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1. Einleitung 

Ohne die Entwicklung der Zellmembran wäre Leben wie wir es kennen nicht möglich. Sie stellt 

die Grenze einer Zelle von jedem bekannten Lebewesen dar. Dabei besteht ihre primäre 

Funktion darin das Zellinneren von der Umgebung abzugrenzen, um die biochemischen 

Prozesse im Inneren, durch Erhaltung ganz bestimmter, zellspezifischer Bedingungen, 

aufrechtzuerhalten. Die Zellmembran selbst besteht aus Phospholipiden, welche eine Barriere 

für polare und geladene Moleküle und einfache Ionen bildet. Nur sehr kleine und unpolare oder 

lipophile Substanzen und Gase können relativ ungehindert die Biomembran passieren [1]. 

Lebewesen sind jedoch zur Aufrechterhaltung eben dieser ganz besonderen Bedingungen 

darauf angewiesen, Nährstoffe aus der Umgebung aufzunehmen oder auf toxische 

Veränderungen der Umgebung zu reagieren. Für diese Aufgaben beherbergt die Zellmembran 

eine riesige Bandbreite von Proteinen, so genannten Membranproteinen, welche etwa ein 

Drittel aller natürlich vorkommenden Proteine ausmacht [1]. Bei diesen Proteinen handelt es 

sich um Rezeptoren, Strukturproteine, verschiedenste Enzyme, sowie Transporter und Kanäle. 

Transporter und Kanäle sind für die Aufnahme von chemischen Verbindungen, Nährstoffen 

und Ionen durch die andernfalls unüberwindbare Barriere der Plasmamembran zuständig. 

Gleichzeitig ermöglichen sie, dass unerwünschte oder giftige Stoffwechselprodukte aus dem 

Zellinneren entfernt werden können. Transporter und Kanäle unterscheiden sich dabei vor allem 

in ihrer Funktionsweise. Transporter binden ihr Substrat auf einer Seite der Membran, daraufhin 

ändert sich ihre Konformation und sie öffnen sich zur gegenüberliegenden Membranseite, wo 

sie das Substrat entlassen. Spezielle Formen sind hier die Pumpen, welche unter 

energieverbrauch in der Lage sind Moleküle entgegen chemischer oder elektrischer Gradienten 

zu transportieren. Kanäle hingegen bilden Membran durchspannende Tunnel, die in ihrer Mitte 

vor allem Seitenketten polarer Aminosäuren aufweisen. Dabei unterscheiden sich die Kanäle 

deutlich in ihrer Form und lassen immer nur bestimmte Ionen oder Moleküle passieren. Viele 

Kanäle befinden sich zunächst in einem geschlossenen Zustand und öffnen sich, sobald ein 

entsprechender Reiz wie eine Änderung im Membranpotenzial auftritt oder ein Ligand bindet. 

Die Passage des Kanals selbst geschieht danach durch Diffusion. Somit ermöglichen es 

spezielle Wasserkanäle bei Schwankungen in der Osmolarität der Umgebung, das Wasser sehr 

schnell aus der Zelle strömen kann und somit die Zelle vor Schäden geschützt wird. Neben der 

reinen Funktion als Kanal wurde für diese Familie von Wasserkanälen, Aquaporine genannt, 

mittlerweile eine große Anzahl weiterer Substrate identifiziert, sowie ihre Beteiligung an einer 

Vielzahl von anderen Vorgängen zum Beispiel bei der Zell-Zell-Adhäsion und Kommunikation 

ausgemacht [2]. Weltweit sind humanpathogene Parasiten z.B. die Erreger der Malaria, mit 
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Hunderttausenden von Todesopfern eine bedeutende Bedrohung für die menschliche 

Gesundheit. Sie zeichnen sich durch eine einzigartige Organelle aus, die als apikaler Komplex 

bezeichnet wird und für die sie Apicomplexa genannt werden [3]. Apicomplexa sind einzellige 

Parasiten, die oftmals in spezifischen Zellen oder im Blut des Wirtsorganismus leben. Der 

Zellmembran wird hier die wichtige Aufgabe als Schnittstellt, zwischen dem Parasiten und 

seinem Wirt zuteil. An der Schnittstelle sind Membranproteine ein besonders 

vielversprechendes Ziel bei der Krankheitsbekämpfung. Diese Proteine sind stark für den 

parasitären Lebensstil optimiert und erfüllen lebenswichtige Funktionen für den Organismus. 

Dazu gehören auch die Membranproteine der Aquaporine. Die geringe Anzahl der exponierten 

Proteine ist ein genereller Mechanismus, mit dem die Erreger versuchen dem Immunsystem des 

Wirts aus dem Weg zu gehen. Die Aquaporine sind zwar nicht lebensnotwendig, jedoch helfen 

sie dem Parasiten, mit osmotischem Stress im Wirt und während der Übertragung fertig zu 

werden Außerdem erfüllen sie eine unerlässliche Rolle im Nährstoffe Transport, wodurch sie 

zu wertvollen drug-targets werden [3, 4].  
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1.1 Malaria 

Malaria ist die häufigste Infektionskrankheit weltweit mit ungefähr 219 Million infizierten 

Menschen im Jahr 2017. Sie tritt vor allem in den tropischen und subtropischen Regionen 

Afrikas (92 %), Süd-Ost Asien (5%) und im Mittleren Osten auf (2%) [5]. Aber auch, nicht zu 

Letzt durch die Erwärmung des Klimas, in den gemäßigten Breiten. Es gibt insgesamt fünf 

Erreger der Gattung Plasmodium, die für die Infektionen beim Menschen verantwortlich sind: 

P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale und P. knowlesi. In Afrika ist P. falciparum für 

99,7 % der Infektionen verantwortlich. P. vivax spielt vor allem in Gegenden wie Mitteleuropa 

und Nordamerika eine immer größer werdende Rolle und verursacht hier 74,1% aller 

Malariafälle [5]. Die Übertragung findet bei der Malaria nicht von Mensch zu Mensch statt, 

sondern über einen externen Vektor. Dabei handelt es sich um weibliche Stechmücken der 

Gattung Anopheles. 

Die von P. falciparum ausgelöste Malaria tropica ist die schwerwiegendste Form. Im Jahr 2017 

starben 451.000 Menschen an den Folgen von Malaria. Gerade für Kinder unter 5 Jahren ist 

eine Infektion lebensgefährlich, da sie die schwerwiegenden Komplikationen, wie Anämie, 

Hypoglykämie, starkes Fieber und Ohnmachtszustände bis hin zum Koma, kaum überwinden. 

Sie machen 62 % aller Malariabedingten Todesfälle aus [5]. Aber auch die in den betroffenen 

Gebieten von Afrika und Süd Amerika unzureichende medizinische Versorgung und die immer 

stärker zunehmende Resistenzentwicklung gegen antimalarische Medikamente spielen eine 

entscheidende Rolle.  

1.1.1 Lebenszyklus von Plasmodium sp. 

Weibliche Stechmücken der Gattung Anopheles sind vor der Ablage ihrer Eier darauf 

angewiesen große Mengen von Nährstoffen durch eine Blutmahlzeit zu sich zu nehmen. Ein 

mit Plasmodien infiziertes Weibchen überträgt dabei die in ihrer Speicheldrüse enthaltenen 

Sporozoiten auf den Menschen (Abbildung 1, A). Über das Blut gelangen die Sporozoiten in 

die Leber und infizieren dort Hepatozyten. In diesem Leberstadium beginnt die erste asexuelle 

Vermehrung im menschlichen Körper (Abbildung 1, B). Durch Bildung von Leber-Schizonten 

aus den Hepatozyten, platzen diese nach etwa einer Woche, wobei jeder bis zu 30.000 

Merozoiten in die Blutbahn entlässt. Die Merozoiten dringen im Blut in die dort reichlich 

vorhandenen Erythrozyten ein. Im Folgenden, zweiten asexuellen Vermehrungszyklus nutzt der 

Parasit die nährstoffreiche Umgebung aus, um sich sehr schnell zu vermehren (Abbildung 1, C). 

Dabei rekrutiert der Parasit Membranproteine des Erythrozyten, um große Mengen an 

Nährstoffen ins Zellinnere zu bringen [6]. Je nach Form der Malaria dauert der 

Vermehrungszyklus 24 bis 72 Stunden, wobei am Ende die befallenen Erythrozyten platzen 
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und die freigesetzten Merozoiten erneut Erythrozyten infizieren. In diesem Blutstadium 

vermehrt sich der Parasit mit jedem Zyklus um das 6 bis 20-fache [7]. Sobald sich im Blut etwa 

100 Millionen Parasiten befinden, kann in einem Blutausstrich unter dem Mikroskop oder mit 

Hilfe eines Schnelltestes eine Malariaerkrankung diagnostiziert werden. Zu diesem Zeitpunkt 

treten auch die Symptome und Beschwerden auf. Ein Teil der Parasiten differenziert sich 

währenddessen zu Gametozyten. 

Durch eine Blutmahlzeit durch eine Anopheles Mücke gelangen die Parasiten, die sich im Blut 

befinden in den Verdauungstrakt des Moskitos (Abbildung 1, D). Unter diesen harschen 

Bedingungen überleben lediglich die geschlechtsreifen Gametozyten des Parasiten. Diese 

Formen eine Ookinete, welche in der Lage ist, die Epithelzellen des Verdauungstraktes zu 

durchdringen. Dort differenziert sie sich dann zu einer Oozyste und beginnt mit der eigentlichen 

geschlechtlichen Vermehrung. Dabei entstehenden aus einer Oozyste bis zu 104 Sporozoiten, 

welche über die Lymphe in die Speicheldrüsen der Stechmücke wandern. Diese können 

wiederum bei einem Stich einen Menschen infizieren. 

 

Abbildung 1: Der geschlechtliche und ungeschlechtliche Vermehrungszyklus von P. falciparum: Der Zyklus 

beginnt mit der Infektion des menschlichen Wirts durch einen Moskitostich, bei dem Sporozoiten ins Blut gelangen 

(A, vergrößert). Diese gelangen in die Leber (B), wo jeder Sporozoit einen Hepatozyten infiziert und sich vermehrt. 

Nach einer Woche platzen die Zellen und setzen tausende Merozoiten ins Blut frei. Dort infizieren sie die roten 

Blutzellen und fangen mit der asexuellen Vermehrung an (C). Einige Parasiten entwickeln sich zu 

Geschlechtszellen (Gametozyten) und können bei einem erneuten Moskitostich in den Moskito gelangen (D). Im 

Verdauungstrakt des Insekts findet die geschlechtliche Vermehrung statt. Aus männlichen und weiblichen 

Gametozyten bildet sich eine Ookinete, die die Epithelzellen durchdringt und dort als Oozyste mit der 

Sporozoitenproduktion beginnt. Diese wandern in die Speicheldrüsen, wo sie bei der nächsten Blutmahlzeit wieder 

einen Menschen infizieren können. Der Zyklus dauert je nach Parasitenart bis zu 30 Tagen. In den Kästen stehen 

geschätzte Parasitenzahlen. Modifiziert durch Dr. André Golldack nach [8]. 
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Die Malariasymptome treten während des erythrozytären Stadiums auf und werden durch die 

asexuelle Vermehrung der Parasiten hervorgerufen. Die starken Fieberschübe gehen dabei auf 

das Platzen der Erythrozyten und die dadurch bedingte Freisetzung von Toxinen zusammen mit 

den Merozoiten zurück. Der Körper reagiert mit dem Ausschütten von Chemokinen, welche 

zum einen für das Fieber sorgen, aber auch durch eine Hemmung der Erythropoese eine Anämie 

vorantreiben. Die Parasiten verbrauchen in diesem Lebenszyklus große Mengen der Glukose 

im Blut, wodurch in Kombination mit der blutzuckersenkenden Wirkung der Chemokine eine 

Hypoglykämie mit Schwindel und Ohnmacht hervorgerufen werden kann. Dies geschieht je 

nach Parasitenart mehr oder weniger synchronisiert in Intervallen von 1 bis 4 Tagen. Die 

Malaria tropica, ausgelöst von P. falciparum hat die Besonderheit, das befallene Erythrozyten 

das Antigen PfEMP1 präsentieren, mit dem es zu einer Anlagerung der Erythrozyten an 

Gefäßwände kommt [9]. Dadurch kann es zur lokalen Unterversorgung mit Sauerstoff und 

Nährstoffen kommen, was im Bereich des Gehirns (cerebrale Malaria), insbesondere bei 

Kindern, häufig tödlich endet. 

Gerade wegen der starken Resistenzentwicklung gegenüber den bisherigen Chemotherapeutika, 

ist die Suche nach neuen drug-targets aktueller denn je. Aquaporine stellen dabei 

vielversprechende Optionen da, weil sie lebenswichtige Aufgaben, wie Osmoregulation und 

Nährstofftransport, erfüllen und somit bei einer Beeinflussung durch Chemotherapeutika zu 

einer deutlichen Beeinträchtigung des Parasiten führen können [4]. 

1.2 Aquaporine 

Aquaporine (AQPs) sind Transmembranproteine, die in fast allen bekannten Lebewesen 

vorkommen [10]. Der Name Aquaporin leitet sich von dem lateinischen aqua für Wasser und 

altgriechischen póros für Durchgang ab. Der Name etablierte sich nachdem Anfang der 1990er 

Jahre das erste Protein dieser Art durch die Arbeitsgruppe von Peter Agre funktionell 

charakterisiert wurde [11]. Aquaporine bilden eine eigene Familie, die auch Major Intrinsic 

Proteins (MIP) genannt werden, von denen mittlerweile 1507 Proteine aus 481 verschiedenen 

Organismen, deren Genom vollständig sequenziert ist, identifiziert wurden [12]. Es werden 

mittlerweile drei Typen unterschieden: orthodoxe Aquaporine, Aquaglyceroporine und 

“super-gene channel” Aquaporine [2, 13]. Der Name „super-gene channel“ klingt allerdings 

sehr nach besonders guter Leitfähigkeit, weswegen in dieser Arbeit die Bezeichnung 

unorthodoxe Aquaporine verwendet wird. Die Unterscheidung der einzelnen Klassen erfolgt 

anhand charakteristischer Merkmale der Aminosäuresequenz im Zusammenhang mit hoch 

konservierten Motiven und der dadurch bedingten Funktion. 
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Einzellige Organismen wie Bakterien besitzen nur eine geringe Anzahl von Aquaporinen und 

in thermophilen Archaeen kommen sie praktisch gar nicht vor. Dies liegt vermutlich daran, dass 

die Diffusion von Wasser durch die Membran aufgrund der hohen Temperaturen deutlich 

erhöht ist und sie deshalb nicht benötig werden. Prokaryotische Einzeller wie Escherichia coli 

und Salmonella typhimurium besitzen zwei Aquaporine. Eukaryotische Einzeller wie 

Trypanosoma brucei und Saccharomyces cerevisiae besitzen drei [14] bzw. vier Aquaporine 

[2]. Vielzellige, höhere Organismen besitzen eine vielfältigere und größere Anzahl an 

Aquaporinen. So sind im Menschen bisher 13 Aquaporine bekannt, ebenso wie in der Ratte, die 

sich strukturell und funktionell sehr ähnlich sind, jedoch Unterschiede im Expressionsmuster 

aufweisen. Einige Pflanzen wie Arabidopsis thaliana verfügen sogar über 38 verschiedene 

Aquaporine [15]. 

1.2.1 Struktur der Aquaporine 

Generell sind Aquaporine aus sechs transmembranären α-Helices (I-VI Abbildung 2), welche 

die Plasmamembran durchziehen, aufgebaut. Diese sind über drei extrazelluläre und zwei 

intrazelluläre Schleifen miteinander verbunden (Abbildung 2). Die N- und C-termini befinden 

sich beide auf der intrazellulären Seite der Membran. Durch eintauchen kurzer Abschnitte der 

Loops B und E entstehen zwei weitere halb-Helices, an deren Enden sich die für Aquaporine 

zwei typischen Aminosäure-Abfolgen aus Asparagin-Prolin-Alanin (NPA) befinden [16]. In 

der Membran sind die Transmembranspannen so platziert, dass die beiden NPA-Motive 

übereinanderstehen und die beiden halb-Helices eine weitere Transmembranspanne bilden 

(Abbildung 3). 

 

Abbildung 2: 2D Topologie eines Aquaporins. Zu sehen sind die Sechs Transmembranspannen I-VI und die beiden 

Halb-Helices. Modifiziert nach [17] 
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Die beiden NPA-Motive bilden dabei eine elektrostatische Barriere für Kationen innerhalb der 

Pore, um die Passage von Ionen zu verhindern. Dieser Ausschlussmechanismus allein reich 

jedoch nicht, um die Passage von Protonen zu verhindern. Dazu befindet sich oberhalb der Pore 

eine Engstelle, bestehend aus einem Arginin, das von aromatischen Aminosäuren umgeben ist, 

der sogenannte aromatische Arginin Region (ar/R) [18]. Nur wenn beide Barrieren intakt sind, 

kann ein vollständiger Ausschluss positiver Ladung erfolgen [19, 20]. 

 

 

Abbildung 3: Gefaltetes humanes Aquaporin 1 (PDB 1j4n); I bis VI kennzeichnen die 6 Membranhelices, mittig 

in dunkel Grün (unten) und Orange (oben) sind die beiden Halbhelices zu sehen. Erstellt mit PyMol. 

Gleichzeitig erfüllt die ar/R auch eine wichtige Rolle als Selektivitätsfilter. Hierbei spielt vor 

allem der Durchmesser der Engstelle eine entscheidende Rolle. Orthodoxe Aquaporine besitzen 

einen Durchmesser von ungefähr 2,8 Å [21], was dem Durchmesser eines Wassermoleküls 

entspricht. Aquaglyceroporine besitzen einen Durchmesser von etwa 3,5 Å [22] wodurch auch 

größere Moleküle wie Glycerol passieren können. 

Es existieren bereits eine Vielzahl verschiedener Kristallstrukturen. Dazu gehören die 

bakteriellen AQPZ [23, 24] und GlpF [22, 25] aus E. coli, sowie AQPM [26] aus der Archaea 

Methanothermobacter marburgensis, das Hefe Aqy1 [27] aus Pichia pastoris, das pflanzliche 

SoPIP2;1 [28] aus dem Spinat, Schaf AQP0 [29, 30] und Rinder AQP0 [31] und AQP1[21], 

sowie die menschlichen AQP1 [16], AQP2 [32, 33], AQP4 [34], AQP5 [35] und AQP10 [36]. 

Außerdem wurde das AQP4 aus der Ratte [37, 38] und das PfAQP1 [39, 40] aus dem einzelligen 

Parasiten Plasmodium falciparum kristallisiert. 
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Abbildung 4: Aufsicht auf das Homotetramer von AQPM aus Methanothermobacter marburgensis (PDB 2evu) 

Die intramolekulare Sequenzähnlichkeit innerhalb der Proteinfamilie ist insgesamt sehr groß, 

weshalb angenommen wird, dass die ersten Aquaporine durch Genduplikation eines halben 

Aquaporin-Gens entstanden sind [41]. Aus Röntgenkristallstrukturen und 

elektronenmikroskopischen Aufnahmen ist außerdem bekannt, dass alle Aquaporine in ihrer 

Quartärstruktur Tetramere bilden (Abbildung 4). Jedes der 25 bis 35 kDa großen Monomer 

behält dabei seine eigene Pore, wodurch ihre Leitfähigkeit erhalten bleibt [19, 27, 42]. In der 

Mitte des Tetramers entsteht eine zentrale Pore, die nicht an der Leitfähigkeit für Wasser 

beteiligt ist. In einigen Aquaporinen wurde ein erleichterter Gasaustausch mit der Umgebung 

beobachtet, der dieser Pore zugeschrieben wird [43, 44]. In ihrer Tertiärstruktur unterscheiden 

sich Aquaglyceroporine von orthodoxen Aquaporinen nur wenig. Jedoch befindet sich bei 

Aquaglyceroporinen hinter dem C-terminal gelegenen, zweiten NPA-Motiv ein konservierter 

Asparaginsäure-Rest (D), welcher in orthodoxen Aquaporinen nicht vorkommt. Durch ihn wird 

der Durchmesser der Pore erweitert und größere Moleküle wie Glycerol können den Kanal 

passieren [45]. Die Sequenz ISG(G/A)H direkt vor dem ersten NPA-Motiv ist innerhalb der 

orthodoxen Aquaporine und Aquaglyceroporine hingegen stark konserviert. Die dritte Klasse 

der unorthodoxen Aquaporine ist hier auffällig, da diese Sequenz nicht konserviert und auch 

unter ihren Vertretern sehr uneinheitlich ist. Von diesen Aquaporinen existieren bisher keine 
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Kristallstrukturen und da sie eine sehr geringe Ähnlichkeit von teilweise nur 20 % zu anderen 

Aquaporinen aufweisen, sind genaue Aussagen zur Struktur schwierig. Auffällig ist jedoch der 

hoch konservierte Cystein-Rest einige Aminosäuren hinter dem zweiten NPA 

(NPAxxxxxxxxC). Anhand von Untersuchungen an humanem und murinem AQP11 konnte 

gezeigt werden, dass dieser Rest essenziell für die Funktion dieser Aquaporine ist, da Mutanten, 

die kein Cystein an dieser Stelle aufweisen im Mausmodell ein polyzystisches Nierenversagen 

hervorriefen. Den gleichen Phänotyp zeigen auch AQP11 Knock-out-Mäuse [46]. Für die 

unorthodoxen Aquaporine konnte zudem nachgewiesen werden, dass diese intrazellulär 

lokalisiert sind und nicht in die Plasmamembran eingebaut werden [47, 48]. Strukturell sind 

diese Aquaporine jedoch bisher wenig untersucht und aufgrund der geringen Ähnlichkeit ist es 

schwierig zuverlässige Modelle zu erstellen.  

Mit Voranschreiten vieler Genomsequenzierungen wurden auch viele Aquaporin-ähnliche 

Sequenzen gefunden, die nicht über die sonst hoch konservierten NPA-Motive verfügen 

[49-51]. Dies hat zu der Zuordnung vieler pflanzlicher Membrankanäle zu den Aquaporinen, 

die sich von denen des Tierreichs deutlich unterscheiden, geführt. Arabidopsis thaliana verfügt 

über 38 Aquaporine, die in vier Gruppen unterteilt werden: Short Intrinsic Protein (SIP), 

Nodulin-26 like Protein (NIP), Plasmamembrane Intrinsic Protein (PIP) und Tonoplast 

Intrinsic Protein (TIP) [2]. Aufgrund ihrer Sequenzähnlichkeit mit orthodoxen Aquaporinen 

vor dem ersten NPA-Motiv und dem Fehlen des für Aquaglyceroporine typischen 

Asparaginsäure-Restes werden sie als orthodoxe Aquaporine eingeordnet. 

1.2.2 Funktion von Aquaporinen 

Die Ergebnisse vieler Studien zeigen, dass die Hauptfunktion der orthodoxen Aquaporine darin 

besteht, Wasser die Passage durch eine Membran zu ermöglichen. AQP2 defiziente Mäusen 

und Menschen leiden an einem Diabetes insipidus und ein Mangel an AQP5 verringert die 

Speichelsekretion bei Mäusen [52]. Aquaporine sind außerdem an der Zellmigration beteiligt 

[53–55]. Unter den orthodoxen Aquaporinen gibt es jedoch auch Vertreter, die nicht nur für 

Wasser permeabel sind. So wurde in-vitro für das orthodoxe Aquaporin AQP6 eine Nitrit- und 

Chloridleitfähigkeit und eine geringe Nitratleitfähigkeit gezeigt [56]. AQP8, sowie die TIPs in 

Pflanzen sind zusätzlich durchlässig für Ammonium und Wasserstoffperoxid [57, 58] obwohl 

diese ebenfalls zu den orthodoxen Aquaporinen gehören. 

Aquaglyceroporine haben die Hauptaufgabe, die Aufnahme von Glycerol in die Zelle zu 

ermöglichen, wobei abhängig vom Protein entweder Wasser und Glycerol geleitet werden 

können oder nur Glycerol. So nimmt der humanpathogene Parasit P. falciparum in einem 

intraerythrozytären Stadium große Mengen Glycerol über PfAQP1 aus seiner Umgebung für 
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die Lipidsynthese auf [59]. Bei der Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae liegt der Fall genau 

anders. Hier sorgt das Aquaglyceroporin Fps1p für eine Osmoregulation, indem es 

intrazelluläres Glycerol herauslässt und somit eine Verringerung des Turgors bewirkt. Hierbei 

kommt zudem eine weitere Eigenschaft von Aquaporinen zum Tragen. Fps1 verfügt über einen 

Mechanismus zur Steuerung der Durchlässigkeit für Glycerol [60]. Dabei kommt es zu einer 

Interaktion von einem Peptid in dem ungewöhnlich langen N-Terminus von Fps1 und der 

Transmembranspanne 6 [61]. Insgesamt sind einige solcher gating oder trafficking 

Mechanismen für Aquaporine beschrieben [62]. Das bekannteste und am besten untersuchte 

Beispiel für trafficking bei Aquaporinen ist sicher AQP2 in den Zellen des Sammelrohrs der 

Nieren. Dabei wird durch das Hormon Vasopressin ein Einbau von AQP2 bestückten Vesikel 

in die apikale Membran der Zellen induziert und dadurch eine Steigerung der Wasseraufnahme 

in die Zellen bewirkt [63–65]. Außerdem sind bei Eukaryoten häufig Phosphorylierungen [66], 

pH-Unterschiede [67–69], zweiwertige Kationen [66–68, 70, 71], Protein-Protein-

Interaktionen [72] und die Osmolarität von Zellen und ihrer Umgebung [60, 73] an der 

Regulierung beteiligt. In Pflanzen kommen keine Aquaglyceroporine vor. Hier übernehmen die 

Nodulin-26 like Proteins (NIPs) den Glyceroltransport, welche wahrscheinlich durch 

horizontalen Gentransfer von Bakterien auf die Pflanzen übertragen wurden. Diese sind 

außerdem für Borat und Silikat durchlässig [74, 75]. Der Prototyp der Aquaglyceroporine ist 

der Glycerolkanal GlpF aus E. coli ist nur sehr schlecht für Wasser durchlässig. Auch wenn für 

den Wassertransport bessere Alternativen vorhanden sind, ist dieser bei Aquaglyceroporinen 

physiologisch nicht irrelevant [52, 76]. Interessant ist auch, dass einige Aquaglyceroporine für 

Metalloide wie Antimonat und Arsenat durchlässig sind [77]. Humanes AQP9 ist sogar für noch 

größere Solute wie Purine, Carbamide aber auch protonierte Monocarboxylate durchlässig 

[78, 79].  

Unorthodoxe Aquaporine waren anfangs durch die atypische Aminosäuresequenz und die in 

Xenopus Oozyten fehlende Wasser- und Glycerolleitfähigkeit [80, 81] als Mitglieder der 

Aquaporinfamilie umstritten. Jedoch konnte mit in Liposomen rekonstituiertem humanem 

AQP11 eine Wasserleitfähigkeit festgestellt werden, die vergleichbar mit AQP1 ist [82]. 

Über die zu erwartende Funktion als Kanal und die Permeation von kleinen geladenen 

Molekülen hinaus, spielen viele Aquaporine durch ihre Lokalisation an der Zelloberfläche auch 

eine Rolle in vielen anderen physiologischen Prozessen. Diese sind häufig mit 

Autoimmunerkrankungen assoziiert oder spielen eine Rolle in der Signalübermittlung [83–85]. 

Zudem gibt es immer mehr Hinweise, dass Aquaporine auch an allgemeiner Strukturgebung 

von Zellen beteiligt sind. So wird AQP0 vorwiegend in der Linse des Auges exprimiert, wo es 
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neben der allgemeinen Funktion als Wasserkanal auch an der Ausbildung von Zell-Zell-

Kontakten beteiligt ist [86–88]. 

1.3 Plasmodium falciparum Aquaporine  

1.3.1 Aquaporin 1 

Bis vor einigen Jahren war es Stand der Forschung, dass Plasmodium falciparum über ein 

einziges Aquaporin (PfAQP), genauer ein Aquaglyceroporin, verfügt. Dies passt auch zu der 

allgemeinen Annahme, dass diese Art von Parasiten eine möglichst kleine Anzahl potenzieller 

Antigene auf ihrer Oberfläche präsentieren [89]. 

PfAQP ist aus sechs Transmembranspannen und zwei halb-Helices aufgebaut (Abbildung 5). 

Die beiden NPA-Motive sind zu einem NLA im N-terminalen Teil und einem NPS im 

C-terminalen Teil mutiert. Die Funktion ist hierdurch jedoch nicht beeinträchtigt. Es bildet eine 

typische Pore, mit den beiden Engstellen aus ar/R Selektivitätsfilter und NLA/NPS ([40]). 

Direkt hinter dem Arginin der ar/R-Region befindet sich das für Aquaglyceroporine 

charakteristische Aspartat (D). 

 

Abbildung 5: Topologieplot der Primärsequenz von PfAQP. Dunkel graue Aminosäuren sind im Vergleich zum 

Prototyp der Aquagylceroporine, GlpF, konserviert. Die hell grauen sind zum GlpF ähnlich. Schwarze Rauten 

zeigen Aminosäuren, die bei GlpF direkt mit Glycerol wechselwirken. Die Topologie wurde mit dem TeXtopo 

Paket für LaTeX erstellt [90]. 

PfAQP besitzt ausgezeichnete Wasserleitfähigkeit und eine gute Glycerolleitfähigkeit [91]. 

Außerdem konnte eine Leitfähigkeit für weitere Zuckeralkohole bis zu einer Kettenlänge von 

5 Kohlenstoffen, sowie für Harnstoff nachgewiesen werden. Die Leitfähigkeit nimmt dabei mit 

steigender Kettenlänge ab [91]. Sorbitol, ein Zuckeralkohol mit einer Länge von 6 

Kohlenstoffatomen, kann zwar noch in die Pore eindringen, diese jedoch nicht passieren. 

Dadurch kommt es zu einer Hemmung jeglicher Leitfähigkeit [92]. 
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Für den Parasiten nimmt PfAQP eine zentrale Rolle als bi-funktionales Aquaglyceroporin ein. 

In seinem Lebenszyklus passiert der Parasit mehrmals mit dem Blut die Niere, wo harsche 

osmotische Bedingungen vorherrschen, vor denen ihn das Aquaporin schützt. Im 

intraerythrozytären Stadium findet eine sehr schnelle Vermehrung statt. Dadurch wird 

innerhalb kurzer Zeit eine große Menge an Lipiden de-novo synthetisiert wofür Glycerol und 

andere Substrate benötigt werden [93]. Diese stehen dem Parasiten in seiner Umgebung, dem 

Blut, in großer Konzentration zur Verfügung [59]. Eine weitere Wichtige Funktion erfüllt die 

Leitfähigkeit von PfAQP für Ammoniak. Ammoniak entsteht während der Vermehrung im 

Erythrozyten durch Abbau von Aminosäuren und würde innerhalb kürzester Zeit zum Tod des 

Parasiten führen. Durch die Pore von PfAQP kann Ammoniak nach außen passieren, wo es im 

saureren pH protoniert wird und so der Efflux-Gradienten aufrechterhalten wird [94]. 

Durch einen Knock-out von Plasmodium berghei AQP konnte beobachtet werden, dass 

PbAQP-null-Parasiten ein deutlich langsameres erythrozytäres Wachstum zeigen, wodurch 

infizierte Mäuse länger überleben [95]. Zusätzlich konnte eine Verzögerung der 

Differenzierung vom Leber- zum Blutstadium bei PfAQP-null-Parasiten beobachtet werden 

[96]. Dies unterstreicht die wichtige Rolle die PfAQP im Stoffwechsel des Parasiten. 

 

1.3.2 Aquaporin 2 

Im Genom des Erregers der Malaria tropica, Plasmodium falciparum, befindet sich seit einiger 

Zeit eine automatisch annotierte Proteinsequenz (PF3D7_0810400), die für ein weiteres, 

putatives Aquaporin, demnach PfAQP2, kodiert [97]. Die Aminosäuresequenz ist mit 603 

Aminosäure ungewöhnlich lang für ein Aquaporin. Daraus ergibt sich eine molekulare Masse 

von etwas über 71 kDa, wodurch es im Vergleich zu den 30 kDa anderer Aquaporine sehr groß 

ist. Die vorhergesagte Topologie von PfAQP2 spiegelt im Kern die Merkmale eines Aquaporins 

wieder. 6 Transmembranspannen, 2 Halbhelices die mit 5 Schleifen verbunden sind und beide 

Termini auf der intrazellulären Seite der Membran. Eine Transmembranspanne braucht im 

Durchschnitt 26 Aminosäuren, um die Plasmamembran zu durchziehen [98]. Bei einem sehr 

großen Protein wie PfAQP2 ergeben sich deshalb die in Abbildung 6 zu sehenden untypisch 

großen Schleifen A und D, sowie verhältnismäßig lange Termini. Bei genauerer Betrachtung 

der Aminosäuresequenzen N- und C-terminal der NPA-Motive ist bei PfAQP2 ein 

konserviertes NPA und ein verändertes NPM-Motiv zu sehen. Vor dem N-terminalen NPA 

befindet sich eine Abfolge von LLGAH die bis auf ein Serin und ein Isoleucin, welche beide 

durch Leucin ersetzt sind, sehr ähnlich zu ISG(G/A)H der orthodoxen Aquaporine ist. Des 
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Weiteren befindet sich vor dem NPM kein Cystein, welches humanes Aquaporin 1 empfindlich 

für Quecksilber macht [99]. 

 

Abbildung 6: Putativer Topologieplot von PfAQP2. Die 6 Transmembranspannen sind mit 1-6 gekennzeichnet, 

die Loops mit den Buchstaben A bis E. Die Charakteristischen NPA-Motive sind in rotbraun dargestellt. Farblich 

hervorgehoben sind die auffälligen Loops A (grün) und D (rot), sowie die beiden langen Termini (blau). Schwarze 

Rauten kennzeichnen in orthodoxen Aquaporinen konservierte Aminosäuren, die bei PfAQP2 ähnlich sind. Das 

untypische Phenylalanin an Stelle des konservierten Arginins des Selektivitätsfilters ist mit einem schwarzen Kreis 

markiert. Erstellt auf Grundlage der Primärstruktur von PfAQP2 mit Hilfe des TeXtopo Pakets für LaTeX [90]. 

Das bei orthodoxen und Aquaglyceroporinen hoch konservierte Arginin der Filterregion ist bei 

PfAQP2 durch ein großes, aromatisches Phenylalanin ausgetauscht, wodurch zum einen die 

Lipophilie des Poreneingangs stark erhöht wird, zum anderen, durch den Wegfall der positiven 

Ladung, eine wichtige Funktion als Barriere für Protonen nicht mehr besteht. Unorthodoxe 
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Aquaporine wie die humanen AQP11 und 12 verfügen ebenfalls über kein Arginin dafür 

verfügen sie über ein kleineres, Leucin. Das konservierte Cystein in Richtung C-Terminus 

findet sich im PfAQP2 allerdings nicht. 

Beim Vergleich mit anderen typischen und untypischen Vertretern der Aquaporine weist 

PfAQP2 eine Sequenzähnlichkeit von nur 10 bis 20 % auf. Dadurch wird es ähnlich schwierig 

wie bei AQP11 und 12 verlässliche 3D Strukturmodelle zu erstellen. Zur Funktion von PfAQP2 

gibt es bisher keine Daten. Allerdings deuten Transkriptom-Untersuchungen darauf hin, dass 

das Gen PfAQP2 vor allem von geschlechtsreifen Gametozyten (Gametozyten V Abbildung 7) 

vor der Aufnahme in den Moskito verstärkt abgelesen wird. 

 

Abbildung 7: log FPKM (Fragments Per Kilobase Million) Werte für PfAQP1 und PfAQP2 [100]. Sieben 

bidirektionale Bibliotheken aus Ring-, frühem und späterem Trophozoiten, Schizont, Gametozyten II, 

Gametozyten V und Ookineten wurden mit Lumineszenz-Methoden sequenziert. 

Strukturell weist PfAQP2 die Kernmerkmale eines Aquaporins auf. Bei der vorläufigen 

Einordnung fällt jedoch auf, dass es zum einen Ähnlichkeit mit orthodoxen Aquaporinen 

hinsichtlich der ersten NPA-Box und der vermutlich engen Porenregion, deren Eingang durch 

große Aminosäuren gekennzeichnet ist, zeigt. Zum anderen ähnelt die zweite NPA- (hier NPM) 

Box eher den unorthodoxen Aquaporinen hinsichtlich des fehlenden Arginins der Filterregion, 

jedoch fehlt das hoch konservierte Cystein. In Kombination mit der auffälligen Topologie steht 

die Frage, welche Funktion die auffälligen Loops A und D haben. Besonders vor dem 

physiologischen Hintergrund der parasitischen Lebensweise von Plasmodien, der 

Verfügbarkeit eines bifunktionellen Aquaglyceroporins, dem PfAQP1, welches Wasser und 

Glycerol leitet und nicht zu Letzt, der verstärkten Transkription in den geschlechtsreifen 

Gametozyten.   
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1.4 Zielsetzung der Arbeit 

Die Anwesenheit eines zweiten möglichen Aquaporins stellt die wichtige Rolle von PfAQP1 

im Stoffwechsel in Frage. Viele typische Aufgaben von Aquaporinen wie Wasser, Glycerol und 

Ammoniaktransport sind durch PfAQP1 bereits abgedeckt. Durch einen PfAQP1 Knock-out 

wurde ein langsameres Wachstum von P. falciparum, jedoch kein Absterben des Parasiten 

festgestellt. 

Ziel der Arbeit war die Expression und funktionelle Charakterisierung des putativen 

Plasmodium falciparum Aquaporin 2. Mit Hilfe von Saccharomyces cerevisiae als auch durch 

das Continous Exchange Cellfree System (CECF) sollte überprüft werden, ob es sich um ein 

Aquaporin handelt und ob es die Funktionen von PfAQP1 im knock-out übernehmen kann. 

Dafür sollte das Substratspektrum des Proteins aufgeklärt und eine Zuordnung zu einer 

Aquaporin-Klasse vorgenommen werden. Außerdem soll die Beteiligung der Loops A und D, 

aufgrund ihrer besonderen Struktur, an der Funktion näher beleuchtet werden. 

Im Laufe der Arbeit sollten spezifische Antikörper aus Kaninchenserum extrahiert, gereinigt 

und anschließend bezüglich ihres Bindungsverhaltens mit PfAQP2 untersucht werden. 
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2.  Material 

2.1 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 Ammoniumsulfate 

 

Beckman Coulter, Krefeld 

Genome Lab™ DTCS – Quick Start Kit 

 

Biogenes, Berlin 

Antikörperherstellung complete and easy 

 

Bio-Rad, München 

Bio-Rad Protein Assay 

 

Carl Roth GmBH, Karlsruhe 

Milchpulver blottingrade, D-(+)-Saccharose, LB-Medium, Agar Agar Kobe I, Glycerin 86 % 

Rotipuran®, Glycerin 99,5 % Rotipuran®, Ethylendiamin tetraessigsäure, Lithiumacetat, 

Citronensäure, Calciumchlorid Dihydrat, 3-(N-Morpholino)propansulfonsäure, 2-(N-

Morphlino)ethansulfonsäure, Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, Natriumchlorid, L-Leucin, 

Albumin Fraktion V, Natriumacetat, 2-Mercaptoethanol, Ammoniumperoxidisulfat, 

Natriumhydroxid, L-Prolin, Bromphenolblau, D-Glucose 

 

Genaxxon BioScience, Ulm 

Ampicillin, TEMED 

 

Jackson Immuno Research Europe LTd., Suffolk, UK 

Peroxidase conjugated Goat Anti Mouse Antibody 

Peroxidase conjugated Goat Anti Rabbit Antibody 

 

J.T. Baker, München 

Methanol, Ethanol, Isopropanol, Salzsäure 

 

Merck, Darmstadt 

Polyethylenglycol 300 

 

MP Biomedicals, Illkirch, Frankreich 

Zymolyase 20 T, Ethidiumbromid 

 

Oxoid, Basingstoke, USA 

Agar bacteriological 
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Peqlab, Erlangen 

Peq GOLD Prestained Protein Marker III 

 

Promega, Madison, USA 

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System 

 

Qiagen, Hilden 

Ni-NTA-Agarose 

 

Roche, Mannheim 

Anti HA 12CA5 Mouse Monoclonal Antibody 

cOmplete EDTA-free protease inhibitor cocktail tablets 

 

Sigma Aldrich Chemie, Steinheim 

L-Lysin, L-Histidin, L-Tryptophan, Adenin, Methylaminhydrochlorid, Sperm Nuclei from 

Salmon (ss-carrier DNA), Coomassie G250 

 

Stratagene, La Jolla, USA 

Pfu Turbo® DNA Polymerase 

 

Süd-Laborbedarf, Gauting 

Hi Yield® PCR Clean-up/Gel-Extraction Kit 

 

Thermo Fischer Scientific, Schwerte 

Restriktionsendonukleasen, T4 DNA Ligase, Fast AP™ Thermosensitive Alkaline Phosphatase, 

dNTPs, λ-DNA, Orange G, SulfoLink Immobilization Kit, Slide-A-Lyzer Dialysis Casette 

MWCO 12 kDa 3 mL 

 

2.2 Geräte 

Beckmann Coulter, Krefeld 

Optima™
 XL-80 K Ultrazentrifuge, Rotor 50.2 Ti 

 

Bio-Rad, München 

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

 

Clemens, Waldbüttelbronn 

Dualblock Primus advanced HT2X und Primus 25 mit HT Manager Software 

 

Eppendorf, Hamburg 

BioPhotometer, Kühlzentrifuge Centrifuge 5415R 

 

GE Healthcare, Freiburg 

Amersham ECL Plus Western Blotting Detection System, Whatman Chromatography Paper 

3 MM, Blottingmembranen 

 

Hamamatsu Photonics, Herrsching 

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

Multifuge 1S-R, Kelvitron® t, Biofuge pico 

 

Infors, Bottmingen, Schweiz 

Brutschränke Infors HAT 

 

Jasco, Gross-Umstadt 

Stopped-Flow BioLogic: BioKine Ver 4.42, Küvette FC-08, Lichtbox mit 

150W Xe(Hg)-Lampe, Microprosessor Unit MPS-60, Mischeinheit SFM-300, Modular 

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

ALX 250, Photomultiplier PMS 250 

 

LI-COR Biosciences, Bad Homburg 

DNA Sequencer 4200 mit Auswertsystem 

 

Peqlab, Erlangen 

SDS-PAGE-Kammer PerfectBlue®
 vertikales Doppelgelsystem Twin S Perfect Spin 24R 

Refrigerated microcentrifuge, SDS-Gelgießstand mit Laufkammer, Primus (HT) PCR-Blöcke 

 

Roche Diagnostics, Mannheim 

Lumi Imager™ F1 

 

Sarstedt, Nümbrecht 

Filtropur S 0.2 μm 

 

Savant Instruments, Farmingoale, USA 

Vakuumzentrifuge DNA SpeedVac®
 DNA 110 

 

SCHOTT Instruments, Mainz 

Digital-Labor-pH-Meter Lab 850 

 

Seton Scientific Inc., Petaluma, USA 

Seton open-top centrifuge tubes Polyclear® 

 

Sigma Aldrich Chemie, Steinheim 

Glass beads (säuregewaschen) 

 

Süd-Laborbedarf, Gauting 

Vortex®-Genie 2 
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2.3 Plasmide 

 

Abbildung 8: pDRTXa; high copy number Hefeexpressionsvektor 

 

 

Abbildung 9: pIVEX2.3wGFP; Zellfreiexpressionsvektor mit GFP C-terminal 
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Abbildung 10: pIVEX2.3woHA; Zellfreiexpressionsvektor ohne GFP und ohne HA-tag 

 

Abbildung 11:pIVEX2.4a; Zellfreiexpressionsvektor ohne HA-tag, His-tag N-terminal 
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2.4 Oligonukleotide 

Sequenzierprimer 

   
Name Sequenz (5‘ – 3‘)  

PMA 5‘ AAT CGT TGG TAG ATA CGT TGT  

ADH 3‘ CAT AAA TCA TAA GAA ATT CGC  

T7_s TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG  

pIVEX2.4a_Sequ_as GCT AGT TAT TGC TCA GCG GTG  

pIVEX2.3oHA_Sequ_as CAG CCA ACT CAG CTT CCT TT  

PfAQP2_Seq_132 AAG TAC AAC TTG TTC TTC GAA  

PfAQP2_Seq_412 CTA AGA GAG AAG TTG AAA GAG  

PfAQP2_Seq_934 GGT TGA CTG AAC CAA AGA AGT  

PfAQP2_Seq_1303 CTC TTT CTT GTA CAT CGA CAA  

PfAQP2_Seq_1338 TAC ATC ATG AAC CAC ATC TTC  

PfAQP2_Seq_1584 CCA TAC TTC GGT TCT GCT TTC  

 

Mutageneseprimer (Mutierte Sequenzen sind fett dargestellt) 

   
Name Sequenz (5‘ – 3‘)  

PfAQP2 F477R s ACT TTG AAC CCA ATG CGC TCT ACT TCT 

ACT 

 

PfAQP2 F477R as CAT TGG GTT CAA AGT AGT GTT AGT AAC 

GAA 

 

PfAQP2 Y454A s ATC ATG AAC CAC ATC TTC TAC GGC TTG 

TTC ATC TTC TTC T 

 

PfAQP2 Y454A as GAA GAT GTG GTT CAT GAT GTA CTT GAT 

GTA CTT GTT GTC G 
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Primer zur Amplifikation 

  
Name Genotyp 

A-Loop_for 
GTC GCG GCC GCA ACT CTA ACT CTA ACG AAG AAT 

ACA TC 

A-Loop_rev 
GTC GGA TCC GTG GTT AGA AGA CTT CTT GTT TTC 

AGA 

PfAQP2opt_as_BamHI GTC GGA TCC GAA AAC AGA TGG CAA CAA GTA GTT 

PfAQP2opt_pIVEX2.4_as 
CTT TGT TAG CAG CCG GAT CCG AAA ACA GAT GGC 

AAC AAG T 

PfAQP2opt_pIVEX2.4_s 
GCA TCG AAG GCC GCG GCC GCA TGA AGA TCC AAA 

AGG GTT T 

PfAQP2opt_s_NotI 
GTC GCG GCC GCA TGA AGA TCC AAA AGG GTT TGT 

TC 

 

2.5 Hefe-Stämme 

   
Name Genotyp  

BY4742Δfps1 MATα; his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3 

Δ0 fps1::KanMX4 

 

W3031AΔjen1Δady2 MATa; leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 

his3-11-15 jen1::kanMX4 ady2::hphMX4 

 

 

2.6 E. coli-Stämme 

   
Name Genotyp  

DH5α F- Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 

endA1 hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 

relA1 λ- 

 

BL21(DE3)pRep4 F– ompT hsdSB(rB–, mB–) gal dcm (DE3) pRep4 

(neo) 
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2.7 Antikörper 

   
Name   

mouse anti-HA monoklonaler Antikörper (Maus) gerichtet gegen die 

Aminosäure-Sequenz YPYDVPDYA 

 

mouse anti-penta-His monoklonaler Antikörper (Maus) gerichtet gegen die 

Aminosäure-Sequenz HHHHH 

 

rabbit anti-A-Loop 268-281 polyklonaler Antikörper (Kaninchen) gerichtet gegen 

Aminosäuren 268 bis 281; YEVLKNSENKKSSN im 

A-Loop des Wildtyp PfAQP2 (Biogenes, Berlin) 

 

rabbit anti-590-603C-Term polyklonaler Antikörper (Kaninchen) gerichtet gegen 

Aminosäuren 590 bis 603; IHNNSYNYLLPSVF des 

Wildtyp PfAQP2 (Biogenes, Berlin) 

 

rabbit anti-A-Loop 132-147 polyklonaler Antikörper (Kaninchen) gerichtet gegen 

Aminosäuren 132 bis 147; YKGNNKSKREVERDDD im 

A-Loop des Wildtyp PfAQP2 (Biogenes, Berlin) 

 

goat-anti-mouse polyklonaler, sekundärer Antikörper POD-konjugiert 

(Ziege) (Jackson Immuno Research, Suffolk, UK) 

 

goat-anti-rabbit polyklonaler, sekundärer Antikörper POD-konjugiert 

(Ziege) (Jackson Immuno Research, Suffolk, UK) 
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2.8 Puffer & Lösungen 

Molekularbiologie 

2.8.1 Agarose-Gelelektrophorese 

 

TAE-Puffer: 

40 mM Tris-Acetat pH 8,0 

1 mM EDTA 

 

Ethidiumbromid (10 mg mL−1): 

1 Tablette Ethidiumbromid 

10 mL Aqua bidest. 

 

10x Probenpuffer (Orange G): 

0,4 % Orange G 

30 % Glycerol 

100 mM EDTA 

 

 

 

2.8.2 Nährmedien 

 

LB-Flüssigmedium: 

20 g LB-Medium (Lennox) 

1 L Aqua bidest. 

 

 

 

YPD-Flüssigmedium: 

20 g Pepton 

10 g Hefeextrakt 

20 g Glucose 

ad 1 L Aqua bidest. 

20 min autoklavieren 

 

YNB-ura-Flüssigmedium: 

1,7 g YNB 

5 g Ammoniumsulfat 

20 g Glucose 

ad 1 L Aqua bidest. 

20 min autoklavieren 

 

LB-Agar: 

35 g LB-Agar 

1 L Aqua bidest. 

als Selektionsmedium + 100 µg/mL 

Ampicillin und/oder Kanamycin 

 

YPD-Platten: 

1 L YPD Flüssigmedium 

0,1 g NaOH 

20 g Oxoid Agar 

20 min autoklavieren 

auf 50 °C abkühlen und ausgießen 

 

YNB-Platten: 

1 L YNB-ura Flüssigmedium 

pH 5,6 mit 5 N NaOH 

20 g Oxoid Agar 

20 min autoklavieren 

auf 50 °C abkühlen und ausgießen 
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YNB-ura-Selektionsmedium: 

KHL (für BY4742) 

20 mg L−1 L-Lysin 

20 mg L−1 L-Histidin 

100 mg L−1 L-Leucin 

 

 

AHLW (für W3031A) 

25 mg L−1 Adenin 

20 mg L−1 L-Histidin 

100 mg L−1 L-Leucin 

10 mg L−1 L-Tryptophan 

 

Aminosäuren für Selektionsmedien erst nach dem Autoklavieren zugeben. 

2.8.3 Transformation von S. cerevisiae 

 

1x Transformations-Mastermix: 

240 µL PEG 3500 50 % (m/v) 

36 µL Lithiumacetat 1 M 

50 µL Einzelstrang-carrier-DNA 

37 µL Aqua bidest. 

+ 0,5 bis 2 µL der Plasmid-DNA 
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Proteinchemie 

2.8.4 Isolierung von Proteinen aus S cerevisiae 

 

Puffer B: 

25 mM Tris 

5 mM EDTA 

pH 7,5 mit HCl einstellen 

20 min autoklavieren 

 

Puffer M: 

100 mM Na2HPO4 

50 mM NaCl 

pH 8,0 mit HCl einstellen 

20 min autoklavieren 

 

2.8.5 Zellfreie Herstellung von Proteinen 

 

Reinigungspuffer: 

20 mM Tris-HCl 

150 mM bis 500 mM NaCl 

Detergens je nach Methode 

pH 8,0 mit NaOH einstellen 

 

S30-Puffer: 

10 mM Tris-Acetat 

14 mM Magnesiumacetat 

0,6 mM Kaliumacetat 

pH 8,2 mit KOH einstellen 

 

HEPES-EDTA-Puffer: 

2,5 M HEPES 

0,5 M EDTA 

pH 8,0 mit KOH einstellen 

 

 

NTP-Mix: 

360 mM ATP 

240 mM CTP, GTP und UTP 

 

 

 

RCWMDE: 

je 16,7 mM  L-Arginin, L-Cystein, 

L-Tryptophan, L-Methionin, 

L-Asparaginsäure, 

L-Glutaminsäure 

 

50x cOmplete™: 

1 Tablette cOmplete™, EDTA-free 

1 mL Aqua bidest. 

 

 

50x Aminosäure-Mix: 

je 4 mM  L-Arginin, L-Asparagin, L-Alanin, L-Aspartat, L-Glutamat, L-Glutamin, Glycin, 

L-Histidin, L-Isoleucin, L-Leucin, L-Phenylalanin, L-Prolin, L-Lysin, L-Serin, 

L-Tryptophan, L-Threonin, L-Valin, L-Cystein, L-Methionin, L-Tyrosin 
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2.8.6 S30-Extrakt 

 

S30 Puffer A: 

10 mM Tris-Acetat, pH 8,2 

14 mM Magnesiumacetat 

0,6 mM Kaliumchlorid 

6 mM β-Mercaptoethanol 

 

 

S30 Puffer C: 

10 mM Tris-Acetat, pH 8,2 

14 mM Magnesiumacetat 

0,6 mM Kaliumchlorid 

6 mM β-Mercaptoethanol 

0,5 mM DTT 

 

 

 

 

 

S30 Puffer B: 

10 mM Tris-Acetat, pH 8,2 

14 mM Magnesiumacetat 

0,6 mM Kaliumchlorid 

6 mM β-Mercaptoethanol 

1 mM DTT 

 

2x YTPG-Medium: 

14,95 g KH2PO4 

45,65 g K2HPO4 

50 g Hefeextrakt 

80 g Bactotrypton 

25 g NaCl 

99 g Glukose 

500 µL Antifoam Y-30 

ad 5 L mit Aqua bidest. 

pH 7,0 (nicht eingestellt) 

2.8.7 SDS-PAGE 

 

4x Sammelgelpuffer: 

0,5 M Tris 

0,4 % SDS 

pH 6,8 mit HCl einstellen 

 

 

4x Trenngelpuffer: 

1,5 M Tris 

0,4 % SDS 

pH 8,8 mit HCl einstellen 

 

 

10x Kathodenpuffer: 

25 mM Tris 

192 mM Glycin 

0,1 % SDS 

pH 8,2-8,8 mit HCl einstellen 
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4x SDS-Ladepuffer: 

250 mM Tris 

40 % Glycerol (100 %) 

0,02 % Bromphenolblau 

8 % SDS 

400 mM DTT 

pH 6,8 mit HCl einstellen 

10 % APS-Lösung: 

5 g Ammoniumpersulfat 

ad 50 mL Aqua bidest 

In 1,5 mL Eppendorfgefäße aliquotiert, 

Lagerung −20 °C 

 

 

2.8.8 Westernblot 

 

5x Transferpuffer: 

12,5 mM Tris 

96 mM Glycin 

0,2 % SDS 

 

10x TBS-Puffer: 

0,2 M Tris 

1,35 M NaCl 

pH 7,6 mit HCl einstellen 

 

1x TBST- Puffer: 

100 mL 10x TBS-Puffer 

900 mL Aqua bidest. 

1 mL Tween 20™ 

 

M-TBST 5 % 

2 g Magermilchpulver 

ad 40 mL 1x TBST-Puffer 

 

 

1x Transferpuffer: 

10 mL 5x Transferpuffer 

10 mL Methanol 

30 mL Aqua bidest. 

 

 

 

 

 

2.8.9 Dichtegradientenzentrifugation 

 

Saccharose-Gradient-Puffer: 

50 mM HEPES 

0 % bis 60 % Saccharose 

pH 6,8 mit HCl einstellen 

sterilfiltrieren 0,2 µm 
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2.9 Funktionsassays 

2.9.1 Präparation von Hefeprotoplast

 

Puffer I: 

50 mM MOPS 

pH 7,2 mit einstellen 

20 min autoklavieren 

+ 0,2 % β-Mercaptoethanol 

 

Puffer II: 

50 mM MOPS 

1,8 M Saccharose 

sterilfiltrieren 0,2 µm 

pH 7,2 mit einstellen 

+0,2 % β-Mercaptoethanol 

 

Puffer III: 

10 mM MOPS 

1,2 M Saccharose 

50 mM NaCl 

5 mM CaCl2 

sterilfiltrieren 0,2 µm 

 

 

 

 

 

 

2.9.2 Stopped-flow Messpuffer 

 

Hyperosmolarer Saccharose-Puffer: 

10 mM MOPS pH 7,2 

1,8 M Saccharose 

50 mM NaCl 

5 mM CaCl2 

 

 

Hyperosmolarer Formiat-Puffer: 

10 mM MES pH 6,8/ 10 mM Citrat pH 4,5 

1,2 M Saccharose 

0,6 M Natriumformiat 

50 mM NaCl 

5 mM CaCl2 

pH-Wert 6,8 und 4,5 einstellen 

 

Hyperosmolarer Glycerol-Puffer: 

10 mM MOPS pH 7,2 

1,2 M Saccharose 

0,6 M Glycerol 

50 mM NaCl 

5 mM CaCl2 

 

Hyperosmolarer Laktat-Puffer: 

10 mM MES pH 6,8/ 10 mM Citrat pH 4,5 

1,2 M Saccharose 

0,6 M Natriumlaktat 

50 mM NaCl 

5 mM CaCl2 

pH-Wert 6,8 und 4,5 einstellen
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2.9.3 Proteoliposomen 

 

10x Proteoliposomenpuffer: 

1 M KCl 

2 M Saccharose 

50 mM HEPES 

50 mM MES 

pH 7,2 mit KOH einstellen  
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3. Methoden 

3.1 Molekularbiologische Methoden 

3.1.1 Herstellung chemisch kompetenter E. coli 

Zur Herstellung von chemisch kompetenten E. coli wurde die Calciumchlorid-Methode 

angewandt. Hierbei wurde ein frischer Klon DH5α E. coli in 5 mL LB-Flüssigmedium über 

8 Stunden bei 37 °C unter schütteln inkubiert. Anschließend wurden mit 4 mL dieser Vorkultur 

100 mL LB-Medium inokuliert und bei 20 °C und 200 U Min-1 über Nacht inkubiert. Die OD600 

lag zwischen 0,4 und 0,6. Nach zehn minütiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen durch 

Zentrifugation für 10 Minuten bei 2.000 g und 4 °C geerntet. Dem Zellpellet wurde sofort 

30 mL einer 0,1 M CaCl2 Lösung zugesetzt und für 10 Minuten auf Eis inkubiert, bevor die 

Zellen resuspendiert wurden. Nach weiteren 10 Minuten auf Eis wurde erneut zentrifugiert 

(2.000 g, 4 °C, 10 Minuten) und die Prozedur mit 20 mL CaCl2 wiederholt. Anschließend wurde 

das Pellet 20 Minuten auf Eis gelagert und mit 10 mL CaCl2 mit 20 % Glycerol überschichtet. 

Die Zellen wurden dann bei 4 °C auf Eis über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag wurden die 

Zellen zu 100 µL in Eppendorfgefäße aliquotiert und sofort bei −20 °C eingefroren. Die Zellen 

wurden mit 1 ng Plasmid-DNA transformiert, um die Effizienz der Zellen zu beurteilen. Ab 

einer Transformationseffizienz von 106 Kolonie bildende Einheiten (KBE) µg−1 war diese 

ausreichend zum Klonieren. 

 

3.1.2 Transformation chemisch kompetenter E. coli 

Ein bei −80 °C gelagertes Aliquot chemisch kompetenter E. coli Zellen wurde für 3 bis 

5 Minuten auf Eis gelagert, bis die Zellen gerade angetaut waren. Es wurde die einzubringende 

DNA hinzugegeben. Entweder wurden 10 µL eines Ligationsansatzes (3.1.9) oder 5 µL eines 

PCR-Ansatzes (3.1.10) verwendet. Anschließend erfolgte eine 30-minütige Inkubation auf Eis. 

Danach wurde 45 Sekunden bei 42 °C erhitzt und für weitere 2 Minuten auf Eis gelagert. Nach 

Zugabe von 900 µL LB-Flüssigmedium ohne Antibiotikum (2.8.2) wurde 45 Minuten unter 

schütteln bei 37 °C inkubiert. Zur Selektion der erfolgreich transformierten Klone wurden 

LB-Agar Platten (2.8.2) mit einem entsprechenden Antibiotikum verwendet. Dazu wurden die 

Zellen für 20 Sekunden bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert und 900 µL des 

Überstandes abgenommen. Die verbleibenden 100 µL wurden zum Resuspendieren der Zellen 

verwendet und mit Hilfe eines Spatels auf dem Agar verteilt. Die Platten wurden bei 37 °C über 

Nacht inkubiert. 
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3.1.3 Schnelltransformation chemisch kompetenter E. coli 

Ein bei −80 °C gelagertes Aliquot chemisch kompetenter E. coli Zellen wurde für 3 bis 

5 Minuten auf Eis gelagert, bis die Zellen gerade angetaut sind. Bis zu 2 µL der einzubringenden 

DNA aus einer MiniPrep (3.1.5) wurde hinzugegeben. Anschließend wurden die Zellen 

15 Minuten auf Eis inkubiert und auf LB-Agar Platten mit Selektionsantibiotikum (2.8.2) 

ausgestrichen und über Nacht bei 37 °C inkubiert. 

 

3.1.4 E. coli Dauerkulturen 

Die Langzeitlagerung von transformierten E. coli geschah als Dauerkultur bei −80 °C. Hierfür 

wurde ein einzelner Klon gepickt und über Nacht in 5 mL LB-Flüssigmedium mit Ampicillin 

(2.8.2) unter Schütteln bei 37 °C inkubiert. Am nächsten Morgen wurden 1 mL dieser Kultur 

mit 500 µL Glycerol 80 % versetzt und nach gründlichem Vortexen sofort bei −80 °C 

eingefroren. 

Bei Bedarf kann aus dieser Kultur ein Ausstrich auf LB-Agar Platten (2.8.2) erfolgen. 

 

3.1.5 Isolation von Plasmid-DNA aus E.coli 

Die Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit dem Wizard® Plus SV Minipreps DNA 

Purification System. Die benötigten Zellen wurden aus einer 5 mL LB-Flüssigkultur mit 

Ampicillin (2.8.2) eines einzelnen Klones durch Zentrifugation gewonnen. Es wurde nach 

Herstellerprotokoll verfahren, mit der Ausnahme, dass keine alkalische Phosphatase zugesetzt 

wurde. 

 

3.1.6 Bestimmung von DNA-Konzentration und Reinheit 

Zur Bestimmung der Konzentration und Reinheit von isolierter Plasmid-DNA wurde diese mit 

Aqua bidest. verdünnt und anschließend gegen reines Aqua bidest. als Referenz, mit einem 

BioPhotometer vermessen. Hierbei wurde die Absorption bei 260 nm Wellenlänge bestimmt. 

Aus dieser kann die Konzentration durch Multiplikation mit einem spezifischen Faktor und dem 

Verdünnungsfaktor berechnet werden: 

c  (µg mL-1)= A260 nm fVerdünnungsfaktor     f = 0,04 für Doppelstrang-DNA 

        f = 0,02 für Einzelstrang-DNA 

Das BioPhotometer bietet zudem die Möglichkeit, die Absorptionen bei einer Wellenlänge von 

280 nm und 230 nm zu messen. Bei 280 nm absorbieren vor allem typische Verunreinigung, 

die bei der Isolation auftreten, etwa durch Proteine oder Phenole. 



Methoden 

35 

Der Quotient aus A260nm und A280nm kann hierbei zu Rate gezogen werden. Gute Reinheit liegt 

ab einem Verhältnis > 1,8 vor.  

Bei 230 nm sind vor allem Substanzen wie EDTA für die Absorption verantwortlich. Der 

Quotient aus A260nm und A230nm sollte > 2 sein. 

 

3.1.7 Restriktionsverdau 

Der Restriktionsverdau von Plasmiden erfolgte in einem Gesamtvolumen von 20 μL. Dabei 

wurde für 1 μg DNA 5 Einheiten des gewünschten Enzyms eingesetzt. Wurden unterschiedliche 

Enzyme benötigt, so wurde ein sequentieller Verdau durchgeführt, bei dem jeder Verdau im 

vom Hersteller empfohlenen Puffer stattfand. Dabei ist es notwendig nach jedem Schritt eine 

Reinigung mittels Agarose-Gel (3.1.8) oder Hi Yield® PCR Clean-up/Gel-Extraction Kit 

durchzuführen. Beim Doppelverdau mit zwei Enzymen wurde ein Puffer eingesetzt, der nach 

Angaben des Herstellers für beide Enzyme die größte Aktivität gewährleistet. Die Inkubation 

erfolgte für 1 h bei 37 °C. 

 

3.1.8 Agarose-Gelelektrophorese 

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese wurde eine qualitative Bewertung von 

DNA-Fragmenten sowie deren Trennung nach Ligation (3.1.9) und Restriktion (3.1.7) 

durchgeführt. 

Für die Herstellung eines 1%igen Agarose-Gels wurden 50 mL 1x TAE-Puffer (2.8.1) mit 

einem Messzylinder abgemessen und in einen Erlenmeyerkolben überführt. Darin wurden 0,5 g 

Agarose suspendiert. Die Mischung wurde 2 bis 3 Minuten in einer Mikrowelle bei maximaler 

Leistung zum Sieden erhitzt bis sämtliche Agarose gelöst war. Nach 5 Minuten wurde 

verdunstetes Wasser ersetzt und 1 µL Ethidiumbromid (2.8.1) zugesetzt. Nach dem Aushärten 

wurde das Gel in einem Schlitten in eine mit 1x TAE-Puffer (2.8.1) gefüllte 

Elektrophoresekammer eingesetzt. In jede Tasche des Gels kann bis zu 20 µL einer Probe, die 

mit 10x Orange G Probenpuffer (2.8.1) versetzt wurde, pipettiert werden. In eine der Taschen 

wurden 5 µL eines λ-PstI-Größenmarker (Abbildung 12) pipettiert und anschließend die 

elektrophoretische Trennung für etwa 20 bis 60 Minuten, abhängig von der Größe der 

DNA-Fragmente, bei einer konstanten Spannung von 120 V durchgeführt. 
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Abbildung 12: Größenmarker für die DNA-Trennung mittels Agarose-Gelelektrophorese 

Nach Abschluss der Elektrophorese wurde die DNA durch die unspezifische Interkalation von 

Ethidiumbromid in die DNA bei einer Wellenlänge von 365 nm zur Fluoreszenz angeregt. Die 

Größe der Fragmente kann dabei durch den Vergleich mit dem Größenmarker in Abbildung 12 

bestimmt werden. Die Dokumentation erfolgte durch Photographieren und Ausdrucken auf 

Thermopapier. 

DNA-Fragmente konnten aus dem Agarose-Gel zur späteren Ligation oder Transformation mit 

einem Skalpell ausgeschnitten werden und mit Hilfe des Hi Yield® Gel-Extraction Kit zur 

weiteren Verwendung extrahiert werden. 

 

3.1.9 Ligation 

Die Ligation von zwei DNA-Fragmenten mit der T4-DNA Ligase wurde bei sticky-ends in 

10 µL, bei blunt-ends in 20 µL Gesamtvolumen durchgeführt. Das molare Verhältnis von 

Vektor zu Insert lag dabei zwischen 1:3 und 1:7. Die Inkubation im spezifischen T4-DNA 

Ligase Puffer erfolgte für 15 bis 60 Minuten bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 16 °C. 

 

3.1.10 Polymerase-Kettenreaktion 

Die verschiedenen PfAQP2-Mutanten und der separate, lösliche A-Loop wurden mit Hilfe der 

Polymerase Kettenreaktion (PCR) unter Verwendung der in 2.4 aufgelisteten primer 

amplifiziert. Die PCR-Ansätze wurden nach folgendem Schema (Tabelle 1) pipettiert: 
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Tabelle 1: Standard-Zusammensetzung für Mutagenese-PCR 

  
5 µL 10x Pfu-Puffer 

4 µL dNTPs (je 2,5 mM ATP, CTP, GTP, TTP)  

1,5 µL sense primer (25 µM) 

1,5 µL antisense primer (25 µM) 

0,5 µL Pfu-Turbo® Polymerase (2,5 U µL-1) 

0,5 µL DNA 

ad 50 µL Aqua Bidest. 

 

In Tabelle 2 ist das standardmäßig verwendete Temperaturprogramm für die Amplifizierung 

aufgeführt. 

 

Tabelle 2: Temperaturprogramm für die PCR 

Temperatur (°C) Zeit (Minuten)   

95 0,75 Denaturieren  

95 0,75 Denaturieren  

45-65 1 Anlagerung der primer 16-30 Zyklen 

72 2-18 Elongation  

72 20 Elongation  

8 ∞ Lagerung  

 

Dabei richtete sich die Zeit für die Elongation nach der Länge des zu amplifizierenden 

DNA-Stangs, da die Pfu-Polymerase 500 bis 1.000 Basenpaare pro Minute amplifiziert. Des 

Weiteren richtet sich die Auswahl der Anlagerungstemperatur nach der Schmelztemperatur Tm 

der verwendeten primer. Diese wiederum wird vor allem durch ihre Länge und maßgeblich 

durch den GC-Gehalt bestimmt. Die Schmelztemperatur kann mit Hilfe der folgenden Formel 

berechnet werden: 

Tm = 60 + 0,41 GC (%) -  (
600

N
) 

GC (%) – GC-Gehalt des primers in % 

N – Anzahl der Basenpaare des primers 
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Im Falle einer in-vitro-Mutagenese, wurde die eingesetzte, nicht mutierte, methylierte 

Mutterstrang-DNA im Anschluss an die durchgeführte PCR durch Verdau mit 1 µL DpnI bei 

37 °C für 3 Stunden entfernt. 

Für Ansätze, bei denen lediglich eine Amplifikation durchgeführt wurde, reicht die Reinigung 

und Kontrolle durch Agarose-Gelelektrophorese (3.1.8). Anschließend wurde das Amplifikat 

ausgeschnitten und mit Hilfe des Hi Yield® Gel-Extraction Kit rückgewonnen. 

 

3.1.11 DNA Sequenzierung 

Um DNA-Konstrukte bezüglich gewollter oder ungewollter Mutationen in ihrer Sequenz zu 

untersuchen, wurde eine Ketten-Abbruchsynthese Sequenzierung mit dem GenomeLab™ 

DTCS Quick Start Kit durchgeführt. Die anschließende Trennung und Identifizierung anhand 

der fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotide geschah mit Hilfe der 

Kapillar-Gelelektrophorese im CEQ™ 8000 Genetic Analysis System von Beckmann Coulter®. 

Für jede Probe wurden 50 bis 100 fmol der DNA ad 9,5 µL mit Aqua bidest. vermischt und für 

5 Minuten vorgeheizt. Direkt im Anschluss wurden auf Eis 1,5 µL eines der 

Sequenzier-Oligonukleotide (5 µM; 2.4) und 2 µL DTCS Quick Start Master Mix zugegeben. 

Die zugegebene Menge an Oligonukleotid wurde so gewählt, dass ein Überschuss von 

mindestens Faktor 40 im Vergleich zur Plasmid-DNA vorlag. Nach gründlichem Mischen 

wurde folgendes Temperaturprogram verwendet (Tabelle 3): 

Tabelle 3: Temperaturprogramm für die DNA Sequenzierung 

Temperatur °C Zeit   

86 5 Minuten Vorheizen (Denaturierung)  

96 20 Sekunden Denaturierung  

50 20 Sekunden Anlagerung der primer 30 Zyklen 

60 4 Minuten Elongation  

8 ∞ Lagerung  

 

Nach Abschluss des Temperaturprogramms wurde die Reaktion gestoppt, indem ein Mastermix 

aus 2 µL Na-Acetat Lösung (3 M), 2 µL Na2EDTA Lösung (100 mM) und 

1 µL Glykogen (20 mg mL−1) zu jeder Probe pipettiert wurde. Danach wurde das Amplifikat 

mit 60 µL eiskaltem Ethanol 96 % (V/V) gefällt, der Überstand durch Zentrifugation für 

15 Minuten bei 13.500 g bei 4 °C abgetrennt und noch zwei Mal mit je 200 µL eiskaltem 

Ethanol 70 % (V/V) gewaschen. Das erhaltene Pellet wurde im Vakuum für 30 Minuten 
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getrocknet und anschließend in 20 µL sample loading solution resuspendiert. Anschließend 

wurden die Proben mittels Kapillargelelektrophorese aufgetrennt und die Sequenz analysiert. 

 

3.1.12 Transformation von S. cerevisiae 

Untransformierte Klone der S. cerevisiae Stämme By4742 (2.5) und W3031A (2.5) wurden auf 

YPD-Agar Platten aus einem Glycerolstock für 3 bis 5 Tage bei 29 °C inkubiert. Alle 3 Monate 

wurden diese Platten frisch ausgestrichen und erneut inkubiert. Während dieser 3 Monate 

lagerten die Platten im Kühlschrank. 

 

Für die Transformation mit einem Plasmid wurde eine Kolonie des gewünschten Stammes über 

Nacht in 5 mL YPD-Flüssigmedium bei 29 °C und 220 U min−1 geschüttelt. Von dieser 

Übernachtkultur wurde eine 50 mL YPD-Flüssigkultur mit einer optischen Dichte bei 600 nm 

(OD600) von 0,2 hergestellt und bei 29 °C inkubiert. Bei einer OD600 von 0,6 wurden die Zellen 

durch Zentrifugation für 5 Minuten bei 2.500 g und 4 °C geerntet. Nach einmaligem Waschen 

mit 25 mL eiskaltem Aqua bidest. wurde das Zellpellet in 1 mL Aqua bidest. resuspendiert und 

in ein 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. Das Pellet, das durch erneute 

Zentrifugation für 30 Sekunden bei 13.000 g gewonnen wurde, wurde in 100 µL Aqua bidest. 

für jede geplante Transformation resuspendiert. Anschließend wurden 100 µL Zellsuspension 

für jede Transformation in ein frisches Eppendorfgefäß überführt, erneut für 30 Sekunden bei 

13.000 g zentrifugiert und der Überstand entfernt. Jeder der Transformationsansätze wurde 

dann mit 360 µL des Transformations-Mixes (2.8.3) und 0,5 bis 2 µL der gewünschten Plasmid-

DNA versetzt. Anschließend kamen die Proben für 45 Minuten in einen auf 42 °C temperierten 

Heizblock. Der Transformations-Mastermix wurde durch Zentrifugation für 30 Sekunden bei 

13.000 g abgetrennt und das Zellpellet in 1 mL Aqua bidest. resuspendiert. Die Zellsuspension 

wurde je nach Bedarf 1 zu 10 bis 1 zu 1.000 mit Aqua bidest. verdünnt und anschließend 100 µL 

der verdünnten Zellsuspension auf Agarplatten mit einem geeigneten Selektionsmedium 

(SD-KHL oder SD-AHLW; 2.8.2) ausgestrichen. 

 

3.1.13 S. cerevisiae Dauerkultur 

Die Langzeitlagerung von transformierten S. cerevisiae geschah als Dauerkultur bei −80 °C. 

Hierfür wurde ein Klon gepickt und über Nacht für BY4742∆fps1-Hefen in 5 mL 

SD-KHL-Flüssigmedium, und für W3031A∆jen1∆ady2-Hefen in 5 mL 

SD-AHLW-Flüssigmedium für 24 Stunden unter Schütteln bei 29 °C inkubiert. Am nächsten 
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Morgen wurden 500 µL dieser Kultur mit 500 µL Glycerol 80 % versetzt und nach gründlichem 

vortexen sofort bei −80 °C eingefroren. 

 

3.2 Proteinchemische Methoden 

3.2.1 Isolierung rekombinanter Proteine aus S. cerevisiae 

Für die Isolierung von Proteinen aus S. cerevisiae wurde eine 5 mL Übernachtkultur mit einem 

einzelnen Klon frisch transformierter Hefe-Zellen vorbereitet und über Nacht bei 29 °C 

inkubiert. Bei der Vorkultur und allen Hauptkulturen wurde für BY4742∆fps1-Hefen 

SD-KHL-Flüssigmedium und für W3031A∆jen1∆ady2-Hefen SD-AHLW-Flüssigmedium 

verwendet. Die OD600 der Vorkultur wurde bestimmt und eine zur Generationszeit passende 

Menge Hefezellen in 50 mL frischem Selektionsmedium suspendiert. Diese Hauptkultur wurde 

dann bei 29 °C und 220 U Min−1 geschüttelt, bis die Ziel OD600 von 1 erreicht war. Dann 

wurden die Zellen durch zentrifugieren für 5 Minuten bei 2.500 g und 4 °C geerntet. Das Pellet 

wurde einmal mit 50 mL eiskaltem Wasser und einmal mit 10 mL kaltem Puffer B (2.8.4) 

gewaschen. Der Puffer wurde wieder vollständig abgetrennt und die Zellen für mindestens 

30 Minuten bei −80 °C eingefroren. Im Anschluss wurden die Zellen auf Eis aufgetaut und in 

500 µL Puffer B resuspendiert. Nach Zugabe des gleichen Volumens säuregewaschener 

Glasperlen wurde 20 Mal für 30 Sekunden gevortext, wobei die Zellen nach jedem vortexen für 

60 Sekunden auf Eis gelassen wurden. Die entstandenen Zelltrümmer wurden mit den 

Glasperlen durch Zentrifugation für 5 Minuten bei 1.000 g und 4 °C abgetrennt und der 

Überstand in einem Eppendorfgefäß auf Eis gelegt. Trümmer und Glasperlen wurden mit 

500 µL frischem Puffer B resuspendiert und erneut abgetrennt (1.000 g, 4 °C, 5 Min.). Die 

beiden Überstande wurden vereinigt. Anschließend wurde durch erneute Zentrifugation bei 

10.000 g die restlichen größeren Zellfragmente abgetrennt. Das erhaltene Pellet wurde für die 

SDS-PAGE (3.2.4) mit Puffer M und Probenpufferversetzt und der Überstand ein letztes Mal 

für 45 Minuten bei 100.000 g im Vakuum zentrifugiert. Das hierbei entstandene Pellet enthält 

die Bestandteile der mikrosomalen Fraktion, welche in 100 µL Puffer M (2.8.4) für 10 Minuten 

auf Eis solubilisiert wurden. Für eine SDS-PAGE wurde Probenpuffer zugesetzt. 

 

3.2.2 Bestimmung der Konzentration von Proteinproben 

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der Bio-Rad Protein Assay verwendet. Dabei 

wurde die Proteinprobe mit 800 µL Aqua bidest. verdünnt und mit 200 µL des 

Bradford-Reagenzes vermischt. Als Leerwert wurden 800 µL Aqua bidest. und ggf. eine 
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repräsentative Menge Puffer mit 200 µL Bradford-Reagenz versetzt. Nach fünf minütiger 

Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Absorption bei 595 nm gemessen. Die Kalibrierung 

wurde mit Rinderserum-Albumin durchgeführt und lag zwischen 0,1 und 0,6. Proben außerhalb 

der Kalibrierung wurden mit angepasster Verdünnung erneut durchgeführt. 

 

3.2.3 Trichloressigsäure Proteinfällung 

Um die Konzentration stark verdünnter Proteinlösungen zu erhöhen wurde eine 

Trichloressigsäure (TCA) Fällung durchgeführt. Hierbei wurde eine frische 100 %ige 

TCA-Lösung hergestellt (1 g mL−1) und anschließend 1 Teil TCA-Lösung zu 4 Teilen 

Proteinlösung gegeben. Nach dem Mischen wurden die Proben 30 Minuten auf Eis gelagert. 

Das gefällte Protein wurde 10 Minuten lang bei 13.000 g und 4 °C zentrifugiert und der 

Überstand vollständig entfernt. Es erfolgten 2 Waschschritte, bei denen das Pellet mit 200 µL 

eiskaltem Aceton gewaschen wurde und dieser durch erneutes zentrifugieren abgetrennt wurde. 

Um sicher zu stellen, dass kein Restaceton mehr in der Probe verblieben ist, wurden die Proben 

mit offenen Deckeln für 5 Minuten in den auf 70 °C temperierten Heizblock gestellt. Die 

Resuspendierung erfolgte durch Zugabe von 20 µL PBS-Puffer über Nacht im Kühlschrank. 

 

3.2.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Zur Auftrennung von hergestellten Proteinen nach ihrem molekularen Gewicht wurde die 

SDS-PAGE verwendet. Hierbei wurde ein diskontinuierliches Polyacrylamid-Gel, bestehend 

aus einem 5 %igen Sammel- und einem 10 %igen Trenngel, gegossen. Tabelle 4 zeigt die dafür 

verwendete Reagenzien nach Art und Menge. 

Tabelle 4: Zusammensetzung von Sammel- und Trenngel bei der SDS-PAGE 

5 % Sammelgel  10 % Trenngel  

4x Sammelgelpuffer 1 mL 4x Trenngelpuffer 3 mL 

Aqua bidest. 2,4 mL Aqua bidest. 6 mL 

Rotiphorese 40 0,6 mL Rotiphorese 40 3 mL 

TEMED 6 µL TEMED 10 µL 

APS 10 % 25 µL APS 10 % 80 µL 
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Es wurden Gele mit 10 oder 12 Taschen für Proben hergestellt, wobei mindestens eine Spur mit 

2 µL des PeqGOLD prestained Protein Marker III beladen wurde. In der Sammelphase wurden 

die Proben für 10 bis 15 Minuten bei 160 V im Sammelgel konzentriert. Im Anschluss erfolgte 

die Trennung der Proben bei 200 V für 60 bis 90 Minuten. Die Gele konnten danach entweder 

für einen Western Blot (3.2.5) oder eine Coomassie Färbung (3.2.6) verwendet werden. 

 

3.2.5 Western Blot 

Um Proteine, die mit Hilfe der SDS-PAGE (3.2.4) getrennt wurden, spezifisch zu detektieren 

wurden die Gele mit der Trans Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell von Bio-Rad auf eine PVDF 

Membran übertragen. Die Membran wurde hierzu zuvor für 20 bis 60 Sekunden in Methanol 

aktiviert und anschließend zusammen mit sechs Whatman-Papieren in 1x Transferpuffer 

getaucht. Das SDS-Gel wird dann auf der Membran platziert und zwischen drei Lagen Papier 

oben, wie unten, in die Blotting-Apparatur eingebracht. Der Transfer wurde 60 Minuten mit 

17 V Spannung durchgeführt.  

Nach dem Blotten wurden unbesetzte Bindestellen auf der Membran mindestens 60 Minuten 

lang in 5 % M-TBST (2.8.8) bei Raumtemperatur unter leichtem Schwenken geblockt. Die 

Membran wurde mit einem primären Antikörper gegen ein spezifisches Epitop der Proteine bei 

4 °C über Nacht unter leichtem Schwenken inkubiert. Dabei richtete sich die Verdünnung in 

5 % MTBST nach der Art des Antikörpers zwischen 1 zu 2.000 und 1 zu 100.000. Als 

sekundär-Antikörper kamen sowohl goat anti mouse, als auch goat anti rabbit Antikörper, an 

die eine Meerrettichperoxidase gekoppelt wurde, in einer Verdünnung von 1 zu 5000 in 5 % 

M-TBST zum Einsatz. Die Inkubation wurde 60 Minuten bei Raumtemperatur durchgeführt. 

Nach jeder Antikörper-Behandlung wurde die Membran drei Mal direkt mit TBST 

vorgewaschen und anschließend drei Mal für 15 Minuten unter leichtem Schwenken.  

Die gekoppelte Peroxidase am Sekundärantikörper katalysiert die Umsetzung des Amersham 

ECL Plus-Reagenz. Dabei entstehende Chemilumineszenz wurde mit dem Lumi-Imager F1™ 

aufgezeichnet und in Form eines Bildes ausgewertet. 

 

3.2.6 Coomassie Färbung 

Durch SDS-PAGE (3.2.4) aufgetrennte Proteinproben konnten mit Hilfe des Coomassie G250 

Reagenzes unspezifisch eingefärbt werden. Dazu wurde das Gel nach der Elektrophorese für 

mindestens 60 Minuten unter Schwenken in das Färbereagenz gegeben. Anschließend erfolgte 

die Entfärbung mit Entfärber-Lösung und Aqua bidest. 
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3.2.7 Herstellung von Antiseren 

Zur Herstellung von polyklonalen Antikörperseren wurde die Firma BioGenes in Berlin 

beauftragt, insgesamt 6 Kaninchen mit 3 verschiedenen Peptiden zu immunisieren. Zwei der 

Peptide bestanden aus 14 Aminosäuren, YELVKNSENKKSSN mit C-terminaler 

Amid-Modifikation als Sequenz aus dem extrazellulär gelegenen A-Loop und 

IHNNSYNYLLPSVF repräsentiert die letzten 14 Aminosäuren des C-Terminus. Außerdem 

wurde ein 16 Aminosäuren Peptid, YKGNNKSKREVERDDD mit C-terminaler 

Amid-Modifikation, aus der Mitte des extrazellulären A-Loops ausgewählt. Zur späteren 

Aufreinigung über eine Affinitätschromatographiesäule wurde C-terminal ein Cysteinrest 

eingefügt. Zur Steigerung der Immunogenität wurden die Peptide an LPH-Carrier 

(Pfeilschwanzkrebs-Hämocyanin-Carrier) gekoppelt. Die Analyse der Reinheit der Peptide 

erfolgte durch HPLC und Massenspektrometrie durch die Firma BioGenes. Mit dem jeweiligen 

Peptid wurden dann zwei Kaninchen immunisiert, um die Bildung von Antikörpern auszulösen. 

Es folgte eine fünfmalige Boosterinjektion über einen Zeitraum von 3 Monaten. Den Kaninchen 

wurde vor der Immunisierung (Präimmunserum), sowie nach 35, 63 und 91 Tagen Blut 

entnommen (20-50 mL). Die Antikörpertiter wurden an Tag 35 mit einem ELISA (Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay) bestimmt. 

 

3.2.8 Affinitätsreinigung der Antiseren 

Um die Antikörper aus den Kaninchenseren zu extrahieren wurde das Sulfolink® 

Immobilization Kit der Firma ThermoScientific verwendet. Zuerst wurden die 

Immunisierungspeptide, die vom Hersteller mitgeliefert wurden, kovalent über das zusätzliche 

Cystein an die Affinitätssäule gekoppelt. Die Bindung erfolgt unter Ausbildung eines 

Thioethers zwischen einer Iodoacetyl-Gruppe des Säulenmaterial und der Sulfhydryl-Gruppe 

des Cysteins am Peptid bei einem pH von 7,5 bis 9,0. Die Säule wurde dann 30 Minuten bei 

Raumtemperatur mit 2 mL einer Lösung die 1 bis 2 mg des Peptids in Puffer (50 mM Tris, 

5 mM EDTA; pH 8,5) enthielt inkubiert. Die Peptidlösung wurde von der Säule entfernt und 

die Menge an ungebundenem Peptid mit dem BioPhotometer bestimmt, um die 

Kopplungseffizienz zu ermitteln. Die Peptide wurden so designt, dass sich in ihrer Sequenz 

mindestens eine aromatische Aminosäure befindet und waren somit einer direkten 

Konzentrationsbestimmung am Photometer zugänglich. Nach dem Waschen der Säule wurden 

freie Reaktionsstellen des Säulenmaterials mit L-Cystein umgesetzt, um unspezifische 

kovalente Bindungen zu verhindern.  
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Zunächst wurde die Absorption des Ausgangsserums photometrisch bei 280 nm bestimmt. Auf 

die vorbereitete Säule wurden dann 2 mL dieses Serums pipettiert und 30 Minuten bei 

Raumtemperatur unter Rotation inkubiert. Nach Zentrifugieren für 1 Minute bei 1.000 g wurde 

der Durchfluss für photometrische Messungen gesammelt. Diese Schritte wurden vier Mal mit 

je 2 mL Serum wiederholt. Die Säule wurde solange mit Waschpuffer gewaschen bis die 

Absorption des Durchflusses bei 280 nm unter 0,005 lag.  

Zur Elution des Antikörpers wurde die Säule in ein 15 mL Gefäß gesteckt, das mit 100 μL 

Neutralisationslösung (1M Tris-HCl pH 8,5-9,0) gefüllt war. 2 mL Elutionspuffer 

(0,1 M Glycin-HCl; pH 2,5-3,0) wurden auf die Säule pipettiert und der Antikörper so durch 

einen pH Sprung denaturiert, wodurch sich dieser von der Säule eluieren ließ. Durch die 

Neutralisationslösung wird der Antikörper wieder renaturiert. Der Elutionsschritt wurde fünf 

bis sieben Mal durchgeführt und die erhaltenen Antikörperlösungen photometrisch vermessen, 

wobei die letzte Fraktion eine Absorption bei 280 nm ≤ 0,05 hatte. Um die Stabilität der 

gewonnenen Antikörper zu gewährleisten und diese in eine einfach zu verwendende Form zu 

bringen, wurden die Lösungen zunächst dialysiert. Die Dialyse erfolgte gegen 2 L 

Phosphatpuffer zunächst für eine Stunde. Nach Pufferwechsel wurde über Nacht bei 4 °C weiter 

dialysiert. Zur Aufkonzentrierung der Antikörperlösungen wurden Amicon Ultra-4 Centrifugal 

Filter Unit with Ultracel-30 membrane, verwendet. Mittels Bradford-Reagenz wurde die 

Proteinkonzentration bestimmt und die Antikörperlösungen mit Glycerol 80% im Verhältnis 1 

zu 1 versetzt. Die Lagerung erfolgte bei −20 °C. 

 

3.3 Zellfreie Proteinsynthese 

Alle Schritte der zellfreien Proteinsynthese und der Herstellung der Bestandteile wurde nach 

dem Protokoll von Schwarz et al. [101] durchgeführt und durch Dr. Annika Müller-Lucks und 

Dr. Sinja Bock im Arbeitskreis etabliert. 

 

3.3.1 S30 Extrakt 

Der S30 Extrakt enthält eine Reihe verschiedener Proteine, vor allem jedoch die für die zellfreie 

Proteinsynthese zwingend notwendigen Ribosomen, Aminoacyl-tRNA Synthetasen und 

sämtliche Transkriptionsfaktoren [101]. Für den S30 Extrakt kann eine Reihe verschiedener 

E. coli Stämme verwendet werden. In unserer Arbeitsgruppe wurden BL21(DE3) Zellen auf 

LB-Platten ausgestrichen und ein Klon zur Inokulation von 50 mL LB-Medium verwendet. 

Diese Vorkultur wurde über Nacht bei 37 °C und 220 U Min−1 geschüttelt. 5 Liter 
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zweifachkonzentriertes YTPG-Medium wurden im Fermenter ohne die Glucose und den 

Phosphatpuffer autoklaviert. Der Phosphatpuffer wurde separat autoklaviert und die Glucose 

sterilfiltriert. Nach dem Vorbereiten des Fermenters wurden 500 μL Antifoam Y-30 sowie die 

Vorkultur zum Inokulieren hinzugefügt. Die Zellen wurden bis zu einer OD600 von 2,5 bis 3,0 

bei 37 °C und einem Sauerstoffgehalt von mindestens 80 % kultiviert. Während dieses 

Prozesses wurden zur Kontrolle alle 20 Minuten Proben gezogen, um die OD600 zu bestimmen. 

Das Wachstum der Zellen wurde in der exponentiellen Phase durch das schnelle Abkühlen auf 

unter 12 °C in einem Eis-Wasser-Bad innerhalb von 45 Minuten gestoppt, hierbei durfte eine 

OD600 von 4 nicht überschritten werden. Es wurde bei 4.500 g für 15 Minuten bei 4 °C geerntet, 

die Zellen in insgesamt 450 mL kaltem S30 Puffer A dreimal gewaschen und schließlich bei 

−80 °C eingefroren. Das Pellet wurde in 110 % (V m-1) S30 Puffer B resuspendiert und die 

Zellen mit der French Press bei 20.000 psi aufgeschlossen. Im Anschluss an eine Zentrifugation 

bei 30.000 g für 30 Minuten bei 4 °C wurden die oberen 2/3 des Überstandes vorsichtig 

abpipettiert und erneut zentrifugiert. Die oberen 2/3 des zweiten Überstandes wurden wieder 

vorsichtig abgenommen und mit 4 M NaCl versetzt, dass sich eine finale Konzentration von 

400 mM NaCl ergab und für 45 Minuten bei 42 °C im Wasserbad geschüttelt. Der Extrakt 

wurde zwei Mal gegen je 2,5 L S30 Puffer C bei 4 °C dialysiert. Die erste Dialyse dauerte 

hierbei 60 Minuten. Dann wurde der Puffer erneuert und der zweite Dialyseschritt bis zum 

nächsten Morgen durchgeführt. Der dialysierte Extrakt wurde erneut für 30 Minuten bei 

30.000 g zentrifugiert, die oberen, nicht getrübten 2/3 des Überstandes mit einer Pipette 

abgenommen, aliquotiert und bei −80 °C gelagert. Die geeignete Konzentration an Magnesium 

für zellfreie Ansätze und die Qualitätskontrolle des frischen Extraktes wurden nach dem 

Protokoll des analytischen Ansatzes (3.3.2) durch die zellfreie Synthese von GFP durchgeführt. 

Im analytischen Screen wurden die entstandenen Proteinmengen an GFP über die 

Fluoreszenzintensität bestimmt. Es wurden Magnesiumkonzentrationen von 8 mM bis 16 mM 

getestet und das Ergebnis der besten Bedingung mit dem eines früheren Extrakts im gleichen 

Ansatz verglichen. 

 

3.3.2 Analytischer Ansatz 

Sowohl die analytischen als auch die präparativen Ansätze der zellfreien Proteinsynthese 

wurden mit der Continuous-Exchange-Methode hergestellt, die eine Proteinsynthese von bis zu 

24 Stunden mit stetig steigender Proteinmenge ermöglicht. Für den analytischen Ansatz wurde 

eine selbstgebaute Dialysekammer nach dem Vorbild von Frau B. Schneider genutzt [102]. In 

diesen war eine simultane Doppelbestimmung für die Detergenzienscreens und Bestimmung 
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der idealen Magnesiumkonzentration einer Charge des S30 Extrakts (3.3.1) möglich. Der 

Reaktionsmix von 55 μL Volumen wurde hierbei vom Feeding-Mix mit 850 μL durch eine 

Dialysemembran mit 12 kDa MWCO getrennt. Es ergab sich somit ein Verhältnis von etwa 1 

zu 15 zwischen dem Reaktionsmix und dem Feeding-Mix. Der Feeding-Mix wurde in einer 

24-Well-Platte vorgelegt, in die die Dialysekammern luftblasenfrei eingesetzt wurden. Die 

Inkubation erfolgte bei 30 °C unter leichtem Schwenken im Wasserbad für bis zu 24 Stunden. 

Die Reaktionsansätze wurden im Anschluss entnommen und eine Stunde auf Eis gelagert. Die 

Komponenten und deren Konzentrationen sind in Tabelle 5 gezeigt. Bei dem Ansetzen wurde 

zunächst der Mastermix pipettiert, 290 μL für den Reaktionsmix abgenommen, und der 

S30-Puffer und weitere Aminosäuren zum Feeding-Mix hinzugefügt. Zu den 290 μL des 

Mastermixes wurden die übrigen Komponenten zugegeben. Je nach Art des Screens wurde 

anschließend der Reaktionsmix und der Feeding-Mix aliquotiert und z.B. mit den Detergenzien 

versetzt, die untersucht werden sollten. Die Konzentrationen, der für die Analyse und 

präparativen Synthese eingesetzten Detergenzien sind in Tabelle 6 für eine gängige Beispiele 

zusammengefasst. 

 

Tabelle 5: Bestandteile des Präparativen und Analytischen Zellfreiansatzes nach Art und Menge 

Konzentration. Einheit Endkonzentration. Komponente 

10 % 0,05 NaN3 

40 % 2,0 PEG8000 

4000 mM 150,8 KOAc 

1000 mM 7,1 Mg(OAc)2 

24 x 1,0 Puffer HEPES-EDTA 

50 x 1,0 Complete® 

10 mg mL−1 0,1 Folinsäure 

500 mM 2,0 DTT 

75 x 1,0 NTP-Mix 

1000 mM 20,0 Phosphoenolpyruvat 

1000 mM 20,0 AcP 

1 x 0,35 S30-Extrakt 

4 mM 0,50 Aminosäure-Mix 

16,67 mM 1,0 RCWMDE 

15 % 1,0 Brij 78 

1 x 0,35 S30-Puffer 

10 mg mL−1 0,08 Pyruvat Kinase 

40 mg mL−1 0,7 tRNA E.coli 

350 U µL−1 15,0 T7-RNA Polymerase 

40 U µL−1 0,3 RiboLock® 

0,4 mg mL−1 0,023 Plasmid 

   H2O 
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Tabelle 6: Typische Detergenzien, ihre kritische Mizell Konzentration (CMC) und die Endkonzentration bei der 

zellfreien Proteinsynthese 

Detergens CMC (mM) Endkonzentration 

Brij®35 0,09 0,2 % 

Brij®58 0,077 1,5 % 

Brij®78 0,046 1,0 % 

Brij®98 0,025 0,2 % 

Digitonin 0,5 0,4 % 

Triton X-100 0,24 0,1 % 

β-Octylglycosid 19 0,75 % 

DDM 0,19 0,1 % 

Tween 20 0,059 0,075 % 

CHAPS 8 0,75 % 

 

3.3.3 Präparativer Ansatz  

Die Bedingungen, die sich im analytischen Ansatz als optimal herausgestellt hatten, wurden im 

präparativen Ansatz in einem Maßstab von 1 bis 3 ml in Slide-A-Lyzer Dialysekassetten 

angesetzt und in ebenfalls selbst hergestellten Kammern nach dem Vorbild von 

Schneider et al. [102] inkubiert. Die Zusammensetzung unterschied sich nur in dem Verhältnis 

zwischen Reaktionsmix und Feeding-Mix, dieser betrug präparativ 1 zu 17. Bei den Ansätzen 

wurde zunächst der Mastermix pipettiert, 472,3 μL für den Reaktionsmix abgenommen, und 

der S30-Puffer, sowie Wasser und weitere Aminosäuren hinzugefügt. Die übrigen Bestandteile 

des Reaktionsmixes wurden zum Mastermix gegeben und diese Mischung in die 

Dialysekammer eingefüllt. Nach der Inkubation im Wasserbad wurden die Proben mittels 

Nickel-Affinitätschromatographie gereinigt (3.3.4). 

 

3.3.4 Nickel-Affinitätschromatographie 

Für die zellfreie Proteinsynthese wurden pro Milliliter Proteinansatz 150 μL 

Ni2+-Nitrilotriessigsäure (NTA)-beads als 50%-„slurry“ eingesetzt. Die Ni2+-beads wurden 

vorher mit dem Reinigungspuffer und dem gewünschten Detergens gewaschen und zu der 

Proteinlösung pipettiert. Die Inkubation erfolgte rotierend bei 4 °C über Nacht. Das Waschen 

und Eluieren wurde aufgrund des kleinen Maßstabs manuell in gewaschenen 

Minipräparationssäulen mit einer 1 mL-Spritze durchgeführt. Zunächst wurden die Ni2+-beads 

vom Zellfrei-Reaktionspuffer abgetrennt und mit dem 20-fachen Säulenvolumen 20 mM 

Imidazol im Reinigungspuffer mit Detergens gewaschen. Anschließend wurde stufenweise mit 
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je 5 Säulenvolumina 80 mM, 100 mM, 200 mM, 300 mM, 400 mM und 500 mM Imidazol im 

Reinigungspuffer nach einer zehn minütigen Inkubation bei Raumtemperatur pro Schritt eluiert. 

Für wiederholte Ansätze von Proteinen, deren Elutionsverhalten in den verwendeten 

Detergenzien bereits bekannt war, wurden vereinzelt Stufen übersprungen. Bei den 

Vorversuchen wurden die benötigten Konzentrationen des Imidazols durch Hinzufügen 

entsprechender Volumina eines 1 M Imidazol Stocks zum Reinigungspuffer erzeugt. Das 

Imidazol musste vor dem Konzentrieren des Proteins oder vor der Herstellung von 

Proteoliposomen mit den PD Desalting Columns entfernt werden. Im Anschluss an die 

Reinigung wurden die einzelnen Fraktionen mittels SDS-PAGE aufgetrennt und von zwei 

Gelen eines mit Coomassie gefärbt und eines mittels Immuno-Blot analysiert.  

 

3.3.5 Herstellung von Liposomen und Proteoliposomen 

Zuerst wurden multilamellare Liposomen aus E. coli Lipiden der Firma Avanti hergestellt. 

Hierzu wurden 100 mg E. coli Lipide in 4 mL Chloroform mit einer Pasteurpipette aus Glas 

gelöst. Die 4 mL wurden in 4 Glasröhrchen mit Stopfen zu je 1 mL aufgeteilt und mit Stickstoff 

unter ständigem Drehen begast, bis sämtliches Chloroform verdunstet war. Damit sichergestellt 

ist, dass kein Chloroform mehr zurückgeblieben war, erfolgte eine 30-minütige Trocknung bei 

400 bis 600 mbar Unterdruck. Der entstandene dünne Lipidfilm wurde mit 1000 µL 

1x Proteoliposomenpuffer (2.9.3) mit 20 mM β-Mercaptoethanol bei pH 7,2 versetzt und darin 

unter Schütteln und Vortexen resuspendiert. Zum Schluss wurde die Suspension zu 200 µL in 

1,5 mL Eppendorfgefäße aliquotiert und mit flüssigem Stickstoff gefroren. Anschließend 

erfolgte die Lagerung bei −80 °C. 

Für die Herstellung der Proteoliposomen wurde für jedes Konstrukt ein Aliquot mit 200 µL 

multilamellaren Liposomen auf Eis aufgetaut und mit 20 µL 1x Proteoliposomenpuffer versetzt. 

Nachdem die Liposomen vollständig aufgetaut waren, wurden diese mit einer Pasteurpipette in 

Glasröhrchen überführt und sofort mit Stickstoff begast. Im Anschluss wurden die Röhrchen 

mit einem Stopfen und Parafilm® luftdicht verschlossen und für 90 Minuten im Ultraschallbad 

inkubiert. Dabei wurde alle 30 Minuten das Wasser gewechselt, um einen zu starken 

Temperaturanstieg zu verhindern. Dann wurden die Liposomen mit der jeweiligen 

Proteinlösung (100 µg Protein) und dem Detergens, mit dem das Protein solubilisiert ist, 

versetzt und anschließend auf 1 mL mit 1x Proteoliposomenpuffer aufgefüllt. Nach 30 Minuten 

auf Eis wurden die Mischungen auf 25 mL Proteoliposomenpuffer aufgefüllt, in 

Ultrazentrifugenröhrchen austariert und 20 Minuten bei Raumtemperatur stehengelassen. Im 

Anschluss wurde 45 Minuten bei 4 °C und 140.000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde 
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vollständig entfernt und die Proteoliposomen im Pellet in 1 mL 1x Proteoliposomenpuffer 

resuspendiert. 

Um für die spätere Messung z.B. an der Stopped-flow eine möglichst gleichmäßige 

Größenverteilung der Proteoliposomen zu haben und Konglomerate zu vermeiden wurden die 

Proteoliposomen durch einen 0,2 µm Filter zehn Mal extrudiert. 

 

3.3.6 Dichtegradientenzentrifugation 

Um die Rekonstitution von Proteinen in Liposomen zu überprüfen wurde eine Charge 

Proteoliposomen parallel mit Leerliposomen einer Zentrifugation in einem sechs Stufigen 

Saccharosegradienten unterzogen. Dabei reichern sich Proteoliposomen und nicht 

rekonstituierte Proteine entsprechend ihrer Dichte in unterschiedlichen Stufen an. 

Zunächst wurden 350 µL 60 % Saccharose-Lösung in Seton open-top centrifuge tubes 

Polyclear® vorgelegt. Diese wurde mit 350 µL der Liposomen- oder Proteoliposomen-

Suspension gut gemischt. Anschließend wurde ein Korkstück auf der Oberfläche platziert und 

in absteigender Konzentration jeweils 700 µL der Saccharose-Lösungen mit 25 % bis 0 % 

vorsichtig geschichtet. Die Gefäße wurden mit 0 % Saccharose-Lösung exakt austariert und 

dann bei 4 °C und 164.000 g für sechs Stunden zentrifugiert. Die einzelnen Schichten wurden 

nach der Zentrifugation vorsichtig abgenommen und in 1,5 mL Eppendorfgefäße überführt. 

Anschließend wurde mittels TCA-Fällung (3.2.3) das Protein gereinigt und konzentriert. Die 

Auswertung erfolgte mittels SDS-PAGE und Western-Blot. 

 

3.3.7 Herstellung von Hefeprotoplasten 

Bei den Lichtstreuungsmessungen mit der Stopped-flow Aparatur kann qualitativ die Passage 

von Soluten über Zellmembranen untersucht werden. Besonders interessant sind hierbei 

Veränderungen durch im Modelorganismus exprimierte exogene Kanalproteine und 

Transporter. Um ein Schwell- und Schrumpfverhalten der Hefezellen und damit ein 

auswertbares Signal-Rausch-Verhältnis der Messung zu gewährleisten, wurde die starre 

Zellwand mit Zymolyase 20T aus Arthrobacter luteus verdaut. Es handelt sich hierbei um ein 

Enzymgemisch, welches vorwiegend β-1,3 Glucanbindungen spaltet, aber auch eine 

Proteaseaktivität von 104 U g−1 aufweist, weshalb die zu untersuchenden Kanalproteine durch 

Zusatz von Rinderserum-Albumin (BSA) im Überschuss geschützt wurden. Für die Herstellung 

wurden aus einer Vorkultur der transformierten Hefe eine 50 mL Kultur in SD-KHL-Medium 

für BY4742Δfps1-Hefezellen oder in SD-AHLW bei W3031AΔjen1Δady2-Hefezellen 
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angeimpft und über Nacht bei 29 °C unter Schütteln bei 220 U min−1 auf eine OD600 von 1 

herangezogen und durch zentrifugieren für 5 Minuten bei 2.000 g und 4 °C für 5 Minuten 

geerntet. Nach Waschen mit 5 mL Puffer I (2.9.2) wurde das Nasspelletgewicht notiert, dieses 

in 2 mL Puffer I resuspendiert, und für 15 Minuten bei 30 °C inkubiert. Anschließend wurden 

4 mL Puffer II (2.9.2), etwa 100 mg BSA und Zymolyase 20T entsprechend dem 

Nasspelletgewicht (200 U g−1) zugegeben und unter leichtem Schütteln bei 140 U min−1 für 60 

bis 120 Minuten inkubiert und die entstandenen Protoplasten vorsichtig bei 2.000 g und 4 °C 

für 5 Minuten zentrifugiert. Nach Waschen mit 5 mL Puffer III wurde das Pellet in 2 mL Puffer 

III (2.9.2) unter vorsichtigem Schwenken resuspendiert und für die Messung auf eine OD600 

von 2 mit Puffer III eingestellt. 

3.4 Funktionsassays 

3.4.1 Lichtstreuungsmessung Stopped-flow 

Es handelt sich um ein Verfahren zur kinetischen Untersuchung schnell ablaufender Prozesse. 

So können durch ein schnelles Mischen zweier oder mehrerer Flüssigkeiten in einer 

Messküvette und eine zeitabhängige Aufnahme des Messsignals mittels eines 

Fluoreszenzdetektors spektroskopische Änderungen der Analyse registriert werden. Praktisch 

wurden hierbei Hefeprotoplasten (3.3.7) osmotischem Stress ausgesetzt und über ihr Schwell- 

und Schrumpfverhalten Rückschlüsse auf die Permeabilität der Plasmamembran oder darin 

exprimierte endogene oder exogene Proteine gezogen. Ähnlich wurde mit in Liposomen 

rekonstituierten Proteinen (3.3.5) verfahren. Dabei ist die Signalstärke der Lichtstreuung durch 

die suspendierten Hefeprotoplasten umgekehrt proportional zu ihrer Größe. Selbes gilt für 

Proteoliposomen. Ein Schrumpfen oder Schwellen wird dadurch erreicht, dass die äußeren 

osmotischen Bedingungen mit verschiedenen Puffern (hyperosmotisch) verändert und die 

Signalstärke der resultierenden Lichtstreuung mit der Biokine®-Software als Spannung in Volt 

gegen die Zeit aufgezeichnet werden. 

Der Puffer III in dem die Protoplasten zu Beginn der Messung suspendiert vorliegen, enthält 

1,2 M Saccharose als Osmolyt. Damit wird eine Umgebung geschaffen, die an die natürliche 

Osmolarität des Zellinneren angepasst ist und somit den normalen Zelltugor imitiert. Durch 

Mischen mit einem hyperosmolaren Messpuffer in der Küvette der Stopped-Flow-Apparatur 

wurde diese Zellsuspension in ein Ungleichgewicht zwischen innen und außen gebracht und 

die daraus resultierende Änderung der Lichtstreuung, bedingt durch Schwellen und Schrumpfen 

registriert. Hierbei kamen neben den primär für die Wasserleitfähigkeit bestimmten Puffern mit 
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1,8 M Saccharose als Osmolyt auch Kombinationen aus 1,2 M Saccharose + 0,6 M Glycerol 

für die Glycerolleitfähigkeit zum Einsatz. 

 

Tabelle 7: Parameter für die Messung mit der Stopped-flow Aparatur 

Xe/Hg-Bogenlampe  150 W 

Monochromator  526 nm 

Output Filter  300 μs 

Photomultiplier  400 x 

Temperatur  20 °C 

Injektionsvolumen  150 μL 

Mischungsverhältnis  1 : 1 

Injektionsgeschwindigkeit  7 mL s−1 

Erwartete Totzeit  5,2 ms 

Datenpunkte 2000 

 

Für jedes Experiment wurden 6 bis 9 Kurven aufgezeichnet und mit der Biokine®-Software 

gemittelt. Die Mischung der Protoplastensuspension mit hyperosmotischem 

Glycerol-Testpuffer im Verhältnis 1 zu 1 erzeugte einen biphasischen Kurvenverlauf, der sich 

durch folgende Gleichung beschreiben lässt, welche zudem die Grundlage für das Kurvenfitting 

mit Biokine® bildete: 

 

y = at + b - cw e −dwt + csol e −dsolt 

 

a:  Steilheit 

t:  Zeit in s 

b:  Achsversetzung (Offset) 

cw:  Amplitude Wasserausstrom  

dw:  Ratenkonstante Wasserausstrom 

csol:  Amplitude Soluteinstrom  

dsol:  Ratenkonstante Soluteinstrom 

 

Im ersten Kurvenabschnitt kommt es zu einem exponentiellen Anstieg des Streulichtsignals 

durch ein Schrumpfen der Protoplasten, welches durch den osmotisch bedingten 

Wasserausstrom hervorgerufen wird. Im zweiten Abschnitt wird das Protoplastenvolumen 
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durch einen chemischen Solutgradienten überkompensiert. Der Solut strömt in die Protoplasten 

und sorgt durch die resultierende Änderung des osmotischen Gradienten zu einem 

Wiedereinstrom von Wasser. Dadurch schwellen die Protoplasten und das Streulichtsignal 

nimmt wieder ab. 

Bei Konstrukten, die keine Leitfähigkeit für eines der verwendeten Osmolyte zeigen, bleibt das 

Abfallen der Streulichtkurve im zweiten Abschnitt der Messung aus. In dem Fall kann mit Hilfe 

eines einfach exponentiellen fittings die Ratenkonstante für die Wasserleitfähigkeit direkt 

bestimmt werden. 

y = a (1-𝑒 −𝑘𝑤𝑡) 

a:  Steilheit 

t:  Zeit in s 

kw: initiale Wassereinstromskonstante in s−1 

 

 Um eine Vergleichbarkeit verschiedener Messkurven zu erreichen wurde der Startpunkt der 

Signaländerung der Messkurve auf 0 Volt festgelegt und das Plateau durch Multiplikation mit 

einem Faktor auf 1 Volt gestreckt.  
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4. Ergebnisse 

Bei der Betrachtung der Funktion eines möglichen Aquaporins ist es naheliegend sich mit der 

Eigenschaft dieser, für Wasser und im Falle der Aquaglyceroporine auch kleine ungeladene 

Solute, wie Glycerol, permeabel zu sein, näher zu beschäftigen. Deswegen wurden mit einem 

auf Hefe basierten Assay unter Verwendung der Stopped-flow Apparatur die Permeabilität 

untersucht.  

Die Expression von PfAQP2 erfolgte wie in 3.2.1 beschrieben nach vorheriger Transformation 

von S. cerevisiae Zellen (3.1.12). Dies geschah als einfache und günstige Möglichkeit um durch 

Protoplastierung (3.3.7) eine Charakterisierung hinsichtlich der Passage von Wasser und 

anderen für Aquaglyceroporine typische Solute mit Hilfe der Stopped-flow Apparatur 

durchzuführen. Die erfolgreiche Expression konnte zunächst nicht durch einen Western-Blot 

nachgewiesen werden. Ein ähnliches Problem war schon für das durch Hefen hergestellte 

PfAQP1 bekannt, für das trotzdem eine Funktion in Hefe nachgewiesen werden konnte. Es 

konnte allerdings keine Leitfähigkeit für PfAQP2 gezeigt werden. Deshalb wurde zusätzlich, 

mit der Expression im zellfreien System (3.3), eine alternative Methode herangezogen, um die 

erhaltenen Daten abzusichern. 

Als letztes wurden für die bessere Charakterisierung spezifische Antiseren aus Kaninchen 

generiert (3.2.7) die letztendlich eine zuverlässige Detektion ermöglichen sollen und in Zukunft 

für biologische Untersuchungen eingesetzt werden. 

 

4.1 Expression und Funktionsuntersuchung von PfAQP2 in S. cerevisiae  

4.1.1 Nachweis der Expression in S. cerevisiae 

Die Kontrolle der Expression erfolgte direkt aus den für Messung an der Stopped-flow 

präparierten Protoplasten. Diese wurden zunächst wie normale Hefezellen aufgeschlossen 

(3.2.1) und mittels SDS-PAGE aufgetrennt (3.2.4). In Abbildung 13 ist das Ergebnis der 

Detektion mittels Western-Blot zu sehen. Verwendet wurde der N-terminale 

Anti-HA-Antikörper. Im Blot sind keine unspezifischen Banden beim Leervektor pDRTXa (-) 

zu sehen. TbAQP2 liefert eine deutliche Bande bei etwa 35 kDa, was dem theoretischen 

Molekulargewicht entspricht. Es finden sich keine Banden für die Plasmodium falciparum 

Proteine. Weder PfAQP1 noch PfAQP2 liefern ein Signal. Für PfAQP1 war in der 

Arbeitsgruppe jedoch bekannt, da es trotz fehlender Bande im Western-Blot eine Funktion 
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nachweisbar ist. Deswegen wurde der Lichtstreuungsassay mit den Protoplasten trotzdem 

durchgeführt. 

 

Abbildung 13:Western-Blot des Proteinextraktes der Hefeprotoplasten; Die Proteine besitzen einen N-terminalen 

HA-tag. Deshalb wurde nach SDS-PAGE mit einem Anti-HA-Antikörper entwickelt. PfAQP1 hat ein Soll-

Molekulargewicht von 28 kDa und PfAQP2 von 71 kDa, beide nicht zu sehen. TbAQP2 liefert eine deutliche 

Bande bei 35 kDa. Die Belichtungszeit beträgt 2 Minuten. 

4.1.2 Untersuchung der Leitfähigkeit für Wasser und Glycerol 

Die Wasserleitfähigkeit von PfAQP2 wurde durch Messung der Lichtstreuung mit Hilfe der 

Stopped-flow Apparatur untersucht. Hierzu wurden Hefezellen BY4742∆fps1 verwendet, da 

diese durch einen Knock-out keine endogenen Wasser und Glycerol Kanäle exprimieren 

können. Dies ist wichtig damit bei der Messung einer Leitfähigkeit diese nur vom Protein, 

welches untersucht werden soll, abhängt. Dazu wurden die Hefen mit DNA, die für PfAQP2 

kodiert, transformiert und in SD-KHL-Flüssigmedium kultiviert. Die Hefe-Zellen wurden dann 

mit Zymolyase, einem Enzymgemisch das vorwiegend β-1,3-glykosidische Bindungen spaltet, 

behandelt, um die rigide Zellwand zu entfernen. Die dabei erhaltenen Protoplasten sind gut 

geeignet, um Wasserbewegung durch Membranen zu untersuchen, da sie auf osmotische 

Veränderungen mit Schwellen oder Schrumpfen reagieren. Für die Messung der 

Wasserleitfähigkeit wurde dabei standardmäßig Saccharose als Osmolyt verwendet. Diese ist 

in der Lage einen osmotischen Gradienten zu erzeugen, ohne selbst die Membran der 

Protoplasten passieren zu können. Bei der Messung wird ein Saccharose-Gradient von 

300 mOsm erzeugt. Dieser ist zum extrazellulären Bereich gerichtet und sorgt dafür, dass die 

Protoplasten in einem Einphasigen exponentiellen Verlauf schrumpfen, da Wasser dem 
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Gradienten nach außen folgend ausströmt. Alternativ wurde ein 300 mOsm Glycerol-Gradient 

verwendet, um in einem zweiphasig exponentiellen Kurvenverlauf Auskunft über die 

Leitfähigkeit für Glycerol zu erlangen, und die Frage zu beantworten ob es sich um ein 

Aquaglyceroporin handelt. 

 

Abbildung 14: Stopped-flow Messung von TbAQP2 (grün), PfAQP 1 (lila) und PfAQP2 (rot) exprimierenden 

Hefen im Vergleich zu Hefen, die kein Protein exprimieren (blau); A zeigt die Messsung über 80 Sekunden mit 

einem 300 mM hyperosmotischen Glycerolgradienten, B zeigt die Messung der gleichen Protoplasten über 10 

Sekunden mit 300 mM hyperosmotischem Saccharosegradienten; jede Kurve stellt den Mittelwert einer Messreihe 

von 9 Kurven da 

Als Positivkontrolle wurden Hefeprotoplasten, die TbAQP2 exprimieren eingesetzt, da dieses 

sowohl Wasser als auch Glycerol leitet. Diese zeigen einen schnellen initialen Wasserausstrom. 

Durch ein einfach exponentielles fitting der Messkurven aus Abbildung 14 mit SigmaPlot® lässt 

sich die Ratenkonstante für den Wasserausstrom mit ki = 0,92 s−1 bestimmen. Protoplasten, die 

kein heterologes Protein exprimieren, zeigen einen deutlich langsameren Wasserstrom 

(kw = 0,27 s−1). PfAQP2 unterscheidet sich im Schrumpfverhalten praktisch nicht vom 

Leervektor (kw = 0,27 s−1). PfAQP1 zeigt Wasserleitfähigkeit (kw = 0,35 s−1) und 

Glyceroleinstrom (ksol = 0,024 s−1) in einer Größenordnung, wie sie bereits in der Arbeitsgruppe 

beschrieben wurde. In Tabelle 8 sind die Wasserleitfähigkeitskonstanten für die Messung 

zusammengefasst. 
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Tabelle 8:Wasserleitfähigkeitskonstanten kw (s−1) und τ (s) für TbAQP2, PfAQP1 und PfAQP2 sowie die 

Negativkontrolle. Die τ-Wert gibt den Initialen Wassereinstrom als Zeit, bis zu der 63,5% des Einstroms 

abgeschlossen sind an und stellt den reziproken Wert der Leitfähigkeitskonstante dar. 

 Wasserleitfähigkeitskonstante 

kw (s−1) 

Glycerolleitfähigkeitskonstante 

ksol (s
−1) 

τ (s) 

TbAQP2 0,92 0,030 1,1 

PfAQP2 0,27 0,004 3,7 

Leervektor 0,27 0,003 3,7 

PfAQP1 0,35 0,024 2,9 

 

Obwohl im Western-Blot keine Expression gezeigt werden konnte, ist die Funktion von 

PfAQP1 deutlich am Wasserausstrom und Glyceroleinstrom in Abbildung 14 zu erkennen. Dies 

legt die Vermutung nahe, dass das Protein exprimiert wird, allerdings die Detektion nicht 

funktioniert. Möglicherweise trifft dies auch auf PfAQP2 zu. 

 

4.1.3 Einfluss der Loops auf die Wasserleitfähigkeit von PfAsQP2 

 

.  

Abbildung 15: Topologieplots von PfAQP2 links vor Verkürzung und rechts nach Verkürzung der Loops A und 

D. Topologieplots wurden mit dem TeXtopo Packet für LaTeX erstellt [90]. 
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In bisherigen Experimenten zeigt das Wildtyp PfAQP2 keine Leitfähigkeit für Wasser. Anhand 

der Sequenzanalyse ist zu erkennen, dass die Primärstruktur im Vergleich zu anderen 

orthodoxen Aquaporinen, selbst für Aquaporine stark unterschiedlich ist. In den entscheidenden 

Kernregionen gibt es viele konservierte Bereiche. Andere Bereiche sind untypisch, wie der 

außerordentlich große A-Loop und der lange D-Loop des Proteins, welche beide in der Lage 

sein könnten, den Porendurchgang zu verschließen oder nur unter bestimmten Bedingungen 

freizugeben. Deswegegen wurden die beiden Loops verkürzt (PfAQP2∆A∆D, Abbildung 15). 

Der A-Loop wurde dabei durch Restriktionverdau (3.1.7) mit EcoRV und anschließender 

Ligation (3.1.9) entfernt. Der D-Loop wurde durch eine Deletions-PCR (3.1.10) entfernt. 

Abbildung 16 zeigt das Schwellverhalten von Hefeprotoplasten, bei einem hyperosmotischen 

Saccharosegradienten von 300 mOsm. Hierbei ist die A und D Loop deletierten Variante von 

PfAQP2 untersucht worden, da eine Leitfähigkeit des Wildtyp PfAQP2 sehr wahrscheinlich 

auch in dieser Form sichtbar ist. Als Kontrolle dient mit Leervektor transformierte Protoplasten. 

Im zugehörigen Western-Blot sind mit dem Anti-penta-His Antikörper keine Banden zu sehen 

gewesen. 

 

Abbildung 16: Schwellkurven von PfAQP2∆A∆D. Die Kurven wurden über eine Messdauer von 10 Sekunden bei 

einem 300 mOsm Saccharosegradienten aufgenommen. Jede Kurve stellt den Mittelwert aus einer Messreihe von 

9 Kurven da 

Mit verkürztem A und D-Loop zeigt PfAQP2 keine bessere Leitfähigkeit für Wasser als die 

Negativkontrolle (kw = 0,24 s−1). 
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4.1.4 Wasserleitfähigkeit der Mutanten F477R und Y454A 

Neben den bereits erwähnten Ähnlichkeiten gibt es auch einige wichtige Unterschiede. Das bei 

orthodoxen Aquaporinen hochkonservierte Arginin des Selektivitätsfilters, ist gegen ein 

ungeladenes und aromatisches Phenylalanin ausgetauscht. Eine weitere im Porenbereich 

vermutete Aminosäure ist das Tyrosin an der Position 454. Diese befindet sich im Bereich der 

intrazellulären Konstriktion des NPA/NPM-Motivs. Dieser Bereich ist bei anderen 

Aquaporinen durch eher kleinere, lipophile Aminosäuren wie Glycin, Valin und Leucin 

gekennzeichnet. PfAQP2 besitzt in diesem Bereich viele Phenylalanine und das Tyrosin 454. 

Ein anderes Merkmal ausgehend von diesem Konstrukt wurden zusätzlich das Tyrosin 454 zu 

Alanin (Y454A) und Phenylalanin 477 zu Arginin (F477R) mittels PCR mutiert. 

Abbildung 17 zeigt das Schwellverhalten von Hefeprotoplasten, bei einem hyperosmotischen 

Saccharosegradienten von 300 mOsm. Hierbei sind die beiden Mutanten F477R und Y454A in 

der A und D Loop deletierten Variante von PfAQP2 untersucht worden, da eine Leitfähigkeit 

des Wildtyp PfAQP2 sehr wahrscheinlich auch in dieser Form sichtbar ist. Als Kontrolle dienen 

mit Leervektor transformierte Protoplasten. Im zugehörigen Western-Blot sind mit dem Anti-

penta-His Antikörper keine Banden zu sehen 

 

Abbildung 17: Schwellkurven der PfAQP2∆A∆D Mutanten PfAQP2∆A∆D-F477R und 

PfAQP2∆A∆D-F477R.-Y454A. Die Kurven wurden über eine Messdauer von 10 Sekunden bei einem 300 mOsm 

Saccharosegradienten aufgenommen. Jede Kurve stellt den Mittelwert aus einer Messreihe von 9 Kurven da  
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Die Ratenkonstanten für den initialen Wassereinstrom (kw) der einzelnen Mutanten wurden 

durch exponentielles fitting mit SigmaPlot bestimmt. Der kw-Wert für das nicht mutierte 

verkürzte Protein PfAQP2∆A∆D liegt bei 0,23 s−1, für die einfache Mutante 

PfAQP2∆A∆DF477R bei 0,26 s−1 und die Doppelmutante PfAQP2∆A∆DF477R-Y454A bei 

0,22 s−1. Da diese Werte alle vergleichbar mit den Ratenkonstanten von Leervektorhefen 

(kw = 0,27 s−1) und dem Wildtyp PfAQP2 (kw = 0,27 s−1) sind, zeigen die einzelnen Mutationen 

keinen Einfluss auf die Leitfähigkeit für Wasser. Möglicherweise sind die untersuchten Stellen 

nicht alleine oder entscheidend für die Abwesenheit der Wasserleitfähigkeit verantwortlich. 

Ohne eine aufgeklärte Proteinstruktur oder bekannte Proteine, die eine größere Ähnlichkeit zum 

PfAQP2 aufweisen, kann über die die tatsächliche Porenstruktur und die Ursachen für die 

ausbleibende Leitfähigkeit nur spekuliert werden. Sie ist jedoch definitiv komplexer und stärker 

abgewandelt, als die untersuchten Aminosäuren abbilden können.  

4.1.5 Leitfähigkeit für organische Anionen 

Für das humane Aquaporin 9 ist die Leitfähigkeit für protonierte Monocarboxylate und größere 

organische Verbindungen gut untersucht [79]. Es ist nicht klar, ob PfAQP2 eine vergrößerte 

Pore bildet, aber durch den natürlichen Austausch von Arginin 477 zu Phenylalanin wird die 

Lipophilie der Engstelle am Poreneingang deutlich erhöht. Wasser und Glycerol könnten 

demnach als Substrate durch einen Mangel an Wasserstoffbrückenbindungen ausgeschlossen 

sein. Deshalb soll in einem Experiment getestet werden, ob eine Permeabilität für kleinere und 

lipophilere Monocarboxylate wie Formiat oder auch Laktat besteht. Hierbei wurden wieder 

Hefeprotoplasten vorbereitet, um durch Messung der Lichtstreuung das Schwell- und 

Schrumpfverhalten zu untersuchen. Dabei wurde zum einen der Hefestamm 

W3031A∆jen1∆ady2 verwendet, da dieser keine endogenen Monocarboxylat-Transporter 

exprimiert, die bei der Messung die Ergebnisse verfälschen könnten. Zum anderen wurde als 

Osmolyt Formiat oder Laktat mit einem finalen Gradienten von 300 mOsm eingesetzt. Die 

Ergebnisse der Messung mit Formiat sind in Abbildung 18 zu sehen. Dabei wurden zwei 

pH-Werte, 4,5 und 6,8, als Messbedingung gewählt, um verschiedene Protonierungsgrade 

abzubilden. Unter der Annahme, dass wie beim AQP9 die ungeladene, protonierte Form der 

Säure passiert, sollte bei pH 4,5 ein schnellerer Strom als bei 6,8 zu beobachten sein. Als 

Testkontrukte wurden PfAQP2, sowie die A und D-Loop Doppeldeletions-Mutante verwendet. 

Zur Kontrolle wurden Protoplasten präpariert, die kein exo- oder endogenes Protein herstellen. 

Abbildung 18 zeigt jeweils die aufgenommenen Streulichtkurven für die erste Messung der 

Formiatleitfähigkeit bei pH 6,8. In Abbildung 18 D sind die durch exponentielles fitting 

berechneten Ratenkonstanten für Wasser und Formiat bei pH 6,8 zu sehen. Bei pH 6,8 findet 
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kein Formiateinstrom in die Protoplasten statt. Der Wasserausstrom verändert sich zwischen 

den Konstrukten bei pH 6,8 nicht. Unter physiologischen Bedingungen kann demnach weder 

PfAQP2 noch die verkürzte Variante Formiat leiten. 

 

 

Abbildung 18: A-C zeigen jeweils die Formiatleitfähigkeit von Hefeprotoplasten bei pH 6,8 (rot) für A) PfAQP2, 

B) pDRTXa (-) und C) PfAQP2∆A∆D. D zeigt die durch zweifach exponentielles fitting berechneten 

Ratenkonstanten für Wasser und Formiat. Jede Kurve stellt den Mittelwert einer Messreihe von 9 Kurven da 

Das Experiment wurde mit Laktat als Osmolyt bei pH 6,8 wiederholt. Abbildung 19 zeigt 

hierbei die Streulichtkurven der Messung. Auch für Laktat ist kein Solutstrom zu beobachten. 

In Abbildung 19 D sind die durch exponentielles fitting berechneten Ratenkonstanten für 

Wasser und Laktat bei pH 6,8 zu sehen. Auch hier ist wie zuvor bei Formiat kein 

Wassereinstrom im Vergleich zur Kontrolle zu sehen.  

Laktat und Formiat weisen beide ähnliche Säurestärken auf. Ihr pKa-Wert liegt im Bereich von 

3,8. Dies bedeutet, dass bei einem pH-Wert von 6,8 praktisch die komplette Carbonsäure 

deprotoniert vorliegt. Leitfähigkeit von Monocarboxylaten wurde aber bisher nur für die 

neutrale, protonierte Form beschrieben. Deshalb wurde das Experiment erneut bei einem pH 

von 4,5 durchgeführt. Abbildung 20 zeigt in blau die Messkurven mit Formiat als Osmolyt und 
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in rot die Messkurven mit Laktat als Osmolyt. Die Erniedrigung des pH-Wertes um 2 Einheiten 

hat keinen Erkennbaren Einfluss auf die Laktatleitfähigkeit. 

 

Abbildung 19: A-C zeigen jeweils die Laktatleitfähigkeit von Hefeprotoplasten bei 6,8 (rot) für A) PfAQP2, B) 

pDRTXa (-) und C) PfAQP2∆A∆D. D zeigt die durch zweifach exponentielles fitting berechneten 

Ratenkonstanten für Wasser und Laktat. Jede Kurve stellt den Mittelwert einer Messreihe von 9 Kurven da 

Die Formiat Kurven deuten im zweiten Kurvenabschnitt auf einen Einstrom des Osmolyten bei 

pH 4,5 hin. Dies ist jedoch unabhängig vom untersuchten Konstrukt und deutet auf 

ungehinderte Diffusion von Formiat über die Plasmamembran hin. Die Wasserleitfähigkeiten 

im ersten Abschnitt der Kurve sind durch die Erniedrigung des pH-Wertes, sowohl für Laktat 

als auch Formiat, unverändert. Bei pH 4,5 liegt nach Henderson-Hasselbalch-Gleichung 

ungefähr 18,5 % der Ameisensäure protoniert vor. Diese ist demnach ungeladen und kann als 

kleines ungeladenes Molekül offenbar ganz gut die Membran, auch ohne Kanal oder 

Transporter, passieren. Bei der Milchsäure ist dieser Effekt nicht zu sehen. Obwohl die 

Säurestärke ähnlich ist und nach Henderson-Hasselbalch-Gleichung sogar bis zu 25 % der 

freien Säure vorliegen. Jedoch befindet sich noch eine Hydroxyl-Gruppe am 

α-Kohlenstoffatom der Milchsäure. Dadurch ist das Molekül auch in der protonierten Form 
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deutlich hydrophiler als die Ameisensäure. Außerdem ist das Molekül der Milchsäure größer, 

weshalb offensichtlich keine Diffusion durch die Membran erfolgen kann. 

 

Abbildung 20: A-C zeigen jeweils die Laktatleitfähigkeit (rot) und Formiatleitfähigkeit (blau) von 

Hefeprotoplasten bei pH 4,5 für A) PfAQP2, B) pDRTXa (-) und C) PfAQP2∆A∆D. D zeigt die durch zweifach 

exponentielles fitting berechneten Ratenkonstanten für Laktat und Formiat. Jede Kurve stellt den Mittelwert einer 

Messreihe von 9 Kurven da 

Diesen Ergebnissen nach ist die Hypothese, PfAQP2 könnte vielleicht Monocarboxylate durch 

seine deutlich lipophilere Filterregion leiten, widerlegt. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass 

ein Absinken des pH-Wertes zu keiner Beeinflussung der Wasserleitfähigkeit von PfAQP2 

geführt hat. Hinzu kommt, dass die Lokalisation, sowohl innerhalb der Hefe als auch beim 

Parasiten nicht untersucht ist. Es wäre also denkbar, dass PfAQP2 gar nicht oder nur unter 

bestimmten Bedingungen an die Plasmamembran lokalisiert wird. Deshalb bietet es sich an, die 

Leitfähigkeit mit Hilfe eines alternativen Testsystems zu untersuchen. Die Untersuchung von 

zellfrei hergestelltem Protein in Liposomen bietet hierbei den Vorteil eines auf vesikulärer 

Ebene deutlich einfacheren Systems. 
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4.2 Zellfreie Proteinsynthese von PfAQP2 

4.2.1 Detergenzienscreen 

Der erste Schritt bei der zellfreien Proteinsynthese von Membranproteinen ist das Screening 

von verschiedenen Detergenzien. Hierbei soll empirisch ein Detergens ermittelt werden, 

welches zum einen die Synthese einer großen Menge Protein ermöglich, zum anderen soll es 

die richtige Faltung des Proteins begünstigen, zumindest aber nicht behindern. Im Arbeitskreis 

konnte durch Dr. Annika Müller-Lucks bereits gezeigt werden, dass sich ein C-terminal 

fusioniertes grün fluoreszierendes Protein (GFP) als Indikator für die richtige Faltung eines 

Proteins eignet. GFP kann durch Anregung mit elektromagnetischer Strahlung bei 395 nm oder 

470 nm zur Fluoreszenz angeregt werden. Dabei ist der Fluorophor aus den drei Aminosäuren 

Ser65-Tyr66-Gly67 essenziell. Dieses bildet sich autokatalytisch durch räumliche Nähe, die 

jedoch nur gegeben ist, wenn das GFP richtig gefaltet ist. Durch die Fusion mit dem 

C-Terminus, kann bei Vorliegen der GFP-Fluoreszenz davon ausgegangen werden, das 

PfAQP2 ebenfalls richtig gefaltet vorliegt. 

 

 

Abbildung 21:Detergenzien-Screen von Brij®35 – 98 für die Zellfreie Proteinsynthese von PfAQP2; links: In-Gel 

Fluoreszenz des GFP, rechts: Western-Blot des Gels; detektiert mit anti-penta-His Antikörper 1 zu 5000, 

10 Sekunden belichtet 
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Im Screening wurden die Detergenzien Brij® 35 (0,2 %), Brij® 58 (1,5 %), Brij® 78 (1,0 %) und 

Brij® 98 (0,2 %) getestet. Das Reaktionsvolumen von 55 µL pro Detergens wurde hierfür mit 

SDS-Probenpuffer versetzt und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Dann wurde das Gel mit dem 

Lumi-Imager™ F1 der Firma Roche angeregt und die Fluoreszenz bei 520 nm als Bild 

aufgenommen. Das Resultat ist in Abbildung 21 auf der linken Seite zu sehen. Es zeigt eine 

deutliche Fluoreszenz bei Brij® 58 und 78. Die anderen beiden Detergenzien zeigen kaum 

Fluoreszenz. Die Größe des fluoreszierenden Proteins lässt sich am Proteinmarker abschätzen 

und entspricht bei der Obersten Bande mit etwa 100 kDa dem Fusionsprotein aus PfAQP2 

(71 kDa) und GFP (26 kDa). Die kleineren Banden bei etwa 60 kDa und 40 kDa können durch 

verschiedene Fragmentierungen des Proteins hervorgerufen worden sein. Im rechten Teil von 

Abbildung 21 ist der Western-Blot des Gels zu sehen. Dieser differenziert nicht zwischen 

richtig gefaltet und falsch gefaltet und zeigt sämtliches Protein, das mindestens einen fünffach-

His-tag hat. Da in diesem jedoch dasselbe Bandenmuster, wie bereits bei der Fluoreszenz zu 

sehen ist, wird ausschließlich richtig gefaltetes Protein hergestellt. Es ist somit wahrscheinlich, 

dass die Doppelbanden durch Fragmentierung zustande kommen. 

Es ist jedoch klar zu erkennen, das von den Detergenzien vom Brij®-Typ, 58 und 78 geeignet 

sind um darin Protein herzustellen. Da Brij® 78 im Arbeitskreis ein bewährtes Detergens 

darstellt, wurde dieses für die Herstellung des Proteins im präparativen Maßstab verwendet. 

 

4.2.2 Reinigungsdetergenzienscreen 

Nachdem ein zur Herstellung geeignetes Detergens ausgewählt wurde, konnte dies im 

präparativen Maßstab (3.3.3) hergestellt werden. Im nächsten Schritt der Herstellung des 

Proteins muss dieses für weitere Untersuchungen gereinigt werden. Hierfür wurde die 

Nickel-Nitrilotriessigsäure (Ni2+-NTA) Affinitätschromatographie und ein am C-Terminus mit 

dem Protein fusionierter 10x His-tag genutzt. Dabei komplexiert das Ni2+-NTA die Histidine 

des His-tags und bindet somit das Protein an die Matrix. Zur Elution wird eine Reihe von 

Puffern mit steigender Imidazol-Konzentration verwendet. An dieser Stelle muss erneut die 

Frage gestellt werden, welches Detergens dem Imidazol-Puffer zugesetzt wird, denn das 

richtige Detergens für die Herstellung muss nicht zwangsläufig auch für die Reinigung gut sein. 

Dafür wurden LDAO (0,27 %) und Brij® 78 (1 %) getestet.  

Im Western-Blot in Abbildung 22 A) ist nach Markierung mit dem Anti-penta-His Antikörper 

zu sehen, das sowohl die Fraktionen 80 mM, 100 mM und zu einem geringen Teil 200 mM 

Imidazol, als auch die beads-Fraktion bei LDAO eine Bande für PfAQP2 liefert.  



Ergebnisse 

65 

 

Abbildung 22: Western-Blot von zellfrei hergestelltem PfAQP2 mit C-terminalem His-tag. Protein nach Ni2+-NTA 

Reinigung durchgeführt mit A) LDAO und B) Brij® 78. Aufgetragen wurden 11µL jeder Imidazolfraktion. Der 

Western-Blot wurde mit dem Anti-penta-His Antikörper entwickelt und für 10 Sekunden belichtet.  

Die Reinigung funktioniert sowohl mit LDAO, als auch mit Brij® 78. Jedoch wird im Western-

Blot deutlich, dass die Stabilität des Proteins stark vom Detergens abhängig ist. Mit Brij® 78 

lässt sich das Protein unter den Bedingungen deutlich besser eluieren, allerdings schon bei 

80 mM Imidazol und unter großen Verlusten bei der Stabilität Die geringe Menge Protein die 

dem Blot nach noch an die beads gebunden vorliegt deutet darauf hin, dass die Bedingungen 

durch Variation der Pufferbestandteile wie NaCl und Glycerol optimiert werden könnten. Für 

die Rekonstitution in Proteoliposomen ist dies jedoch nicht entscheidend, weshalb das mit 

LDAO-Puffer eluierte Protein zunächst für die Herstellung von Proteoliposomen verwendet 

werden kann. Dazu wurden die Fraktionen 100 und 200 mM Imidazol mit LDAO vereint. Das 

Protein wurde dann für die Herstellung von Proteoliposomen verwendet. 

4.3 Funktionsuntersuchung von zellfrei hergestelltem PfAQP2  

Um zu überprüfen ob das zellfrei hergestellte PfAQP2 über eine Wasserleitfähigkeit verfügt, 

wurde ein Verfahren analog zur Herstellung und Untersuchung von Hefe-Protoplasten 

angewandt. Das in 4.2.2 zellfrei hergestellte Protein wurde über 

Ni2+-Affinitätschromatographie gereinigt und anschließend mit Hilfe einer PD MidiTrap G-25 

Säule von Imidazol befreit, da dies im nächsten Schritt die Filtermembranen beim 

Konzentrieren der Proben beschädigen würde. Nach dem Konzentrieren des Proteins mit 

Amicon Filter Units wurde die Proteinkonzentration mittels Bradford-Reagenz (3.2.2) zu 

353 µg Gesamtproteinmenge in 300 µL Puffer bestimmt. Insgesamt 100 µg Protein wurden für 

die Herstellung von Proteoliposomen verwendet. Diese wurden zusammen mit Leerliposomen, 

in denen kein Protein rekonstituiert wurde, als Kontrolle an der Stopped-flow Apparatur 
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vermessen. Hierbei wird ein hyperosmotischer Saccharosegradient von 200 mOsm verwendet, 

der die Proteoliposomen zum Schrumpfen bringt. 
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Abbildung 23: Wasserleitfähigkeitsmessung von Proteoliposomen mit PfAQP2 (rot) und Leerliposomen (blau); 

gezeigt sind die ersten 3 Sekunden der 10 Sekunden-Messung mit einem 200 mOsm Saccharosegradienten; Kurven 

sind Mittelwerte aus jeweils 9 einzeln aufgenommenen Kurven 

In Abbildung 23 ist das normalisierte Streulicht bei einem Gradienten von 200 mOsm 

Saccharose von Proteoliposomen, in denen PfAQP2 rekonstituiert wurde im Vergleich zu 

reinen Liposomen gezeigt. Die Kurven zeigen einen kw-Wert von 0,15 s−1 für Liposomen und 

0,13 s−1 für die PfAQP2 Proteoliposomen. Das deutet darauf hin, dass das zellfrei hergestellte 

Protein keine Wasserleitfähigkeit besitzt. An dieser Stelle bestehen jedoch zwei Fehlerquellen, 

warum kein Unterschied zwischen Proteoliposomen und Liposomen zu sehen ist. Einerseits ist 

das Schrumpfen der Liposomen bereits nach 0,5 s fast vollständig abgeschlossen. Dadurch 

ergibt sich lediglich ein Fenster von 0,5 s, um eine höhere Leitfähigkeit messen zu können. 

Damit eine Diskriminierung durch einen zu großen osmotischen Gradienten ausgeschlossen 

werden kann, wurde der Gradient auf ein Viertel reduziert. 
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Abbildung 24: Wasserleitfähigkeitsmessung von Proteoliposomen mit PfAQP2 (rot) und Leerliposomen (blau); 

gezeigt sind die ersten 3 Sekunden der 10 Sekunden-Messung mit einem 50 mOsm Saccharosegradienten; Kurven 

sind Mittelwerte aus jeweils 9 einzeln aufgenommenen Kurven 

Abbildung 24 zeigt deutlich, dass kein Unterschied zwischen den Leerliposomen und den 

PfAQP2 Proteoliposomen hinsichtlich der Wasserleitfähigkeit besteht. Die kw-Werte liegen bei 

0,10 s−1 für Leerliposomen und 0,13 s−1 für die Proteoliposomen. 

Andererseits besteht die Möglichkeit, das PfAQP2 nicht in die Liposomen rekonstituiert wurde 

und sich dadurch ein Kurvenverlauf ähnlich zu den Leerliposomen ergibt. Deshalb wurden die 

Proteoliposomen einer Dichtegradientenzentrifugation (3.3.6) unterzogen. Hierbei wurden 

Proteoliposomen und Proteine nach ihrer Dichte in einem Gradienten von 0 bis 30 % 

Saccharose durch Zentrifugation bei 164.000 g getrennt und anschließend geblottet. Die 

Leerliposomen wurden analog behandelt, da diese allerdings kein Protein enthalten, ist im Blot 

kein Signal zu sehen, lediglich die Liposomen selbst als Opaleszenz der Saccharosefraktion. In 

Abbildung 25 ist zu sehen, dass in praktisch allen Fraktionen, von 10 % bis 25 % Saccharose, 

PfAQP2 mit dem Anti-penta-His Antikörper detektiert werden kann. Dies deutet darauf hin, 

dass ein Teil des Proteins nicht rekonstituiert ist. Allerdings befindet sich in der 15 % Fraktion, 

in der sich die Proteoliposomen angereichert haben, die Größte Proteinmenge. Dies deutet 

darauf hin, dass ein großer Teil des Proteins erfolgreich rekonstituiert wurde.  



Ergebnisse 

68 

 

Abbildung 25: Western-Blot der sieben Fraktionen 0 bis 30 % Saccharose der Dichtegradientenzentrifugation. 

Aufgetragen wurde sämtliches Protein, das mit TCA-Fällung erhalten wurde. Entwickelt wurde die Membran mit 

dem Anti-penta-His Antikörper aufgrund des C-terminalen His-tags. Es wurde für 5 Minuten belichtet. 

Somit konnte gezeigt werden, dass das Zellfreihergestellte Protein in Proteoliposomen 

rekonstituiert, genauso wie das In Hefezellen exprimierte PfAQP2 keine Leitfähigkeit für 

Wasser zeigt. Aquaglyceroporine können eine schlechtere bis abwesende Wasserleitfähigkeit 

besitzen, jedoch konnte beim Leitfähigkeitsexperiment mit Hefeprotoplasten in Abbildung 14 

keine Leitfähigkeit für Glycerol beobachtet werden.  

Für Aquaporine untypische Substrate, wie Monocarboxylate, können den Kanal ebenfalls nicht 

passieren. Entweder leitet PfAQP2 ein ganz anderes Substrat, vielleicht sogar etwas für 

Aquaporine gänzlich neues oder die eigentliche Funktion ist gar nicht die eines Kanals, sondern 

etwas völlig anderes. 
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4.4 Herstellung spezifischer PfAQP2 Antikörper 

In keinem der bisherigen Experimente konnte eine Kanalfunktion für PfAQP2 nachgewiesen 

werden. Durch Modifikation der Loops oder Mutationen größerer oder untypischer 

Aminosäuren konnte ebenfalls keine Leitfähigkeit erzeugt werden. Theoretisch besteht die 

Möglichkeit das die Funktion unter physiologischen Bedingungen nichts die eines Kanals ist. 

Für zukünftige Lokalisationsstudien und mögliche biophysiologische Untersuchungen sollen 

deshalb spezifische Antikörper gegen PfAQP2 hergestellt werden 

Hierfür wurden drei Abschnitte der Proteinsequenz ausgewählt (Abbildung 26), gegen die 

spezifische Antiseren hergestellt wurden, um daraus Antikörper zu gewinnen. Insgesamt 

wurden zwei unterschiedliche Peptide für den extrazellulären A-Loop und ein Peptid für den 

C-Terminus des Proteins an Pfeilschwanzkrebs-Hämocyanin (LPH) über ein Cystein gekoppelt 

und anschließend mit jedem Peptid zwei Kaninchen immunisiert.  

 

Abbildung 26: Topologie von PfAQP2 mit den Sequenzen für die Spezifischen Antikörper A-Loop Antikörper 

132-147 (grün), A-Loop Antikörper 268-281 (rot) und C-Terminus Antikörper 589-603 (blau) 

Für zwei der Peptide wurden Sequenzen im A-Loop ausgewählt, da sich dieser sehr 

wahrscheinlich extrazellulär befindet und somit ein gutes Ziel bietet. Die erste Sequenz befindet 

sich zwischen Position 132 bis 147 (YKGNNKSKREVERDDD) welche sich zentral im A-Loop 
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befindet, im Folgenden als Anti A-Loop 132-147 bezeichnet. Die zweite Sequenz im A-Loop 

ist zwischen den Aminosäuren 268 bis 281 (YEVLKNSENKKSS) nah an der Membran gelegen, 

im Folgenden als Anti A-Loop 268-281 bezeichnet. Außerdem wurden die Aminosäuren 590 

bis 603 (IHNNSYNYLLPSVF) des C-Terminus als intrazelluläre Sequenz ausgewählt, im 

Folgenden als Anti C-Terminus 590-603 bezeichnet. 

 

Zunächst wurden die erhaltenen Antiseren getestet, ob sie an das Peptid binden. Dazu wurden 

Dot-Blots angefertigt, bei denen PVDF-Membranen mit 10 ng und 1 µg des jeweiligen Peptids, 

durch pipettieren einer verdünnten Lösung, beladen wurden. Bei Inkubation der Membranen 

mit dem jeweiligen Serum, bzw. Serum, das vor der Immunisierung entnommen wurde (Prä-

Serum), ergibt sich nach Entwicklung, das in Abbildung 27 gezeigt Bild. Die Dot-Blots mit 

beiden Anti-A-Loop Seren und das Anti-C-Terminus Serum, zeigen, das alle Seren kleine 

Mengen bis 10 ng Peptid erkennen.  

 

 

Abbildung 27: Die Dot-Blots der ungereinigten Antiseren von Kaninchen 27096 und 27098 (Anti-A-loop 268-

281), Kaninchen 27097 und 27099 (Anti-C-Terminus590-603), Kaninchen 28660 und 28661 (Anti-A-Loop 132-

147) und der Prä-Immunseren der jeweiligen Kaninchen. 

Die als Negativkontrolle funktionierenden Prä-Seren zeigen keine Peptidbindung. Dadurch 

konnte im Vorfeld der Reinigung aus allen erhaltenen Seren jene ausgewählt werden, die das 

Antigen binden. Aus den Seren der Kaninchen 27096, 27099 und 28661 wurden dann 
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Antikörper mit Hilfe des SulfoLink® Kits der Firma ThermoFisher affinitätschromatographisch 

gewonnen wurden. Dazu wird durch Kopplung des Immunisierungspeptids an die Säulenmatrix 

eine antikörperspezifische Bindungsstelle geschaffen. Bei Zugabe des Serums werden die 

Antikörper dann gebunden und anschließend durch einen pH-Sprung wieder vom Peptid gelöst.  

 

 

Abbildung 28: Die sieben Elutionsfraktionen des anti-A-Loop-Antikörpers 268-281 im Dot-Blot aus Kaninchen 

27096. 

In Abbildung 28 sind die sieben Fraktionen, die bei einer der Elutionen gesammelt wurden, zur 

Entwicklung eines Dot-Blot eingesetzt, zu sehen. Es wurden wieder zwei Peptidmengen, 1 µg 

und 10 ng, verwendet, um die Empfindlichkeit abzuschätzen. Es ist deutlich zu sehen, dass in 

Fraktionen 1 bis 4 die beste Peptiddetektion vorliegt. Deshalb wurden die Fraktionen 1 bis 4 

vereinigt und weiter aufgearbeitet. Für die restlichen Antikörper wurden ebenfalls die 

Fraktionen 1 bis 4 vereint. Die weitere Aufarbeitung für alle Antikörper beinhaltet die Dialyse 

gegen PBS und anschließende Konzentrierung mittels Amicon Zentrifugenröhrchen. Am Ende 

wurde eine Konzentration von 0,5 bis 1 mg mL−1 Protein in PBS und mindestens 50 % Glycerol 

eingestellt. 

Die Testung der gewonnen Antikörper erfolgte sowohl am Protein aus der Hefe (4.4) und am 

zellfrei hergestellten Protein (4.2). 

 

4.5 Testung der PfAQP2 Antikörper 

Um zu prüfen, wie gut die spezifischen Antikörper an PfAQP2 binden, wurden Western-Blots 

mit zellfrei in Brij® 78 hergestelltem PfAQP2 (wt), PfAQP2 mit deletiertem D-Loop (∆D) und 

PfAQP2, bei dem sowohl A, als auch D-Loop (∆A∆D) entfernt wurden, angefertigt. Dabei war 

es wichtig unterschiedliche Varianten zu testen, da die Erkennungssequenz für einen der beiden 

A-Loop Antikörper 268-281 direkt über der Transmembranspanne 2 lokalisiert und deshalb 

eventuell schlecht zugänglich ist. Bei der A-Loop defizienten Mutante bleibt das Epitop, das 
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vom A-Loop-Antikörper 268-281 erkannt wird, komplett erhalten, wodurch ggf. eine bessere 

Bindung erfolgt. 

 

Die Deletion des D-Loops ist an dieser Stelle deshalb vorteilhaft, da hierdurch bei 

Fragmentierung des Proteins, welche bei der Expression in der Hefe (4.4) und beim 

Detergenzienscreen (4.2.1) schon beobachtet wurde, Rückschlüsse auf Art und Größe der 

Fragmente gezogen werden können. Deshalb wurden die Proteine nach der Herstellung nicht 

einer Ni2+-NTA-Affinitätsreinigung unterzogen, um zu verhindern, dass Teile des Proteins 

hierbei entfernt werden und dann nicht mehr zu detektieren sind. 

 

Abbildung 29: Es wurden drei Konstrukte mit N-terminalem His-tag zellfrei hergestellt. PfAQP2 (wt) Mw 71 kDa, 

PfAQP2 ohne D-Loop (∆D) Mw 65 kDa und PfAQP2 ohne A- und D-Loop (∆A∆D) Mw 43 kDa. Links sind die 

Proteine mit dem Anti-A-Loop Antikörper 268-281 markiert, rechts mit dem Anti-C-Terminus Antikörper 590-

603. Belichtungszeit: 10 Sekunden 

Der A-Loop Antikörper liefert für wt und ∆D ein starkes Signal bei 42 kDa und ein sehr 

schwaches bei 71 kDa bzw. 63 kDa bei ∆D (Abbildung 29). Bei ∆A∆D ist eine schwache Bande 

bei 42 kDa. Interessanter Weise hat die Doppeldeletions-Mutante ein berechnetes 

Molekulargewicht von 43 kDa, was darauf schließen lässt, dass es sich bei der 42 kDa 

höchstwahrscheinlich um das weitestgehend intakte, verkürzte Protein handelt. Außerdem ist 

eine weitere starke Bande bei 20 kDa für ∆A∆D zu sehen. Der Unterschied zwischen beiden 

Fragmenten beträgt 25 kDa und ist damit genauso groß, wie der Unterschied der beiden 

Fragmente 71 kDa und 42 kDa bei wt und ∆D. Das Wildtyp PfAQP2 wird vom C-terminalen 
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Antikörper in voller Größe bei 71 kDa detektiert. Dabei finden sich drei weitere schwache 

Banden bei 62 kDa, 42 kDa und 20 kDa. Die D-Loop deletierte Mutante liefert das gleiche 

Muster, lediglich 6 kDa kleiner. Bei diesem Antikörper sind zwei Banden zu sehen, die etwa 

die gleiche Größe besitzen, wie bei der entsprechenden Probe mit dem Anti-A-Loop Antikörper 

(42 kDa und 20 kDa).  

Der Umstand, dass der C-terminale Antikörper 590-603 überwiegend intaktes Protein detektiert 

und Fragmente lediglich in geringen Mengen unterstützt die Vermutung, dass der A-Loop 

Antikörper sein Epitop nur schwer erreicht. Bei der Fragmentierung wird dieses zugänglich, 

wodurch die hohe Intensität der Bande zu erklären ist. Außerdem wird die Bindung auch durch 

die Deletion des A-Loops wenigstens teilweise erleichtert.  

 

Abbildung 30: Western-Blot von zellfrei hergestelltem PfAQP2. Es wurden 3 Membranteile mit einem der drei 

verschiedenen Antikörper inkubiert. Anschließend zur Auswertung wieder nebeneinander gelegt. Belichtungszeit 

20 Sekunden 

In einem weiteren Experiment wurde der dritte Antikörper gegen PfAQP2 zusammen mit den 

zuvor in Abbildung 29 gezeigten Antikörper gegen zellfrei hergestelltes PfAQP2 getestet. Der 
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Hintergedanke zu dem dritten Antikörper war, dass dieser eine andere Sequenz innerhalb des 

A-Loops bindet, welche besser oder anders zugänglich für den Antikörper ist. Die Sequenz ist 

sehr zentral im A-Loop gelegen. Abbildung 30 zeigt den entstandenen Western-Blot. Hier sind 

die beiden Antikörper rabbit anti-A-Loop 268-281 und rabbit anti-590-603 C-Term jeweils mit 

nur einer Bande bei 42 kDa und 70 kDa zu sehen.  

 

Der rabbit anti-A-Loop 132-147 Antikörper zeigt definitiv eine Bande bei 70 kDa, die dem 

C-Terminus Antikörper analog dem vollständigen Protein entspricht. Die Bande des A-Loop 

Antikörpers 268-281 bei 42 kDa ist auch bereits aus Abbildung 29 bekannt und entspricht einem 

Fragment des Proteins. Der A-Loop 132-147 Antikörper markiert deutlich mehr Fragmente in 

einem Bereich zwischen 42 kDa und 70 kDa. Dies zeigt zum einem, dass im Gegensatz zu den 

beiden anderen Antikörpern Fragment 70 und 42 kDa ähnlich gut detektiert werden, zudem 

aber auch eine unzählbare Anzahl von Fragmenten dazwischen. Dies könnte darauf hindeuten, 

dass die Fragmentierung im Bereich des A-Loops deutlich größer und vielseitiger ist, als die 

anderen Antikörper bisher detektieren konnten. Dies lässt die interessante Möglichkeit zu, dass 

sich der Antikörper für eine Anwendung im Biologischen System gut eignet, wenn die 

Fragmentierung vielleicht sogar Bestandteil der natürlichen Umgebung ist. 

Da der Expressionszustand des Proteins in der Hefe unklar ist, sollte mit Hilfe der aus 

Kaninchen gewonnenen, spezifischen Antikörper untersucht werden, ob tatsächlich die 

Detektion das Problem ist. Abbildung 31 ist der entwickelte Immuno-Western-Blot nach 

SDS-PAGE zu sehen. Ein Zelllysat aus mit dem Leervektor transformierte Hefezellen (-) liefert 

im Western-Blot kein Signal. 
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Abbildung 31: Western-Blot von Wildtyp PfAQP2 mit C-terminalem His-tag aus der Hefe mit dem 

Anti-C-Terminus Antikörper 589-603 entwickelt. Mw PfAQP2 71 kDa. Belichtet wurde für 5 Minuten. 

Demnach sind die Banden bei PfAQP2 als spezifisch und dem PfAQP2 zugehörend 

einzuordnen. Anhand des verwendeten Größenmarkers lässt sich eine Bande bei ca. 70 kDa 

ausmachen. Diese entspricht der theoretischen Größe von PfAQP2. Es gibt weitere Banden bei 

42 kDa, 36 kDa und 20 kDa, die möglichen Fragmente darstellen können, was wiederum auf 

eine mögliche Instabilität oder Abbau durch Proteasen des Proteins hinweist.  
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5. Diskussion 

In dieser Arbeit wurde die Funktion des putativen P. falciparum Aquaporin 2 hinsichtlich der 

Funktion als Kanalprotein für Wasser, Glycerol, Formiat und Laktat untersucht. Hierbei wurden 

zwei unterschiedliche Expressionssysteme, Protoplasten, die aus der Bäckerhefe 

Saccharomyces cerevisiae durch das Entfernen der Zellwand hergestellt wurden und das 

continuous exchange cell free (CECF) System, genutzt. Für das Wildtyp PfAQP2 konnte weder 

mit dem Hefeassay, noch mit dem zellfrei hergestellten Protein eine Wasserleitfähigkeit 

beobachtet werden. Eine Leitfähigkeit für Glycerol, Formiat und Laktat konnte ebenfalls nicht 

in Hefe nachgewiesen werden. Bei einer Ansäuerung des Extrazellulärraums tritt ebenfalls 

keine Veränderung der Wasserleitfähigkeit auf. Es wurden zwei Aminosäuren des Proteins 

durch Mutation der kodierenden DNA verändert, um ihren Einfluss bei der Leitfähigkeit zu 

beleuchten. Außerdem wurden zwei strukturelle Modifikationen durchgeführt, indem die Loops 

A und D entfernt wurden. Hierbei sollte untersucht werden, welche Rolle diese bei einer 

möglichen Funktion spielen. Durch verkürzen der Loops konnte jedoch keine Leitfähigkeit für 

Wasser hervorgerufen werden. Die beiden Mutationen F477R und Y454A bewirken ebenfalls 

keine Leitfähigkeit für Wasser. 

Zusätzlich konnten drei verschiedene Antikörper aus Antiseren, die im Auftrag von der Firma 

BioGenes in Berlin durch Immunisierung von Kaninchen hergestellt wurden, isoliert, gereinigt 

und ihr Bindeverhalten für zukünftige Untersuchungen erfolgreich charakterisiert werden. 

 

5.1 Expression und Western-Blot Analyse 

Im Rahmen der Arbeit konnte gezeigt werden, dass das PfAQP2, ähnlich wie PfAQP1, wenn 

es durch S. cerevisiae hergestellt wird, schwer durch klassische Epitope, wie einen 

Hämagglutinin-Rest, zu detektieren ist. Bei der zellfreien Herstellung hingegen ist eine 

Detektion des His-tags mit dem gegen 5x Histidin gerichteten Antikörper möglich. Dadurch 

konnte erstmals eindeutig gezeigt werden, dass das Protein hergestellt wird. Jedoch sind dabei 

einige deutliche Fragmente aufgetreten. Durch spezifische PfAQP2 Antikörper konnte auch das 

zellulär hergestellte Protein aus der Hefe detektiert werden. Die Fragmente, die bei der 

zellfreien Herstellung entstanden sind, waren hier ebenfalls zu finden. Bei der 

Charakterisierung der spezifischen Antikörper konnte anhand der zellfrei hergestellten 

Konstrukte, PfAQP2, PfAQP2∆D und PfAQP2∆A∆D, ein wiederkehrendes 

Fragmentierungsmuster beobachtet werden. Außerdem wurde deutlich, dass der A-Loop 

Antikörper 268-281 beim Wildtyp zum einen das intakte Protein bei 71 kDa nur schwach, ein 
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etwa 42 kDa großes Fragment sehr stark und ein weiteres 20 kDa Fragment detektiert.  Auffällig 

hierbei ist, dass der C-Terminus Antikörper ebenfalls bei 71 und 42 kDa Signale liefert. 

Allerdings sind die Intensitätsverhältnisse genau umgekehrt. Dies erscheint auf den ersten Blick 

eigenartig. Das ∆D-PfAQP2 liefert praktisch das gleiche Muster für beide Antikörper, lediglich 

um etwa 10 kDa kleiner. Das 20 kDa Fragment ist bei allen Proteinen und Antikörpern gleich 

und deutet darauf hin, dass der C-terminus bis etwa 20 kDa Größe erhalten bleibt und etwa 20 

kDa rund um den A-Loop, wobei es schwierig ist hier genaue Grenzen zu ziehen. Sobald jedoch 

beide großen Loops (A und D) entfernt sind, bleiben unabhängig vom verwendeten Antikörper 

noch genau zwei detektierbare Fragmente übrig. Eins bei 42 kDa, welches dem intakten Protein 

PfAQP2∆A∆D entspricht und ein Fragment bei 20 kDa, dass der Hälfte des Proteins entspricht. 

Dieses Muster deutet darauf hin, dass zwei Hälften mit jeweils einem der beiden 

Erkennungssequenzen entstehen. Dafür spricht auch, dass ein Fragment mit beiden 

Erkennungssequenzen mindestens 33 kDa groß sein müsste, welches im Western-Blot nicht zu 

sehen ist.  

 

Tabelle 9: Fragmente der Antikörpercharakterisierung an zellfrei hergestelltem PfAQP2 (Brij® 78) und den 

modifizierten Varianten PfAQP2∆D und PfAQP2∆A∆D. Die Größen der Fragmente wurden aus Abbildung 29 

mit dem PeqGold III Proteinmarker am Lumi-Imager™ bestimmt. 

Anti A-Loop Antikörper Anti C-Terminus Antikörper 

PfAQP2 PfAQP2∆D PfAQP2∆A∆D PfAQP2 PfAQP2∆D PfAQP2∆A∆D 

72 kDa   72 kDa 67 kDa  

 62 kDa  62 kDa 55 kDa  

43 kDa 43 kDa 44 kDa 41 kDa  43 kDa 
    35 kDa  

  21 kDa 21 kDa  20 kDa 

 

Die Fragmentierung in der Hefe liefert mit dem C-Terminus Antikörper ein vergleichbares 

Muster für den Wildtyp von PfAQP2 (70 kDa und 42 kDa). Somit gibt es bezüglich der 

Stabilität des hergestellten Proteins keinen nennenswerten Unterschied zwischen beiden 

Systemen. Tatsächlich könnte die Instabilität in beiden Systemen darauf hindeuten, dass etwas 

systemunspezifisches, wie die Struktur des Proteins selbst oder die Abwesenheit eines 

Interaktionspartners hierfür verantwortlich ist. Studien an pflanzlichen Plasmamembrane 

Integral Proteins (PIPs) haben gezeigt, dass diese untereinander interagieren, um ihre Wirkung 

zu entfalten. So konnte mittels Förster-Resonanzenergietransfer (FRET) nachgewiesen werden, 

dass PIPs aus der Maispflanze gegenseitig in ihrer Lokalisation beeinflussen [103]. Kürzlich 
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haben Studien an Arabidopsis und Nicotiana außerdem gezeigt, dass PIPs eine zentrale Rolle 

in der Regulierung und Rekrutierung anderer Aquaporine und Transporter spielen [104]. 

Ebenfalls bedeutet eine Fragmentierung im Modellorganismus nicht automatisch, dass 

physiologisch kein intaktes Protein vorliegen kann. Es wäre natürlich denkbar, dass eine 

Fragmentierung Teil der Funktion ist und die Fragmente jeweils unterschiedliche Aufgaben 

haben. Außerdem konnte gezeigt werden, dass die Wahl des Detergens im zellfreien System 

einen großen Einfluss hat. Hierbei wurde beobachtet, dass bei der Nickel-NTA-

Affinitätsreinigung von zellfrei hergestelltem Wildtyp PfAQP2 bei der Verwendung von 

LDAO anstelle von Brij® 78 eine deutliche geringere Fragmentierung stattfindet. Es wäre 

deshalb auch möglich, dass das Protein im Parasiten besonders stabilisiert wird, z.B. durch 

einen Interaktionspartner. Letztendlich gibt es bisher keine physiologischen Expressionsdaten 

auf Proteinebene, was bedeutet, dass die mRNA zwar hergestellt und nachgewiesen werden 

kann [100, 105, 106], aber nicht bekannt ist, ob diese überhaupt vom Parasiten in ein Protein 

übersetzt wird [107, 108]. 

 

5.2 Untersuchung der Leitfähigkeit von PfAQP2 

Strukturell werden drei Klassen von Aquaporinen unterschieden: orthodoxe Aquaporine, 

Aquaglyceroporine und sogenannte unorthodoxe Aquaporine. Da jedoch die Struktur in der 

Regel auch die Funktion bedingt, kann den Klassen auch eine mehr oder weniger typische 

Funktionen zugeordnet werden. Orthodoxe Aquaporine sind spezialisierte Wasserkanäle, die 

den Wasserfluss durch die Membran regulieren. Zu ihnen gehören zum Beispiel die 

Säugetier-Aquaporine 0,1,2,4 und 5 [109] sowie das bakterielle AQPZ und das Archaeen 

AQPM [110]. Aquaglyceroporine hingegen leiten typischerweise nur im geringen Maße 

Wasser, da sie auf die Passage größerer ungeladener Solute wie Glycerol spezialisiert sind. 

Hierunter fallen auch Moleküle wie Ammonium und Harnstoff, ungeladene Monocarboxylate 

[79], Carbamate und Purine [78, 111]. Unorthodoxe Aquaporine sind die bis heute am 

wenigsten untersuchten und verstandenen Vertreter der MIP. Zu ihnen gehören die humanen 

Aquaporine 11 und 12 [112]. Bisher liegen nur wenige Funktionsdaten vor, jedoch deuten die 

wenigen die es gibt auf eine den orthodoxen Aquaporinen ähnliche Wasserleitfähigkeit für 

AQP11 hin [82]. Im Hinblick auf die physiologische Bedeutung gibt es jedoch einen 

entscheidenden Punkt. Alle bisher untersuchten unorthodoxen Aquaporine werden intrazellulär 

exprimiert [113–115]. Das macht sie zu potenziellen Kandidaten, die einen maßgeblichen 

Einfluss auf den intrazellulären Wasser- und Solutstrom haben. 
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Auf experimenteller Seite konnte für PfAQP2 in Hefeprotoplasten keine Leitfähigkeit von 

Wasser und Glycerol beobachtet werden. Bei der Messung mit Formiat und Laktat als Osmolyt 

bei unterschiedlichen pH-Werten konnte auch ausgeschlossen werden, dass ähnlich wie beim 

AQP9, ungeladene Monocarboxylate das Protein als Kanal durch die Membran nutzen können. 

Hierbei konnte auch kein Einfluss eines sauren pH-Wertes auf die Pore beobachtet werden, 

wodurch ein pH abhängiges gating unwahrscheinlich ist. Es besteht jedoch auch die 

Möglichkeit, dass PfAQP2 gar nicht oder nur in geringer Menge in die Plasmamembran 

gelangt. Als Membranprotein, wird es zwar direkt in die Membran des endoplasmatischen 

Retikulums exprimiert, das Hauptproblem hierbei ist jedoch, dass das PfAQP2 von dort nicht 

in die Zellmembran transportiert werden könnte. Dadurch würde PfAQP2 falsch als 

nichtleitend wahrgenommen werden, weil kein Wasser-Ein- oder Ausstrom zu beobachten 

wäre. Die Lokalisation innerhalb der Hefe könnte sich gut experimentell durch 

Fluoreszenzmikroskopie mit einem der A-Loop Antikörper oder durch ein GFP-Fusionsprotein 

nachweisen lassen. Die Lokalisation konnte im Rahmen der Arbeit nicht untersucht werden. 

PfAQP2 wurde alternativ zellfrei herstellt und gereinigt. Danach wurde das Protein in 

Liposomen rekonstituiert und die Leitfähigkeit für Wasser anhand des gleichen 

Schwellungsassays, der auch für die Hefen verwendet wurde, untersucht. Dabei wurde kein 

Unterschied zwischen PfAQP2 enthaltenden Proteoliposomen und leeren Liposomen 

festgestellt. Die erfolgreiche Rekonstitution des Proteins wurde mittels 

Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation kontrolliert und bestätigt (4.3). Dies zeigt, dass das 

Wildtyp PfAQP2 keine Leitfähigkeit für Wasser besitzt. Andere Substrate konnten jedoch 

durch den hohen Aufwand bei der Herstellung von Proteoliposomen nicht getestet werden. Der 

letztendliche Nachweis, ob PfAQP2 keines der Substrate leitet und vielleicht eine andere 

Funktion, wie Protein-Protein-Interaktionen, übernehmen könnte, steht noch aus. 

5.3 Struktur von PfAQP2 

Aufgrund der geringen Sequenzähnlichkeit zu bekannten Aquaporinen ist es extrem schwierig 

zuverlässige Prognosen über die Struktur des PfAQP2 zu machen. Die Kernregionen enthalten 

konservierte Sequenzen, wie das N-terminal gelegene NPA und das leicht modifizierte NPM 

auf C-terminaler Seite. Die Sequenz LLGAH direkt vor dem ersten NPA weist eine hohe 

Ähnlichkeit zum ISGGH auf, welches als charakteristisch für klassische Aquaporine, also 

orthodoxe und Aquaglyceroporine, gilt [110]. Eine Aminosäure fällt jedoch sofort auf, die für 

klassische Aquaporine untypisch ist. Das Arginin 477 der ar/R-Filterregion, direkt C-terminal 

zum NPM, ist hier ein Phenylalanin. Durch diese Veränderung verschwindet eine permanente 
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positive Ladung und eine Möglichkeit Wasserstoffbrücken auszubilden, wodurch die 

Umgebung deutlich lipophiler wird. 

Die Kernregion von PfAQP2 ist in einigen Bereichen den restlichen MIP bis zu einem gewissen 

Grad ähnlich, da sowohl die charakteristischen NPA/NPM Motive der Aquaporine sowie einige 

weitere hoch konservierte Aminosäuren wie Glutaminsäure 51, Glutamin 331, Glycin 334, 

Glutaminsäure 391 und Prolin 529 erhalten sind. Allerdings beträgt die Identität insgesamt 

weniger als 10 %. 

Den größten Unterschied zu anderen Aquaporinen macht der große A-Loop von 210 

Aminosäuren (ungefähr 35 % des Proteins), sowie der mit etwa 60 Aminosäuren 

vergleichsweise lange D-Loop aus. Zudem verfügt das PfAQP2 über einen 45 Aminosäuren 

N-Terminus und einen 63 Aminosäuren C-Terminus. Zusammen befinden sich somit etwa zwei 

Drittel des Proteins in den Termini und Loops. Die geringe Ähnlichkeit von PfAQP2 zu anderen 

AQPs und der hohe Freiheitsgrad, mit dem sich die großen Loops und Termini ausrichten 

können, gestalten das Erstellen eines präzisen Modells schwierig. Trotzdem wurde im 

folgenden Abschnitt durch Anpassung der Primärstruktur ein möglichst genaues Modell des 

Proteins auf Grundlage bekannter Proteinstrukturen erstellt. 

Durch Reduktion des Proteins auf die Transmembranregionen, durch das Entfernen der beiden 

Loops A und D, sowie Kürzen der N- und C-Termini, wodurch die Identität der Sequenzen auf 

etwa 20 % gesteigert werden konnte, war es möglich Modelle der Porenregion des Proteins zu 

erstellen. Dabei wurde auf bereits bekannte Kristallstrukturen zurückgegriffen und anhand 

typischer Vertreter der orthodoxen Aquaporine, AQPM (PDB 2f2b), AQP1 (PDB 1j4n), AQP5 

(PDB 3d9s) und Aquaglyceroporine EcGlpF (PDB 1fx8) und PfAQP1 (PDB 3c02), 

Strukturmodelle erstellt. Hierzu wurde mit Hilfe von SwissModel ein Sequanzalignment 

durchgeführt und die oben genannten Kristallstrukturen zur Modellierung ausgewählt. Die 

QMEAN-Werte, welche einen Näherungswert für die Qualität der Strukturmodelle darstellen 

[116], lagen zwischen −8 bis −10. QMEAN-Werte von etwa Null zeigen eine gute Qualität des 

Modells an, ab −4 ist die Qualität als schlecht einzustufen. Mit Werten die deutlich darunter 

liegen muss jede Annahme auf Basis der Modelle kritisch betrachtet werden. Vor allem aber 

war die Wahl der Referenz-Struktur dahingehend schwierig, da die Unterschiede zwischen den 

einzelnen Modellen im Bereich der Pore nicht besonders groß gewesen sind und diese 

Kristallstrukturen immer nur eine Momentaufnahme darstellen.  

Im Folgenden wird die Filterregion ar/R basierend auf den erstellten Modellen dargestellt und 

der Einfluss des Phenylalanin an Position 477 beleuchtet (Abbildung 32, A, B). Es ist zu sehen, 

dass Phenylalanin im Modell, im Vergleich zu EcGlpF, nicht zu einer Verringerung des 



Diskussion 

82 

Porendurchmessers führt. Allerdings ist diese Engstelle durch viele lipophile Aminosäuren 

gekennzeichnet (Abbildung 32, B). Somit ist ein Threonin an Position 471 die einzige 

hydrophile Aminosäure im Filter und die einzige Möglichkeit für Substrate Wasserstoffbrücken 

auszubilden. Im Vergleich dazu sind beim EcGlpF vier Aminosäure dazu in der Lage. Durch 

den Umstand ist die hydrophobe Barriere möglicherweise zu groß, als dass Wasser diese 

passieren kann. Dafür würde sprechen, dass Anhand von Mutationen an EcGlpF gezeigt werden 

konnte, das eine hydrophobere Umgebung, selbst mit größerem Porendurchmesser, zu 

schlechterer Wasserleitfähigkeit führt [117]. 

 

 

Abbildung 32: Aromatische Arginin Filterregion am Poreneingang von Aquaglyceroporinen A) E. coli GlpF 

(PDB 1fx8). B) PfAQP2 (Modell) wurde erstellt nachdem N- und C-Terminus gekürzt, sowie die Loops A und D 

auf ein Minimum reduziert wurden. Das konservierte Arginin 477 ist hier ein Phenylalanin. C und D stellen zwei 

mögliche F477R Mutanten da. 

Abbildung 32 C und D stellen zwei möglich Veränderungen der ar/R-Region dar, die denkbar 

sind, wenn Phenylalanin 477 zu Arginin mutiert wird, um das konservierte Layout des Filters 

nachzubilden. So könnte wie in D gezeigt das Arginin an dieselbe Stelle treten und die Engstelle 
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komplett verstopfen. Der Unterschied zwischen C und D liegt darin, dass in C die Sequenz der 

Mutante erneut mit SwissModel einem alignment unterzogen wurde und ein neues Model 

berechnet wurde. Die Veränderung die durch den Austausch einer aromatischen zu einer 

permanent positiv geladenen Aminosäure auftreten, dürften sich auch auf die umgebenden 

Aminosäuren auswirken, sodass das Arginin möglicherweise nicht wie in D in die Pore ragt, 

sondern angezogen von Wasserstoffbrückenakzeptoren gegebenenfalls wie in C angedeutet 

nach oben orientiert und die Pore somit frei gibt, was der Orientierung in klassischen 

Aquaporinen entspricht. Experimentell wurde dies in dieser Arbeit untersucht, indem die 

F477R Mutation am A und D Loop reduzierten PfAQP2 durchgeführt wurde. Bei einer 

Leitfähigkeitsmessung in Hefeprotoplasten konnte für dieses Protein jedoch ebenfalls kein 

Unterschied zur Kontrolle festgestellt werden.  

Eine weitere Engstelle im Kanal von Aquaporinen befindet sich auf der intrazellulären Seite 

der NPA/NPM Motive. In der Kristallstruktur von EcGlpF (PDB 1fx8) sind die Aminosäuren 

Valin 52, Leucin 67, Asparagin 68, Leucin 159 und Isoleucin 186 an der Ausbildung der Pore 

beteiligt. In Abbildung 33 sind diese zusammen mit den Aminosäuren aus dem Modell von 

PfAQP2 dargestellt. Hierbei fällt direkt Tyrosin 454 auf (Wildtyp PfAQP2 in türkis). Zum einen 

befindet sich im EcGlpF an dieser Stelle keine Aminosäure, zum anderen ist die Seitenkette tief 

in die Kanalpore gerichtet. Hierdurch würde zum einen der Durchmesser der Pore verringert 

werden. Der Abstand der Hydroxyl-Gruppe und dem Asparagin 304 beträgt im Modell etwa 

3,5 bis 4,0 Å wodurch eine schwache elektrostatische Anziehung zwischen beiden vorliegen 

könnte [118], die möglicherweise zu einer Behinderung der Passage von Wasser oder Glycerol 

führt, da Asparagin 304 als Wasserstoffbrücken-Donator sowohl für den Solut-Transport, als 

auch den Ausschluss von Kationen, essentiell und ist deswegen in fast allen Aquaporinen 

konserviert. 
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Abbildung 33: Innere Konstriktion direkt unterhalb der beiden NPA/NPM Motive. Zu sehen sind die Aminosäuren 

aus der Kristallstruktur von EcGlpF (grün; PDB 1fx8) und die Aminosäuren aus den Modellen von PfAQP2∆A∆D 

(türkis) und der PfAQP2∆A∆D-Y454A Mutante (lila). 

Experimentell wurde diese Frage durch Punktmutation von Tyrosin 454 zu einem Alanin 

adressiert (Abbildung 33, lila). Dadurch verändert sich das Aussehen der Pore in diesem 

Abschnitt dahingehend, dass der Durchmesser deutlich vergrößert wird und die elektrostatische 

Wechselwirkung zwischen Tyrosin 454 und Asparagin 304 wegfällt. Durch Expression der 

mutierten Proteine in S. cerevisiae konnte im Schwellungsassay mit der Stopped-flow 

Apparatur keine Leitfähigkeit beobachtet werden. 

Entweder führen beide Punktmutationen ebenfalls zu einer versperrten Pore oder der Austausch 

zu Phenylalanin und das Auftreten eines Tyrosins sind nicht entscheidend bzw. nur Teile einer 

komplexeren strukturellen Veränderung.  

5.4 Regulierung von PfAQP2 

Für viele Aquaporine wie AQP0 von Rindern und Schafen [29, 30, 119], die pflanzlichen PIPs 

[66, 69] und das bakterielle E. coli AQPZ [120] wurden bereits unterschiedliche Mechanismen, 

wie gating, zur Regulierung anhand von Moleküldynamiken und Kristallstrukturen gezeigt. 

Dabei haben Moleküldynamik-Simulationen von AQPZ ergeben, dass das Arginin 189 der 

ar/R-Region nicht starr an einer Stelle steht, sondern zwei verschiedene Konformationen 

einnehmen kann [120]. Dabei wechselt die Seitenkette des Arginins, ähnlich wie in Abbildung 

32 C und D gezeigt zwischen beiden Positionen und kann somit den Fluss von Wasser durch 
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die Pore regulieren. Jiang et al. [24] spekulieren, dass beim AQPZ die Tetramere eine Art 

Stabilisierung der Konformation übernehmen und das durch Protein-Protein Interaktionen die 

Leitfähigkeit beeinflusst werden könnte. Es gibt allerdings keine experimentellen Beweise für 

diese Hypothese. Ein ähnlicher Mechanismus wurde für AQP0 beobachtet. So wurde bei einer 

röntgenkristallographischen Untersuchung von Detergens solubilisierten AQP0-Tetrameren 

eine geöffnete Pore [31] und bei einer elektronenkristallographischen Untersuchung von 

zweischichtigen 2D Kristallen eine geschlossene Pore beobachtet [121]. Beim Vergleich beider 

Strukturen wurde ein Methionin an Position 176 gefunden, welches durch eine 

Konformationsänderung in der Lage ist, die Pore zu verschließen. 

Als weiterer gating-Mechanismus wurde eine vom äußeren pH abhängige Leitfähigkeit für 

AQP0 [67], AQP3 [122] und AQP6 [123] beschrieben. Hierbei spielen zwei Histidine innerhalb 

des extrazellulären A- und C-Loops eine zentrale Rolle. Der A-Loop von PfAQP2 enthält drei 

Histidine, wobei eines direkt an der Membran lokalisiert ist und somit vielleicht einen 

besonders kleinen Abstand zur Pore aufweist, um diese durch Protonierung oder 

Deprotonierung zu beeinflussen. Auch wenn für PfAQP2 ein solcher Mechanismus nicht 

explizit in dieser Arbeit untersucht wurde und keine weiteren Daten dazu vorliegen, wurde bei 

einer Ansäuerung des pH-Wertes keine Änderung in der Leitfähigkeit beobachtet (4.1.3). Es ist 

trotzdem denkbar, dass eine Alkalisierung einen Einfluss auf die Wasserleitfähigkeit haben 

könnte. 

Der D-Loop von pflanzlichen PIPs ist 5 bis 7 Aminosäuren länger als bei anderen Aquaporinen 

und dort am gating beteiligt. Für SoPIP2;1, ein Aquaporin aus Spinacia oleracea, wird 

beschrieben, dass sich der D-Loop intrazellulär vor die Pore legt und somit die Passage von 

Wasser durch die Verengung unterbindet. Ursächlich ist hierfür die Bindung von zweiwertigen 

Kationen wie zum Beispiel Ca2+- oder Cd2+-Ionen, welche über eine Reihe von 

Wasserstoffbrücken konservierter Aminosäuren, die zu einer Konformationsänderung im 

D-Loop führt [28]. 

Für AQP1 [124], AQP2 [125, 126] und AQP4 [127, 128] sind Studien publiziert, die auf eine 

Steuerung der Leitfähigkeit durch Phosphorylierung hindeuten. Ebenso bei AQP5, für das ein 

Protein Kinase A abhängiges trafficking beschrieben wurde [129]. Dabei gibt es sowohl 

Proteine die eine Funktionssteigerung, z.B. SoPIP2;1 [130], als auch eine Verringerung wie bei 

AQP4 [128] nach Phosphorylierung zeigen. 

Innerhalb der Primärstruktur von PfAQP2 finden sich mehrere mögliche 

Phosphorylierungsstellen, darunter eine im Bereich des N-Terminus, zehn im A-Loop, sechs 

im D-Loop und fünf im C-Terminus [131]. Diese Vielzahl von Aminosäuren können durch 
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verschiedene Kinasen phosphoryliert werden und somit zu einer potenziellen Regulierung, 

durch gating oder trafficking, des Proteins beitragen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden einige 

der möglichen Phosphorylierungsstellen mit den Loops A und D zusammen entfernt, wodurch 

allerdings keine Wasserleitfähigkeit erzeugt werden konnte. Zusätzlich konnte kein 

Unterschied zwischen zellfrei hergestelltem Protein und jenem aus der Hefe festgestellt werden. 

Da die Hefe als Eukaryot durchaus in der Lage ist, posttranslationale Modifikationen 

durchzuführen und das zellfreie System ein E. coli basiertes System ist, sollten 

phosphorylierungsbedingte Unterschiede hier im direkten Vergleich sichtbar sein, falls diese 

vorliegen. 

Wenn posttranslationale Modifikationen für die korrekte Funktion des Proteins nötig sind, ist 

es denkbar, dass zellfrei hergestelltes und in Proteoliposomen rekonstituiertes PfAQP2, nicht 

die physiologische Funktion zeigen kann. Außerdem besteht die Möglichkeit, dass mehrere 

komplexe Prozesse innerhalb des Parasiten zusammenspielen könnten und dass dies vom 

Messsystem nicht entsprechend abgebildet werden kann. 

AQP0 ist dafür bekannt mehrere verschiedene Funktionen zu erfüllen. Neben der 

Wasserleitfähigkeit [132, 133] erfüllt es auch eine wichtige Rolle bei der Adhäsion von Zellen 

innerhalb des Gewebes [30, 134–137]. In neueren Studien konnte gezeigt werden, dass AQP0 

mit einem proteolytischen Abbauprodukt von Filensin, einem Filamentprotein, Co-Lokalisiert 

und somit einen Ankerpunkt für Filamente an der Membran bildet [138]. Hierbei konnte auch 

gezeigt werden, dass bei dieser Interaktion eine Veränderung der Wasserleitfähigkeit auftritt. 

AQP4 bildet Aggregate in der Plasmamembran, die als orthogonal arrays of particles (OAPs) 

bezeichnet werden. Dabei handelt es sich um quadratische Gitter von Molekülen, die 1974 

erstmal durch freeze-fracture electron microscopy (FFEM) nachgewiesen wurden [139]. Diese 

sind im Fall von AQP4 aus zwei unterschiedlichen Isoformen, M1 und M23, zusammengesetzt 

und bilden damit die Grundlage für eine Reihe von unterschiedlichen Funktionen. Es wird 

vermutet, dass die Bildung der OAPs einen Einfluss auf die Wasserpermeabilität hat [140, 141] 

und eine Rolle bei der Zell-Zell-Adhäsion spielt [34, 37]. Die unterschiedlichen Fragmente, die 

bei der heterologen Expression von PfAQP2 in verschiedenen Systemen zu beobachten sind, 

könnten darauf hindeuten, dass PfAQP2 seine Funktion in einer oder mehreren der Teilformen 

erfüllt. 

5.5 Ist PfAQP2 ein Aquaporin? 

Die Proteinsequenz von PfAQP2, weist alle charakteristischen Merkmale, die ein Aquaporin 

auszeichnen auf. Ein guter Wasser- und Glycerolkanal, PfAQP1, wird in allen Stadien des 

Lebenszyklus exprimiert [91]. Dies legt die Frage nahe, warum P. falciparum noch einen 
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zusätzlichen Kanal benötigt. Membranproteine stellen immer auch die Gefahr einer Erkennung 

durch das Wirtsimmunsystem für den Parasiten da. Viele Aquaporine dienen als 

Oberflächenantigen, zum Beispiel AQP1 als Träger des Colton und AQP3 von GIL 

Blutgruppenantigenen auf humanen Erythrozyten [142, 143]. Sichtbar wird ein solcher 

Selektionsdruck an einer generellen Reduktion von Membranproteinen in intrazellulär lebenden 

Parasiten [89], da hier die Plasmamembran die Hauptschnittstelle für Interaktionen zwischen 

Parasit und Wirt darstellt. 

In allgemeinen Studien zum Transkriptom von Plasmodium falciparum wurde gezeigt, dass die 

Gensequenz von PfAQP2 vor allem von Gametozyten [100, 105] und von der Oozyste [144] 

exprimiert wird. Weibliche Gametozyten reichern in Vorbereitung auf die sexuelle Vermehrung 

vor allem Proteine die für Proteinherstellung, Stoffwechselproteine, Proteine, die für die 

Interaktion mit dem Wirt wichtig sein könnten an [105]. Es wird jedoch auch beschrieben, das 

weibliche P. berghei Gametozyten in der Lage sind die Translation von mRNA durch 

Verbindung mit messenger Ribonukleotidpartikeln (mRNP) zu unterdrücken und erst zu einem 

späteren Zeitpunkt zu reaktivieren [107, 108]. Es gibt jedoch signifikante Unterschiede in 

Morphologie und Transkriptom zwischen P. berghei und P. falciparum, weswegen diese 

Erkenntnisse nicht einfach übertragbar sind. Eine mögliche Hypothese für die Funktion wäre, 

dass PfAQP2 bei dem hohen osmotischen Stress während des Wirtswechsels und der im 

Verdauungstrakt der Moskitos herrschenden harschen Bedingungen [145] zur osmotischen 

Regulation exprimiert wird. Allerdings müsste dann ein spezieller Aktivierungsmechanismus, 

wie die hormongesteuerte Aktivierung von AQP2 [125] oder die spezielle Interaktion der 

Tetramere von AQPZ die ein Öffnen und Schließen der Pore beeinflusst [24, 120], PfAQP2 für 

Wasser durchlässig machen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Wildtyp PfAQP2 

weder in Hefezellen noch in Proteoliposomen eine Wasserleitfähigkeit besitzt. Bei einem 

Knock-out Experiment wurden 2.578 Gene des Erregers der Malaria bei Ratten, Plasmodium 

berghei, einzeln ausgeschaltet. Dabei wurde die Wachstumsrate phänotypisch beobachtet, um 

Gene zu identifizieren, die für die Entwicklung des Parasiten essenziell sind. Unter den 

untersuchten Genen befand sich auch PBANKA_1427100, ein homologes Gen zu PfAQP2. Im 

Rattenmodell konnte dabei kein Unterschied im Wachstum oder der Viabilität der Parasiten im 

Blutstadium gefunden wurde [146]. Das Problem ist hierbei, das nicht klar ist, ob PfAQP2 

überhaupt eine Funktion im Blutstadium besitzt, weswegen die Daten des Knock-outs vielleicht 

gar nicht Aussagekräfte für die Fragestellung sind.  

 



Diskussion 

88 

Der Name „Aquaporin“ ist ein Artefakt der Entdeckungsgeschichte dieser ubiquitären und 

vielfältigen Klasse von Proteinen. In sämtlichen Genom-Datenbanken werden Gensequenzen 

automatisch, anhand von charakteristischen Merkmalen und Sequenzalignments, eingeordnet 

und einer hypothetischen Proteinfamilie und vielleicht sogar einer putativen Funktion 

zugeordnet. In den meisten Fällen stellt sich bei genauerer Charakterisierung des betroffenen 

Proteins heraus, dass diese Zuordnung gerechtfertigt war, wodurch die automatische 

Kennzeichnung zu einem wichtigen und wertvollen Werkzeug wird. Seit der Entdeckung und 

Charakterisierung der ersten Aquaporine ist diese Proteinfamilie stetig gewachsen, nicht nur 

hinsichtlich der Anzahl verschiedener Sequenzen, sondern auch in Bezug auf die Anzahl 

verschiedener Funktionen. So konnten neben oder an Stelle der Wasserleitfähigkeit, eine 

Funktion als Kanal für verschiedenste Stoffwechsel-Edukte und Produkte, wie Glycerol [147], 

Ammonium, Harnstoff [148–150] und sogar Monocarbonsäuren [79], gezeigt werden. 

Abgesehen von typischen Kanälen sind Aquaporine mittlerweile als Antigen-Träger und 

Struktur-assoziierte Proteine bekannt [142, 143] und die Anzahl der beteiligten physiologischen 

und biologischen Funktionen werden stetig mehr. In dieser Arbeit konnte ein kleiner Teil der 

riesigen Vielfalt an Funktionen untersucht und ausgeschlossen werden. Die in dieser Arbeit 

erhaltenen Ergebnisse stellen die Zuordnung zur Familie der Aquaporine auf die Probe, da keine 

Wasserleitfähigkeit nachgewiesen werden konnte. Aufgrund der Primärstruktur ist PfAQP2 

definitiv ein Aquaporin, auch wenn die Einordnung zu einer der drei Klassen schwierig ist. So 

besitzt es eine den orthodoxen Aquaporinen sehr ähnliche erste NPA-Box. Die zweite NPA-

Box hingegen ähnelt eher den unorthodoxen Aquaporinen und ist durch große aromatische 

Aminosäuren gekennzeichnet (Abbildung 34). Jedoch fehlt das hochkonservierte Cystein der 

unorthodoxen Aquaporine. Es stellt also eine Art Kombination aus beiden Klassen da. Bei 

einem Vergleich der Ähnlichkeit der Aminosäuren ist in Abbildung 35 deutlich zu erkennen, 

dass die orthodoxen Aquaporine, die Aquaglyceroporine und die unorthodoxen Aquaporine in 

gemeinsame Gruppen von strukturell Verwandten Proteinen fallen. Die plasmodialen 

Aquaporine 2 lassen sich jedoch keiner dieser Gruppen zuordnen und korrelieren trotz der 

gemeinsamen Strukturmerkmale nur entfernt mit den übrigen Aquaporinen. 
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Abbildung 34: Sequenzalignments der Zwei NPA-Boxen aller Aquaporine aus Abbildung 35. Von oben nach 

unten: 1. Abschnitt: orthodoxe Aquaporine, 2. Abschnitt: unorthodoxe Aquaporine, 3. Abschnitt 

Aquaglyceroporine; am Ende befinden sich die humanpathogenen Plasmodien, die in keine der oberen Kategorien 

passen. Unterstrichen sind jeweils die zentralen NPA-Sequenzen oder ihre Analoga; C entspricht dem 

charakteristischen Cystein der unorthodoxen Aquaporine, D entspricht dem Asparaginsäure-Rest der 

Aquaglyceroporine 
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Abbildung 35: Phylogenetischer Baum verschiedener Aquaporine. A) orthodoxe Aquaporine, B) unorthodoxe 

Aquaporine und C) Aquaglyceroporine. Die plasmodialen AQP2s fallen hier auf, da sie nur entfernt mit den drei 

Klassen verwand zu sein scheinen. Abbildung erstellt mit MegAlign des DNA-Star Lasergene Softwarepakets. 

In der Vergangenheit wurden auch Proteine, die keine offensichtliche Sequenzähnlichkeit zu 

einem Aquaporin aufweisen, wie das Aquaporin der Fruchtfliege Drosophila melanogaster 

[151] als Aquaporin identifiziert. Dies bedeutet im Umkehrschluss auch, dass Proteine, die auf 

den ersten Blick wie ein Aquaporin aussehen, nicht zwangsläufig auch ein Aquaporin sein 

müssen. Funktionell handelt es sich bei PfAQP2 den Ergebnissen dieser Arbeit nach nicht um 

ein orthodoxes Aquaporin oder Aquaglyceroporin. Die Funktion dieses ungewöhnlichen 

Aquaporins bleibt also weiterhin unklar und muss weiter beleuchtet werden. 
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6.  Ausblick 

Ein wichtiger Punkt, der durch die Ergebnisse dieser Arbeit noch offenbleibt, ist die 

Funktionalität von PfAQP2 im zellfreien System. Da bisher nur die Wasserleitfähigkeit im 

zellfreien System untersucht wurde, muss auch überprüft werden, ob das Protein über eine 

Leitfähigkeit für andere Substrate wie Glycerol, Urea oder Ammoniak verfügt. Für weitere 

Untersuchungen hinsichtlich der Struktur hat sich das zellfreie hergestellte Protein als dem aus 

der Hefe überlegen herausgestellt. Die zellfreie Synthese von PfAQP2 sollte mit LDAO anstelle 

Brij® 78 getestet werden, da ein Detergens-Wechsel zu LDAO während der Reinigung in der 

Lage war das Protein besser zu stabilisieren. Bei ausreichend großer Menge, Stabilität und 

Reinheit wäre sogar eine Kristallisation mit und ohne Loops möglich, was ein stark verbessertes 

Verständnis für dieses besondere Protein zur Folge hätte. Eine klassische Strukturaufklärung 

mittels Röntgenkristallographie ist allgemein für Membranproteine schwierig und wird durch 

die Größe und Komplexität der flexiblen Bereiche des Proteins erheblich erschwert. Eine 

alternative könnte hier die Kryo-Elektronenmikroskopie sein. Da diese nicht auf eine 

Kristallisation des Proteins angewiesen ist, sondern das Protein mit der Matrix zusammen 

eingefroren wird, umgeht man den fehleranfälligen Prozess des Kristallisierens. 

Durch sukzessive Veränderung des Proteins kann Rückschluss auf die strukturellen Ursachen 

für die fehlende Wasserleitfähigkeit des Proteins gemacht werden. Ein möglicher 

Angriffspunkt, der bisher nicht experimentell adressiert wurde, sind die Termini. Diese sind 

bekannt dafür an verschiedenen gating-Mechanismen beteiligt zu sein. Für Proteine der Familie 

der FNTs aus Toxoplasma gondii konnte gezeigt werden, dass eine Verkürzung der Termini 

sowohl zu einer Stabilisierung der Proteine als auch zu einer messbaren Funktion im 

Hefesystem führte [152]. 

Zusätzlich können auch noch weitere Bedingungen wie ein alkalisches Umgebungsmedium 

getestet werden, da in dieser Arbeit nur unter sauren Messbedingungen keine Veränderung der 

Leitfähigkeit beobachtet wurde. Dazu wäre es außerdem hilfreich die Lokalisation in den Hefen 

durch ein GFP-Fusionsprotein oder Markierung mit den spezifischen Antikörpern zu 

untersuchen. Hierfür würden sich Fluoreszenzmikroskopie und fluorescence assisted cell 

sorting (FACS) gut eigenen.  

Hierbei sind vor allem die Phosphorylierungsstellen im D-Loop und in den Termini interessant. 

Sollte jedoch eine intrazelluläre Lokalisation festgestellt werden, so wäre es denkbar, dass auch 

der A-Loop zum Zellinneren zeigt und als Interaktionspartner für eine Vielzahl von Proteinen 

innerhalb der Zelle zur Verfügung steht. 
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Eine generelle Untersuchung des Proteins am oder im Parasiten hätte mehrere Vorteile. Zum 

einen könnte die physiologische Relevanz geklärt werden. Dazu wäre es hilfreich, neben der 

Lokalisation auch das Stadium, in dem das Protein tatsächlich translatiert wird, zu bestimmen. 

Dabei könnte im Parasiten auch eine mögliche Co-Lokalisation von PfAQP1 und PfAQP2 

überprüft werden. Eine weitere spannende Fragestellung ist, welche Funktion PfAQP2 

innerhalb der geschlechtsreifen Gametozyten erfüllt. Ebenso wäre es interessant einen Blick in 

Richtung Protein-Protein-Interaktionen (PPI) zu werfen. 

Ein Doppel-Knock-out von PfAQP1 und PfAQP2 würde die Frage adressieren, in wie weit 

PfAQP2 einen Ersatz für PfAQP1 darstellen kann. Die Frage dabei ist, ob die Parasiten ohne 

beide Proteine überlebensfähig sind.  
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7. Zusammenfassung 

Alle Lebewesen, die wir kennen, sind auf den Austausch von Wasser und Nährstoffen, sowie 

Stoffwechselendprodukten mit ihrer Umgebung angewiesen. Eine Familie von 

Membranproteinen, die für einen großen Teil dieses Austausches verantwortlich sind, umfasst 

die Aquaporine (AQPs) oder auch Major Intrinsic Proteins (MIPs), die in fast allen Lebewesen 

zu finden sind. Mit immer weiter voranschreitenden Genomsequenzierungen werden auch in 

immer mehr Arten unterschiedlichste Vertreter dieser Familie identifiziert. Die meisten sind bis 

heute jedoch kaum untersucht. Dennoch konnten bis heute neben den ursprünglichen Aufgaben 

als Kanalproteine weitere physiologisch wichtige Funktionen identifiziert werden, welche die 

Bedeutung dieser Proteine weiter unterstreicht. Das Plasmodium falciparum Aquaporin 2 

(PfAQP2) vereint dabei in seiner Primärstruktur viele Charakteristika von orthodoxen und 

unorthodoxen Aquaporinen und bringt darüber hinaus eine ungewöhnliche und interessante 

Topologie mit. Darüber hinaus verfügt P. falciparum über ein gut untersuchtes 

Aquaglyceroporin, welches über ein breites, physiologisch sehr relevantes Solutspektrum 

verfügt. Auch wenn nachgewiesen wurde, dass PfAQP1 nicht essentiell ist, kommt die Frage 

auf, warum der Parasit ein ähnliches Protein exprimieren sollte. In dieser Arbeit konnte gezeigt 

werden, dass in einem Hefebasierten Schwellungsassay, der durch Messung der Lichtstreuung 

durchgeführt wurde, keine Leitfähigkeit für Wasser oder Glycerol, die beiden Hauptsolute der 

MIP, von dem PfAQP2 ausgeht. Weiter wurden, aufgrund einer fehlenden dauerhaft positiv 

geladenen Aminosäure im Selektivitärtsfilter (ar/R), bekannte aber als ungewöhnlich 

einzustufende Substrate, mit den Monocarboxylaten Laktat und Formiat getestet. Hierbei 

konnte auch bei einer Veränderung des pH-Wertes keine Leitfähigkeit für Monocarboxylate 

oder Wasser festgestellt werden. An Proteoliposomen aus polaren E. coli Phospholipiden, in 

deren Membran zellfrei hergestelltes PfAQP2 rekonstituiert wurde, konnte ebenfalls keine 

Permeabilität für Wasser beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, dass PfAQP2 mit der 

fehlenden Wasserleitfähigkeit eine der Kerneigenschaften aller Aquaporine, trotz ähnlicher 

Strukturmerkmale, nicht besitzt. Dies wäre im Einklang mit dem breiten Solutspektrum von 

PfAQP1. Weitere Untersuchungen hinsichtlich der Leitfähigkeit im zellfreien System und der 

Strukturaufklärung sind notwendig, um die Funktion dieses Proteins zu entschlüsseln. 
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8. Summary 

All known life forms depend on the exchange of water and nutrients, as well as metabolic end 

products with their environment. A family of membrane proteins responsible for this exchange 

includes the aquaporins (AQPs) or major intrinsic proteins (MIPs) found in almost all life 

forms. As genome sequencing progresses, more and more members of this family are identified 

in more and more species. However, most of them have barely been studied to this day. 

Nevertheless, in addition to the core tasks as channel proteins, further physiologically important 

functions have been identified, which further emphasizes the importance of these proteins. The 

Plasmodium falciparum aquaporin 2 (PfAQP2) combines in its primary structure many 

characteristics of orthodox and unorthodox aquaporins and brings with it an unusual and 

interesting topology. In addition, P. falciparum has a well-studied aquaglyceroporin, which has 

a broad, physiologically relevant spectrum of solutes. Although it has been shown that PfAQP1 

is not essential, the question arises as to why the parasite should express a possibly redundant 

protein. In this work it is shown that in a yeast-based swelling assay, no conductivity for water 

or glycerol, the two main solutes of the MIP, emanates from PfAQP2. Removal auf two distinct 

features, the A and D loops did not remedy this lack of conductivity for water. Further, due to 

a lack of permanently positively charged amino acid in the selectivity filter (ar/R), uncommon 

but known substrates were tested with the monocarboxylates lactate and formate. In this case, 

even with a change in the pH no conductivity for monocarboxylates or water could be found. 

Also, no permeability to water could be observed with protein reconstituted to liposomes of 

polar E. coli phospholipids. This suggests that PfAQP2, with no water conductivity, does lack 

the core property of all aquaporins, despite similar structural features. Further investigations 

are necessary to decipher the function of this protein. 
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