
und einer Passage der neutralen Saure wahrscheiSlmit konnte im Rahmen dieser Arbeit
gezeigt werden, dass die Elektrostatik von Aquaagiyporinen einen entscheidenden Einfluss
auf ihre Funktion hat. So fuhrt eine positive Etektatik in AQP9 dazu, dass es zu einer hohen
Leitfahigkeit von Monocarbonsauren kommt und in TA ist es eine elektrostatische
Interaktion mit der Carboxylgruppe einer einzelfaninoséaure, die einen grof3en Beitrag zur

nanomolaren Affinitdt von Pentamidin leistet.
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8 Summary

In aquaporins and aquaglyceroporins, the ar/R-seigcfilter and NPA-region form a positive
electrostatic barrier that strictly excludes casioin this thesis the conductivity @f. brucei
AQP2 (TbAQP2) for the positively charged pentamediand of human AQP9 (AQP9) for
negatively charged monocarboxylates was evaluated.
The canonical amino acid composition of the AQRd®lity filter is an arginine in an aromatic
environment (ar/R). TbAQP2, however, carries a IBdu2nstead of arginine exposing an
Asp265 to the channel lumen. Stopped-flow measunesneith 3-amino-1,2-propandiole and
formamidine showed the selectivity filter is furctal and excludes cations despite its
unconventional layout. Both substrates could thezaily pass because of their size not being
larger than glycerol and urea, respectively, batdatained due to their positive charge. The di-
cationic, 340 Da seized pentamidine is not a penikat a nanomolar inhibitor of TbhbAQP2’s
glycerol permeability in yeast with an 4€of 130 nM. Evaluation of the structure-activity
relationship revealed at least one benzamidine thdieing crucial for interaction and showed
the importance of a long aliphatic chain for lipdjghshielding of water. The Asp265 was found
to be responsible for the electrostatic interactwith the amidine moiety of pentamidine.
TbAQP2 is predominantly localized in the trypanosbritagellar pocket where high rates of
membrane turnover occur and drug-uptake via recepéaliated endocytosis with ThAQP2
serving as the receptor might be a plausible masiman
In AQP9, the selectivity filter is inconspicuoustbthe protein shows conductance for a
remarkable variety of solutes including monocarbiexgcids/monocarboxylate. Stopped-flow
measurements in the framework of this thesis rexdetilat the neutral acid, i.e. lactic acid, acetic
acid andB-hydroxybutyric acid, is the channeled species.ifait of the protonophor DNP left
lactic acid permeability of AQP9 unaltered indiogtiindependency of the proton gradient.
Murine AQP7 very low functionality regarding mondgaxylic acids despite higher rates for
glycerol influx. Computations of Poisson-Boltzmaglectrostatics showed major differences in
surface potentials with AQP9 being positively anQR/ negatively charged. Two arginines at
positions 51 and 53 in loop a of AQP9 were foundbt crucial for 4-10 times higher
conductance of AQP9 for monocarboxylic acids theermgby the fraction at a certain pH. The
postulated mechanism of AQP9 channeling monocattmwagids bases on attraction of the
monocarboxylate anion leading to a higher probighdf protonation via the solvent depending
on pH and pKfollowed by a passage of the neutral acid. TbAQ@QR& AQP9 both represent
examples for the influence of protein electrostatin solute selectivity of aquaglyceroporins.
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