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Vielen Dank. Ich bin sprachlos, ich f�hle mich geehrt.
Es ist der Traum eines jeden Wissenschaftlers, den Nobel-
Vortrag in Stockholm zu halten. Aber ich w$re nicht auf-
richtig, wenn ich Ihnen nicht sagen w�rde, dass es mich ein
wenig nerv&s macht, hier auf diesem Podium zu stehen. Ich
habe einige Male in Schweden vorgetragen, und ich m&chte
Ihnen von einigen Ereignissen im Vorfeld einer Vorlesung
erz$hlen, die ich vor einigen Jahren hier gehalten habe.
Seinerzeit stand ich nach meiner Ankunft auf dem Flughafen
von Arlanda in der Schlange vor der Passkontrolle unmit-
telbar hinter einer Gruppe von Gesch$ftsleuten, wie un-
schwer an ihren Aktentaschen zu erkennen war. Ich h&rte,
wie der erste in der Reihe vom Zollbeamten nach demGrund
seines Aufenthalts in Schweden gefragt wurde. Als der Mann
„Gesch$fte“ angab, zeigte sich der Beamte zufrieden und
stempelte seinen Pass. Nacheinander trat jeder einzeln vor,
jedem wurde die gleiche Frage gestellt, jeder antwortete
„Gesch$fte“, und einer nach dem anderen durfte anstandslos
passieren. Schließlich war ich an der Reihe – mit zerknitterter
Kleidung, nach einer Nacht in der Economy-Klasse einer
SAS-Maschine. Der Beamte fragte mich nach dem Grund
meines Aufenthalts, und ich sagte ihm, ich sei hier, um die
Von-Euler-Vorlesung am Karolinska-Institut zu halten. Er
blickte auf, starrte mich an und fragte: „Sind Sie nerv&s?“
In diesem Moment wurde ich wirklich $ußerst nerv&s, und
ich sagte: „Ja, ich bin ein klein wenig nerv&s.“ Der Beamte
blickte wieder auf: „Nun, das sollten sie auch sein!“
Wenn der Vortragende Ihnen also ein klein wenig nerv&s
vorkommt, dann liegt das an Arlanda.

Einleitung

Ich werde �ber Aquaporin-Wasserkan$le vortragen. Wir
untersuchen diese Proteine schon seit einigen Jahren, und sie
erkl$ren uns, wie Wasser durch biologische Membranen
gelangt. Wasser gilt gemeinhin als das „L&sungsmittel des
Lebens“, weil unser K&rper zu 70% ausWasser besteht. Auch
in allen anderen Wirbeltieren, Weichtieren, Mikroben und
Pflanzen ist Wasser der Hauptbestandteil. Die Verteilung von
Wasser in biologischen Kompartimenten ist von grundlegen-
der Bedeutung f�r Lebensprozesse. Die Aquaporine bilden
das „Wasserleitungssystem“ der Zellen: Sie erkl$ren, wie
unser Gehirn die Gehirn-R�ckenmarks-Fl�ssigkeit sekretiert
und absorbiert, wie die Augenfl�ssigkeit erzeugt wird, wie wir
Tr$nen, Speichel, Schweiß und Gallenfl�ssigkeit ausscheiden
und warum unsere Nieren so wirksam Urin aufkonzentrieren
k&nnen. Diese Proteine spielen in der Physiologie von
S$ugern, aber auch bei Mikroorganismen und Pflanzen eine
fundamentale Rolle.
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Ich m&chte zu Beginn die Wissenschaftler w�rdigen, die
sich lange vor uns mit diesem Thema besch$ftigt haben.
Nachdem man bereits in den 20er Jahren erkannt hatte, dass
eine Lipiddoppelschicht die Plasmamembran von Zellen
bildet, wurde v&llig richtig postuliert, dass Wasser die Mem-
bran durch Diffusion durch die Lipiddoppelschicht leicht
passieren k&nnte. Heute wissen wir, dass die Lipiddoppel-
schicht selbst nur eine begrenzte Permeabilit$t f�r Wasser
hat. Am Transport von Wasser durch Membranen hat eine
Gruppe von Proteinen großen Anteil: die Aquaporine. Ihre
Existenz war schon Jahrzehnte bevor wir begannen, uns mit
dem Thema zu besch$ftigen, vorgeschlagen worden. Maß-
geblich beteiligt an diesen Forschungen waren unter anderem
Arthur K. Solomon in Boston, Alan Finkelstein in New York,
Robert Macey in Berkeley, Gheorghe Benga in Rum$nien,
Guillermo Whittembury in Venezuela und Mario Parisi in
Argentinien. Sie stellten seinerzeit mit biophysikalischen
Methoden fest, dass in bestimmten Zelltypen wie Nierentu-
buli, Speicheldr�sen und roten Blutzellen, die hoch permea-
bel f�r Wasser sind, Wasserkan$le vorkommen m�ssen (siehe
hierzu die Cbersicht von Finkelstein[1]).

Der Unterschied zwischen diffusiver und kanalvermittel-
ter Permeabilit$t f�r Wasser ist leicht ersichtlich: Der Diffu-
sionsprozess ist bidirektional, l$uft mit niedriger Permeation
ab und tritt bei allen Zellmembranen auf. Hingegen sind
Zellmembranen, die Aquaporin-Proteine enthalten, hoch
permeabel f�r Wasser. Die Permeabilit$t ist selektiv, weil
Wasser (H2O) fast widerstandslos die Membranen durch-
quert, w$hrend Hydronium-Ionen (H3O

+) nicht in die Pro-
teine eindringen – und diese Unterscheidung ist lebenswich-
tig. Wie ich sp$ter noch erl$utern werde, reabsorbieren
unsere Nieren 99% des Wassers aus dem Prim$rfiltrat
(Prim$rharn) und bewahren uns damit vor dem Austrocknen.
W�rden unsere Nieren Wasser und S$ure reabsorbieren, so
w$re eine systemische Acidose die Folge.

Der Wasserfluss wird durch osmotische Gradienten ge-
steuert; die Aquaporine sind somit keine Pumpen oder
Austauscher, sondern sie bilden eine Pore, die es dem Wasser
erm&glicht, die Membran schnell zu durchqueren. Die trei-
bende Kraft dabei ist ein Ph$nomen, das wir alle noch aus
dem Schulunterricht kennen: die Osmose. Es gibt noch
weitere Unterschiede zwischen diffusivem und kanalvermit-
teltem Wassertransport. Inhibitoren von einfachen Diffusi-
onsprozessen sind nicht bekannt, dagegen wurden Quecksil-
berverbindungen entdeckt (durch Robert Macey), die den

Wassertransport in roten Blutzellen inhibieren; die Permea-
bilit$t wird aber durch Reduktionsmittel wiederhergestellt.[2]

Diese Beobachtungen legten nahe, dass Wasserkan$le Pro-
teine mit Sulfanylgruppen und charakteristisch niedrigen
Arrhenius-Aktivierungsenergien sind.

Eine Reihe von ausgekl�gelten Ans$tzen wurde entwi-
ckelt, um die Molek�le zu identifizieren, aus denen die
Wasserkan$le aufgebaut sind. Diese Analysen gestalteten
sich $ußerst schwierig, denn Wasser kommt praktisch im
gesamten Organismus vor; es kann auch nicht mit photoak-
tiven Seitenkeiten modifiziert werden. Versuche von Expres-
sionsklonierungen waren nicht erfolgreich. In einigen F$llen
wurden Membranproteine mit isotopen Quecksilberverbin-
dungen markiert, so der Anionenaustauscher (Band-3-Prote-
in) durch Solomon und die Band-4.5-Proteine durch Benga.
Allerdings konnte keines dieser Proteine isoliert und rekon-
stituiert werden, und es wurde auch kein Wassertransport
nachgewiesen (siehe Cbersicht in Lit. [3]).

Die Entdeckung von AQP1

Die Forschungen hatten einen toten Punkt erreicht, als
wir – mit einer geh&rigen Portion Gl�ck – das Protein
entdeckten, das die Frage nach der Existenz von Wasserka-
n$len beantworten sollte. Als ich k�rzlich in den Notizheften
bl$tterte, in denen wir damals die ersten Studien vermerkten,
die auf die Existenz eines solchen Proteins hinwiesen, stieß
ich auf eine Autoradiogramm, das mein erster Laborassistent
Andy Asimos angefertigt hatte. Ich war seinerzeit H$mato-
loge, und wir untersuchten die Rhesus(Rh)-Blutgruppenan-
tigene. Wir versuchten, in Kaninchen Antik&rper f�r das
denaturierte teilgereinigte Rh-Polypeptid zu z�chten. Die
Kaninchen produzierten kr$ftig Antik&rper, die mit einem
Polypeptid von ungef$hr 30 kDa und mehreren h&heren
Oligomeren und glycosylierten Proteinen reagierten. Vor
lauter Freude �ber diese Ergebnisse war uns aber zun$chst
entgangen, dass unser Antik&rper gar nicht mit dem Rh-
Kernpolypeptid (bei 32 kDa) reagierte, das wir durch Natri-
umdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) eindeutig nachweisen konnten, sondern mit einem
Polypeptid von 28 kDa, das wir f$lschlicherweise f�r ein
Abbauprodukt des gr&ßeren Rh-Polypeptids hielten. Tat-
s$chlich handelte es sich bei dem kleineren Protein aber um
eine Verunreinigung in unseren Rh-Pr$paraten.

Das 28-kDa-Protein zeigte einige hoch interessante
Merkmale. Brad Denker, einem Postdoc, und der Laboras-
sistentin Barbara Smith gelang es, das Protein durch eine
einfache Methode basierend auf Tensidl&slichkeiten zu iso-
lieren. Durch Anf$rben des Elektrophoresegels mit Silberio-
nen konnten sie eine diskrete Bande bei 28 kDa im tensid-
unl&slichen Extrakt nachweisen. Niemand hatte dieses Pro-
tein zuvor beobachtet, da es von herk&mmlichen Anf$rbe-
mitteln wie Coomassie-Blau nicht detektiert wird. Das reine
Protein wurde anschließend in gr&ßerem Maßstab aus Mem-
branen von humanen roten Blutzellen isoliert.[4, 5]

Besonders beeindruckend waren die Mengen, in denen
das 28-kDa-Protein gefunden wurde: Mit etwa 200000 Ex-
emplaren pro roter Blutzelle war es eines der Hauptproteine
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der Membran. Das ist ungef$hr so, als w�rde man eine Straße
im Norden Schwedens entlangfahren und auf eine Stadt mit
200000 Einwohnern treffen, die auf keiner Landkarte ver-
zeichnet ist! Dar�ber hinaus deutete einiges darauf hin, dass
es sich bei dem Protein um ein tetrameres Transmembran-
protein handelt, das als Kanal fungieren sollte – ein Kanal,
aber wof�r? Das aufgereinigte Protein lieferte uns auch die
N-terminale Aminos$uresequenz, die wir f�r die Klonierung
der cDNA verwendeten. Mit unserem Antik&rper untersuch-
ten wir einige weitere Gewebetypen und fanden, dass das
Protein auch in menschlichen Nieren beeindruckend h$ufig
vorkommt. Wir beobachteten eine Anf$rbung auf den api-
kalen und basolateralen Membranen proximaler Nierentu-
buli und auf dem d�nnen Teil des absteigenden Schenkels der
Henleschen Schleife, aber wir konnten uns die Funktion des
Proteins immer noch nicht erkl$ren.

Als Naturwissenschaftler ist man stets gut beraten, alle
zur Verf�gung stehenden Ressourcen zu nutzen, wenn es ein
schwieriges Problem zu l&sen gilt. Eine der wichtigsten
Ressourcen ist das Wissen von Kollegen. Ich diskutierte das
Protein also mit einem Dutzend oder mehr Biochemikern
und Physiologen, aber keiner konnte seine Funktion erkl$ren.
Mein damaliger Mentor John C. Parker (1935–1993) an der
University of North Carolina at Chapel Hill wies als erster
darauf hin, dass sowohl rote Blutzellen als auch Nierentubuli
eine außergew&hnlich hohe Permeabilit$t f�r Wasser haben.
Er schlug daher eine m&gliche Funktion beim Wassertrans-
port durch Membranen vor. Leider konnte er unsere sp$teren
Studien nicht mehr verfolgen, aber er war Zeuge unserer
ersten Entdeckung.

Gregory Preston, damals Postdoc in meiner Arbeitsgrup-
pe, klonierte die cDNA aus einer Erythroid-Bibliothek.[6] Die
kodierende Region entsprach einem 269 Aminos$uren
großen Polypeptid, f�r das eine Hydropathieanalyse sechs
Transmembrandom$nen voraussagte. Interessanterweise
waren die aminoterminale (Repeat 1) und die carboxytermi-
nale H$lfte (Repeat 2) des Molek�ls bei 20% Identit$t
genetisch verwandt. Die Schleifen B und E waren sich noch
$hnlicher: Beide enthielten die gleiche Signatursequenz
Asparagins$ure-Prolin-Alanin (NPA, Abbildung 1). Beim
Abgleich mit der Gendatenbank stießen wir auf mehrere
sequenzverwandte DNAs diversen Ursprungs, darunter
solche aus der Augenlinse der Kuh, aus dem Gehirn der
Fruchtfliege, aus Bakterien und Pflanzen. Eine Funktion war
aber f�r keine der Sequenzen bekannt.

Diese Anhaltspunkte best$rkten uns in der Annahme,
dass das 28-kDa-Protein ein Wassertransporter war. Entspre-
chend begannen wir, in Zusammenarbeit mit unserem Kol-
legen Bill Guggino an der Johns Hopkins University, das
Protein auf eine m&gliche Wassertransportfunktion zu unter-
suchen. Wir verwendeten dabei Oozyten aus dem Frosch
Xenopus laevis. Diese Frosch-Oozyten sind ein sehr prakti-
sches Expressionssystem, da ihre Permeabilit$t f�r Wasser
sehr niedrig ist (um in S�ßwasserteichen zu �berleben). In die
Test-Oozyten wurden 2 ng der f�r unser Protein kodierenden
cRNA injiziert, in Kontroll-Oozyten injizierten wir reines
Wasser. Nach dreit$giger Proteinsynthese erschienen beide
Oozytenproben im Wesentlichen identisch. Nun �berf�hrten
wir die Oozyten in destilliertes Wasser, und augenblicklich

zeigte sich ein erstaunlicher Unterschied: Die Kontroll-
Oozyten blieben infolge ihrer sehr niedrigen Permeabilit$t
f�r Wasser unver$ndert, die Test-Oozyten platzten dagegen
wie Popcorn (Abbildung 2).[7] Dieses Ergebnis l&ste in unse-
rer Arbeitsgruppe eine Begeisterung aus, die heute noch zu
sp�ren ist. Das Protein wurde „Aquaporin“ getauft und
firmiert jetzt unter der offiziellen Bezeichnung „AQP1“ als
das erste funktional definierte Wasserkanalprotein.[8]

Abbildung 1. Aus der Aminos?urensequenz abgeleiteter Aufbau von
AQP1 in der Membran. Die beiden Tandem-Repeat-Einheiten des
Proteins haben jeweils drei Transmembrandom?nen und sind um 1808
gegeneinander verdreht. Die Schleifen B und E enhalten das konser-
vierte Motiv Asn-Pro-Ala (NPA).

Abbildung 2. Die Funktion von AQP1-Wasserkan?len in Oozyten von
Xenopus laevis. Die Kontroll-Oozyte (links) erhielt eine Injektion von
reinem Wasser, die Test-Oozyte (rechts) eine Injektion der f=r AQP1
codierenden cRNA. Nach Gberf=hren der Oozyten in eine hypotoni-
sche PufferlHsung begann die Test-Oozyte bereits nach 30 Sekunden
anzuschwellen (oben) und war nach 3 Minuten geplatzt (unten).
Wiedergabe in ver?nderter Form mit Genehmigung aus Lit. [7].

Aquaporine
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Wir konnten die Funktion des Proteins durch Studien an
aufgereinigtem, in synthetischen Lipidvesikeln von ca. 0.1 mm
Durchmesser rekonstituiertem AQP1 best$tigen.[9] Die Pr$-
parate waren von unserer Kollegin Suresh Ambudkar an der
Johns Hopkins University angefertigt worden. Diese einfa-
chen Membranvesikeln wurden von unserem Kollegen Arvid
Maunsbach an der Universit$t Aarhus durch Gefrierbruch-
Elektronenmikroskopie untersucht. Lipid, das ohne das Pro-
tein rekonstituiert wurde, hatte eine weiche Membranober-
fl$che, wohingegen Membranen, die mit AQP1 rekonstituiert
wurden, viele Intramembranpartikel mit 0.01 mm Durchmes-
ser enthielten.[10] In Zusammenarbeit mit Mark Zeidel an der
Harvard Medical School untersuchten wir die Membranen
auf Permeabilit$t f�r Wasser. Beim Stopped-Flow-Transfer in
hypertonische Pufferl&sungen schrumpften die einfachen
Liposomen binnen einer halben Sekunde auf eine konstante
Gr&ße; wir nehmen an, dass dies die Grundpermeabilit$t f�r
Wasser widerspiegelt. Die mit AQP1 rekonstituierten Mem-
branen schrumpften weitaus schneller und erreichten ihre
Gleichgewichtsgr&ße schon nach 20 ms. Dass die Wassermo-
lek�le kanalvermittelt durch die Membran gelangen, wurde
dadurch belegt, dass Quecksilberverbindungen den Transport
inhibieren. Wir berechneten die Arrhenius-Aktivierungsen-
ergie (< 5 kcalmol�1) und bestimmten eine Permeabilit$t von
ca. 3 R 109 Wassermolek�len pro Untereinheit und Sekunde.
Wir versuchten auch, die Permeabilit$t von AQP1 f�r
Protonen zu messen, aber trotz der hohen Permeabilit$t f�r
Wasser beobachteten wir keine S$urepermeation. Diese
Studien belegten, dass wir tats$chlich das lange gesuchte
Wasserkanalprotein isoliert hatten.

Die Struktur von AQP1

Nach der Identifizierung des Proteins wurden intensiv
nach den Bindungsstellen f�r die Quecksilberinhibitoren
gesucht, deren Existenz anhand der Studien von Macey
postuliert wurde. Quecksilberverbindungen reagieren mit der
Sulfanylgruppe von Cystein. Das AQP1-Polypeptid enth$lt
vier Cystein-Reste, aber nur der Rest in der E-Schleife (Cys-
189, in der N$he des zweiten NPA-Motivs) wird durch
Quecksilberverbindungen komplexiert. Wir ver$nderten die
AQP1-Sequenz durch zielgerichtete Mutagenese und expri-
mierten das rekombinante Protein in Oozyten. Die Mutation
dieses Rests zu Serin (Cys-189-Ser) f�hrte zu einer vollst$n-
digen Permeabilit$t f�r Wasser, eine Inhibierung durch
Quecksilberverbindungen war nicht mehr festzustellen.
Nach Austausch von Alanin in der entsprechenden Position
in Schleife B gegen Cystein (Ala-73-Cys) wurde eine durch
Quecksilberverbindungen inhibierbare Permeabilit$t f�r
Wasser beobachtet.[11] Substitutionen in anderen Positionen
von AQP1 blieben ohne Auswirkung. Aus diesen Befunden
schlossen wir, dass die Schleifen B und E in gegen�berlie-
genden Molek�lh$lften auf irgendeine Weise die Wasserpore
bilden mussten. Dieses Modell, das sich als korrekt erwies,
erhielt von uns den Namen „das Stundenglas“ in Anlehnung
an den altert�mlichen Zeitmesser, bei dem Sand von der
oberen in die untere Kammer rieselt; wird diese Uhr umge-
dreht, so rieselt der Sand in die entgegengesetzte Richtung.

Wir fanden, dass sechs Transmembrandom$nen eine
zentrale Dom$ne umgeben, die von den Schleifen B und E
aufgebaut wird; Schleife B kommt dabei von der cytoplasmi-
schen Seite, Schleife E von der extrazellul$ren Seite (Abbil-
dung 3). Durch Cberlappung der Schleifen B und E entsteht
eine einzelne Wasserpore im Zentrum des Molek�ls. Die
NPA-Motive sind gegen�berliegend angeordnet, und die
Bindungsstellen f�r Quecksilberinhibitoren befinden sich
l$ngs der Pore.[12] Das AQP1-Protein ist ein Tetramer mit
einer zentralen Pore in jeder Untereinheit. Strukturell unter-
scheidet es sich damit grundlegend von den Ionenkan$len, bei
denen, wie Rod MacKinnon in seinem Vortrag erl$utert, vier
Untereinheiten eine einzige zentrale Pore umgeben.

Zusammen mit Andreas Engel und Mitarbeitern am
Biozentrum Basel versuchten wir nun, eine hochaufgel&ste
Struktur von AQP1 zu erhalten. An diesen Studien beteilig-
ten sich sp$ter auch Yoshinori Fujiyoshi und Mitarbeiter an
der Universit$t Kyoto. AQP1 aus humanen roten Blutzellen
wurde von Barb Smith in unserem Laboratorium aufgerei-
nigt; einer von AndreasS Studenten, Tom Walz, rekonstitu-
ierte das Protein in sehr hohen Konzentrationen in synthe-
tischen Membranen. Unter diesen Bedingungen bildet AQP1
bemerkenswert symmetrische Anordnungen, die als Mem-
brankristalle bezeichnet werden. Durch Messung der Per-
meabilit$t f�r Wasser konnten wir best$tigen, dass die
Proteinfunktion vollst$ndig erhalten geblieben war, und wir
waren zuversichtlich, dass unser Strukturvorschlag mit der
biologisch relevanten Struktur �bereinstimmte.[13]

Mithilfe von Kryoelektronenmikroskopie und Kraftfeld-
mikroskopie gelang es unseren Kollegen in Basel und Kyoto,
eine Elektronendichtekarte von humanem AQP1 mit 3.8 T
Aufl&sung anzufertigen. Die Ergebnisse aus unseren Studien
zur zielgerichtetenMutagenese dienten als Randbedingungen
bei der Entwicklung von Strukturmodellen des Proteins.[14]

Betrachtet man einen Querschnitt durch eine AQP1-Unter-
einheit in der Mitte der Membrandoppelschicht, so sieht man
eine einzelne Wasserpore, die weitgehend mit hydrophoben
Resten ausgekleidet ist; die beiden hoch konservierten
Asparagins$urereste der NPA-Motive befinden sich gegen-
�ber diesem hydrophoben Bereich. Ein L$ngsschnitt zeigt die
enge Wasserpore mit diesen beiden Asparagins$ureresten.

Wir fragten uns, wie eine einfache Pore ohne bewegliche
Komponenten einen schnellen Wasserstransport bewirken
kann, ohne zugleich Protonen zu transportieren. In eleganten
Studien von den Arbeitsgruppen um Robert Stroud an der
UCSF und Bing Jap am Lawrence Berkeley Laboratory
wurden die R&ntgenkristallstrukturen des Glycerin-Kanals
GlpF aus E. coli[15] und von AQP1 aus bovinen roten Blut-
zellen[16] mit 2.2 T Aufl&sung gel&st. Diese Resultate wieder-
um erm&glichten Molek�ldynamiksimulationen durch Bert
de Groot und Helmut Grubm�ller an der Universit$t G&t-
tingen[17] und durch Klaus Schulten und Mitarbeiter an der
University of Illinois at Urbana-Champaign.[18] Dank dieser
Studien verstehen wir jetzt, wie es dem Protein gelingt,
Wasser, aber keine Protonen zu transportieren. W$re Wasser
einfach H2O, so w$re es ein Gas (wie im Dampf). Wasser liegt
aber als (H2O)n vor: Wasserstoffbr�cken zwischen benach-
barten Wassermolek�len bewirken, dass Wasser fl�ssig ist.
L$ge Wasser als Stapel von Wassermolek�len vor, dann

P. AgreAufs�tze

4380 � 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de Angew. Chem. 2004, 116, 4377 – 4390

http://www.angewandte.de


w�rden Protonen gem$ß dem Grotthuß-Mechanismus von
einem Wassermolek�l zum anderen weitergereicht („proton
wire“).

Die Stundenglas-Struktur des AQP1-Molek�ls besteht
aus einer extrazellul$ren Kammer und einer internen

Kammer, die Wasser in fl�ssiger Form enthalten. Zwischen
diesen Kammern befindet sich ein ca. 20 T langes enges
Verbindungsst�ck, durch das die Wassermolek�le einzeln
hindurchgelangen k&nnen, w$hrend Protonen zur�ckgestreut
werden. Nahe der Oberseite dieses Verbindungsst�cks ist der
Kanal mit 2.8 T Durchmesser am schmalsten. Somit ist die
Pore gerade groß genug, um ein einzelnes Wassermolek�l
aufzunehmen. An dieser Bindungsstelle ist die positiv gela-
dene Seitenkette eines vollst$ndig konservierten Argininrests
fixiert, die in der E-Schleife auf das NPA-Motiv folgt. An der
anderen Wand befindet sich ein Histidinrest mit ebenfalls
positiver Ladung. Diese beiden positiv geladenen Gruppen
stoßen ankommende Protonen ab. Eine weitere Barriere f�r
Protonen entsteht dadurch, dass ein Wassermolek�l simultan
Wasserstoffbr�cken zu den Seitenketten der Asparagins$u-
rereste der gegen�berliegenden NPA-Motive bildet, wodurch
der Dipol des Wassermolek�ls umorientiert wird. Ferner
werden auch durch die nicht-transmembranen a-Helices an
den distalen Enden der Schleifen B und E positive Partial-
ladungen beigesteuert, die ebenfalls zur Blockierung der
Protonenleitung beitragen (Abbildung 4, links; siehe hierzu
die Cbersicht von Kozono et al.[19]). Aus dem rechten Teil von
Abbildung 4 wird deutlich, wie Quecksilberverbindungen den
Wasserfluss durch AQP1 inhibieren. Die Seitenkette von
Cys189 befindet sich in der Pore, und eine Blockierung dieser
Position durch eine Quecksilberverbindung verstopft den
Kanal.

Die Proteinfamilie der Aquaporine
und Aquaglyceroporine

Schon w$hrend wir uns mit dem AQP1-Protein besch$f-
tigten, begannen sich etliche andere Arbeitsgruppen weltweit
f�r die – wie sich inzwischen herausgestellt hat – große
Familie verwandter Proteine zu interessieren. Als Resultat
dieser Forschungen ist heute die molekulare Struktur von
zw&lf Aquaporinhomologen aus S$ugern bekannt, und einige
hundert verwandte Proteine wurden in anderen Wirbeltieren,
Weichtieren, Pflanzen und Einzellern identifiziert. Die Pro-
teinhomologen aus S$ugern lassen sich grob in zwei Klassen
unterteilen (Abbildung 5): Die erste Klasse bilden die „klas-
sischen Aquaporine“; von diesen wurde urspr�nglich ange-
nommen, dass sie ausschließlich permeabel f�r Wasser sind.
Die zweite Klasse sind die „Aquaglyceroporine“, die per-
meabel f�r Wasser und Glycerin sind. Interessanterweise
enth$lt E. coli mit AqpZ[20] und GlpF Proteine aus beiden
Klassen. Inzwischen weiß man, dass Aquaporine und Aqua-
glyceroporine an vielen physiologischen Prozessen beteiligt
sind.

AQP1-Proteine in Nieren

Wir hatten Gl�ck, dass wir eine Kollaboration mit Søren
Nielsen an der Universit$t Aarhus aufbauen konnten, einem
erstklassigen Mikroskopiker mit speziellen Kenntnissen in
Nierenphysiologie. Jede unserer beiden Nieren enh$lt unge-
f$hr eine Million Nephronen, deren Aufgabe darin besteht,

Abbildung 3. Stundenglas-Modell f=r die Membrantopologie der
AQP1-Untereinheit. Oben: schematische Darstellung der Faltung der
Schleifen B und E; die Schleifen =berlappen in der Lipiddoppelschicht
und bilden einen einzelnen Wasserkanal. Unten: B?ndermodell der
dreidimensionalen Struktur der AQP1-Untereinheit. Wiedergabe in
ver?nderter Form mit Genehmigung aus Lit. [12] und [19].
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giftige Abfallprodukte zu eliminieren und den pH-Wert und
den Ionengehalt des Blutes zu regulieren. Tagt$glich werden
ungef$hr 180 Liter Plasma durch die Kapillargef$ßb�ndel in
den Nierenk&rperchen filtriert. Wasser und bestimmte gel&s-
te Stoffe des Prim$rfiltrats werden beim Durchgang der
Fl�ssigkeit durch die Tubuli reabsorbiert. Die proximalen
Tubuli und die d�nnen Teile der absteigenden Schenkel der
Henleschen Schleife haben hohe Permeabilit$ten f�r Wasser;
daraus ergibt sich ein Gegenstrommechanismus, der die
Grundlage der Harnkonzentrierung in der Niere bildet.
Dies sind auch genau die Komponenten, in denen AQP1
exprimiert wird. Die aufsteigenden Schenkel sind f�r be-
stimmte Ionen und kleine Molek�le permeabel, enthalten
aber kein AQP1 und zeigen niedrige Permeabilit$ten f�r
Wasser. Die Nephronen entleeren ihren Inhalt in die Sam-
melrohre, die im nichtstimulierten Zustand niedrige Permea-
bilit$ten f�r Wasser haben. Die Sammelrohre werden hoch
permeabel f�r Wasser, wenn sie durch das antidiuretische
Hormon (Vasopressin), das vom Gehirn bei Dehydratation
freigesetzt wird, stimuliert werden.

Immunhistologische Analysen, die Søren Nielsen an
Rattennieren durchf�hrte, zeigten, dass die proximalen
Tubuli und die d�nnen Teile der absteigenden Schenkel
extrem stark durch unser affinit$tschromatographisch gerei-
nigtes anti-AQP1 markiert werden.[21] Der apikale B�rsten-
saum wird intensiv angef$rbt, und unsere Analysen belegen,

Abbildung 4. Der selektive Fluss von Wasser durch die AQP1-Untereinheit; die an menschlichen Krankheitszust?nden beteiligten Aminos?urereste
sind hervorgehoben. Links: Der L?ngsschnitt von AQP1 zeigt die mit fl=ssigem Wasser gef=llten extrazellul?ren und intrazellul?ren Kammern der
Stundenglas-Struktur. Zwischen den Kammern befindet sich ein ca. 20 M langes Verbindungsst=ck, durch das sich die Wassermolek=le einzeln
bewegen; die entlang der Pore angeordneten Aminos?urereste verhindern die Bildung von Wasserstoffbr=cken zwischen den Wassermolek=len.
Vermutlich verhindern zwei Strukturelemente die Permeation von Protonen (als H3O

+): 1) Die positiv geladene Seitenkette des Argininrests R195
an einer Engstelle von 2.8 M bewirkt eine elektrostatische Abstoßung; 2) Wasserstoffbr=cken mit den Seitenketten der beiden Asparagins?urereste
N192 und N76 in den NPA-Motiven f=hren zur Umorientierung des Dipols eines Wassermolek=ls. Zwei den NPA-Motiven gegen=berliegende
nicht-transmembrane a-Helices steuern zwei positive Partialladungen an der Kanalmitte bei. Rechts: Struktur der Pore mit dem Kalottenmodell
eines Wassermolek=ls an der engsten Stelle (Querschnitt). Hervorgehoben sind die Bindungsstellen f=r Quecksilberinhibitoren am Cysteinrest
Cys189 in AQP1, die bei nephrogenem Diabetes insipidus auftretende Mutation in AQP2 (Arg!Cys) und die bei kongenitalen Katarakten auftre-
tende Mutation in AQP0 (Glu!Gly). Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [19].

Abbildung 5. Die humanen Aquaporin-Gene lassen sich in zwei Klas-
sen unterteilen: wasserpermeable Homologe (klassische Aquaporine,
blau) und wasser- und glycerinpermeable Homologe (Aquaglyceropori-
ne, gelb). E. coli enth?lt ein Aquaporin (AqpZ) und ein Aquaglyceropo-
rin (GlpF). Der Maßstab entspricht der genetischen Distanz zwischen
Homologen. Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [65].
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dass die gesamte B�rstensaummembran zu etwa 4% aus
AQP1 besteht. Durch Immungold-Elektronenmikroskopie
konnten wir nachweisen, dass AQP1 in großen Mengen an
der Oberfl$che der apikalen B�rstensaummembran vor-
kommt, wo die Reabsorption von Wasser stattfindet, aber
nur in sehr geringen Mengen im Zellinneren (Abbildung 6,
links).

Somit war klar, dass AQP1 nicht aktiv aus dem Zellinne-
ren zur Plasmamembran und zur�ck wandert. Auch in den
basolateralen Membranen dieser Epithelzellen kommt AQP1
h$ufig vor. Somit verl$uft die Reabsorption von Wasser aus
dem tubul$ren Lumen auf einem transzellul$ren Weg durch
die apikale Membran des tubul$ren Epitheliums und durch
die basolaterale Membran in das Interstitium, wo es durch
ebenfalls AQP1-reiche Kapillaren und Venolen absorbiert
wird (Abbildung 6, rechts). Aufgrund der als Barriere wir-
kenden parazellul$ren Schlussleisten (tight junctions) findet
normalerweise kein Wasseraustausch zwischen Zellen statt.
Die Richtung des Wasserflusses durch diese Epithelzellen –
vom Prim$rfiltrat zur�ck in den Vaskul$rraum – wird durch
kleine osmotische Gradienten geregelt, die von den Solut-
Transportern aufrechterhalten werden; das Wasser folgt den
Gradienten passiv.

AQP1-null-Ph�notyp

Chulso Moon, einer unserer Studenten aus dem Gradu-
iertenprojekt Humangentik an der Johns Hopkins University,
untersuchte das f�r humanes AQP1 codierende Strukturgen,
das wir durch Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) am

kurzen Arm von Chromosom 7 lokalisiert hatten.[22] Wir
suchten in Victor McKusicks Atlas nach verwandten Gense-
quenzen. Unser Kollege Colvin Redman vom New York
Blood Center machte uns darauf aufmerksam, dass diese
Position mit derjenigen eines interessanten Blutgruppensys-
tems, der Colton(Co)-Antigene, �bereinstimmt. Als H$ma-
tologe bin ich sehr an Blutgruppenantigenen interessiert.

Hunderte von Blutgruppenantigenen sind be-
kannt: Sie repr$sentieren multiple Polymor-
phismen in ungef$hr 25 unterschiedlichen Blut-
gruppensystemen, die jeweils einen eigenen
Genort bilden. Die Cbereinstimmung der
Lage des AQP1-Gens und eines menschlichen
Blutgruppenantigens deutete somit stark darauf
hin, dass beide dem gleichen Molek�l entspre-
chen. Die Co-Blutgruppenantigene haben kli-
nisch keine große Bedeutung, da die meisten
Menschen der gleichen Co-Blutgruppe angeh&-
ren – etwa 90% sind reinerbig bez�glich Coa,
fast 10% sind mischerbig bez�glichCoa undCob

und nur 0.3% sind reinerbig bez�glich Cob. In
Zusammenarbeit mit Forschern am Internatio-
nal Blood Group Referencing Laboratory in
Bristol, Großbritannien, fanden wir, dass sich
die Co-Antigene durch einen Alanin-Valin-Po-
lymorphismus am Rest 45, der sich an einer
extrazellul$ren Position des AQP1-Proteins be-
findet, unterscheiden.[23]

Cberraschenderweise ist weltweit nur bei
sehr wenigen Personen das Fehlen beider Co-
Antigene diagnostiziert worden. Wir begannen
uns f�r diese Co-null-Personen zu interessieren,
und sammelten, mit Unterst�tzung von John
Moulds und Jean Pierre Cartron, DNA, Blut
und Urin von drei Gruppen von Co-null-Bluts-

verwandten. Alle Probanden waren Frauen, die offenbar
w$hrend des Geburtsvorgangs gegen die Co-Antigene auf
den roten Blutzellen ihrer Neugeborenen sensibilisiert
worden waren. Wir stellten die Hypothese auf, dass die
AQP1 codierenden Gene dieser Frauen Mutationen aufwei-
sen. Da sich die Probandinnen aus allen drei Gruppen als
reinerbig bez�glich einer spezifischen Sch$digung des AQP1-
Gens erwiesen,[24] exprimierten sie AQP1 weder in den roten
Blutzellen noch in den Nierentubuli und wahrscheinlich auch
nicht im Choroid Plexus, im Ziliarepithel oder in irgendeinem
anderen Gewebe, in dem das Protein normalerweise gefun-
den wird. Die Probandinnen zeigen jedoch keinerlei klinische
Symptome. Wegen ihrer einzigartigen Blutgruppen k&nnen
sie keine Fremdtransfusionen erhalten, sodass jede tiefgefro-
renes Eigenblut in &rtlichen Blutbanken f�r Notf$lle oder
chirurgische Eingriffe aufbewahrt.

Das Fehlen klinischer Symptome ließ darauf schließen,
dass AQP1 f�r den menschlichen Metabolismus entweder gar
nicht oder nur in bestimmten physiologischen Zust$nden
oder klinischen Verfassungen wichtig ist. Alan Verkman an
der UCSF und Wissenschaftler der NIH entdeckten bei
Studien an M$usen mit gezielter Sch$digung des f�r AQP1
codierenden Gens, dass AQP1 wichtig f�r die Harnkonzen-
trierung in der Niere ist.[25,26] Unser Kollege Landon King an

Abbildung 6. Subzellul?re Lokalisierung von AQP1 in den proximalen Tubuli von Rat-
tennieren. Links: Unter dem Immungold-Elektronenmikroskop (25000P ) ist zu erken-
nen, dass der apikale B=rstensaum (BB), nicht aber der ZellkHrper, durch anti-AQP1
markiert wird. Rechts: schematische Darstellung des Durchgangs von Wasser durch
die Zelle: Wasser gelangt durch AQP1-Proteine im apikalen B=rstensaum in die Zelle
und wird durch AQP1-Proteine in den basolateralen Membranen wieder ausgeschleust.
Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [21].
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der Johns Hopkins University entwickelte eine klinische
Testserie, um die Bedeutung des menschlichen AQP1-Prote-
ins zu eruieren. Zwei AQP1-null-Personen wurden im Gene-
ral Clinical Research Center am Johns Hopkins Hospital
station$r untersucht. Die Permeabilit$t f�r Wasser ist bei
roten Blutzellen von AQP1-null-Personen deutlich reduziert,
Untersuchungen lieferten aber normale Befunde f�r alle
Basiswerte. Landon f�hrte daraufhin einen einfachen Test
durch – er ließ die Patienten dursten. Jede Nacht werden wir
ein wenig dehydratisiert; aus diesem Grund schmeckt uns der
Orangensaft zum Fr�hst�ck besonders gut. Um uns gegen
Dehydratation zu sch�tzen, konzentrieren unsere Nieren den
Urin auf einen Maximalwert von normalerweise etwa
1000 mosmolL�1 auf. Bei den AQP1-null-Probanden
wurden nach einer Nacht ohne Fl�ssigkeitszufuhr Konzen-
trationen von h&chstens 450 mosmolL�1 gemessen. L$ngerer
Fl�ssigkeitsentzug (24 h) mit anschließender Verabreichung
von antidiuretischem Hormon (Vasopressin) und Infusion
von hypertonischem Natriumchlorid ergab keine Steigerung
der Osmolarit$t.[27] Bei unserem modernen Lebensstil – mit
Klimaanlagen und ungehindertem Zugang zu Wasser – ist es
nicht lebenswichtig, Osmolarit$ten von �ber 450 mosmolL�1

aufzubauen. In einer Umgebung mit Fl�ssigkeitsmangel, wie
sie unseren Vorfahren sicher oft zu schaffen gemacht hat,
w$ren AQP1-null-Personen allerdings gef$hrdet. Bei den
AQP1-null-Patienten tritt eine milde Form von nephrogenem
Diabetes insipidus auf, die physiologisch ausgepr$gt ist, aber
gew&hnlich subklinisch verl$uft.

Søren Nielsen stellte weiterhin fest, dass AQP1 extrem
h$ufig in den Kapillaren der luminalen und abluminalen
endothelialen Membranen vorkommt.[28,29] Landon King und
Robert Brown[30] bestimmten die Permeabilit$t der Kapilla-
ren bei AQP1-null-Probanden mit einer von Wayne Mitzner
und Elias Zerhouni an der Johns Hopkins University entwi-
ckelten Technik, die auf hochaufl&sende Lungentomographie
zur�ckgreift. Dabei wurden durch Fokussierung auf kleine
Bronchiolen von 2 bis 3 mm Durchmesser die Querschnitts-
fl$chen der benachbarten Venolen vermessen und die Wand-
st$rken bestimmt. Nach der schnellen Infusion von drei
Litern Kochsalzl&sung wurden die Scans wiederholt. Normale
und AQP1-null-Probanden zeigten nach der Infusion von
Kochsalzl&sung vergleichbare Symptome einer Vasoregula-
tionsst&rung. Bei den normalen Probanden beobachteten wir
eine Zunahme der Wandst$rken der Tubuli. Dies kommt
dadurch zustande, dass Fl�ssigkeit aus den Venolen freige-
setzt wird und sich im Weichgewebe um die Bronchiolen
ansammelt, wie im Anfangsstadium eines Lungen&dems.
W$hrend bei s$mtlichen normalen Probanden ein interstiti-
elles Vdem im Peribronchium auftrat, erwiesen sich die
AQP1-null-Probanden als resistent, was wir als einen klaren
Hinweis auf eine betr$chtlich reduzierte Gef$ßpermeabilit$t
werteten. Ob sich dieser Effekt g�nstig oder sch$dlich
auswirkt, h$ngt von den klinischen Umst$nden ab. Bei der
Geburt verwandeln sich die Lungen von einem sekretori-
schen Organ in ein absorptives Organ. Wir nehmen an, dass
ein fehlender Fl�ssigkeitstransfer vom Lungeninterstitium in
den Gef$ßraum bei Neugeborenen sehr sch$dlich ist;
das w�rde erkl$ren, warum der AQP1-null-Ph$notyp so
selten ist.

Andere Aquaporine – AQP2 im Sammelrohr

Bereits wenige Wochen nach unseren ersten Studien
begannen verschiedene Arbeitsgruppen mit der Suche nach
weiteren Aquaporinen. Sei Sasaki und Mitarbeiter an der
Tokyo Medical and Dental University konnten im Zuge ihrer
Untersuchungen zum Nierensammelrohr eine cDNA isolie-
ren, die f�r das Aquaporin AQP2 codiert.[31] Søren Nielsen
et al. stellten fest, dass AQP2 prim$r in Sammelrohrzellen
exprimiert wird, in denen bekanntermaßen eine regulierte
Wasserpermeabilit$t auftritt.[32] Obwohl meine Arbeitsgrup-
pe an den Studien zu AQP2 nicht beteiligt war, m&chte ich im
Folgenden die wichtigsten Ergebnisse diskutieren, da ich ihre
klinische Bedeutung sehr hoch einsch$tze.

In einer maßgeblichen Studie untersuchten Søren Nielsen
und Mark Knepper AQP2 in Sammelrohrzellen aus
Ratten.[33] Die Sammelrohre wurden durchschwemmt, und
die Permeabilit$t f�r Wasser wurde gemessen. Einige Exem-
plare wurden aufgeschnitten und mit anti-AQP2 angef$rbt.
Durch Immungold-Elektronenmikroskopie wurde nachge-
wiesen, dass in der apikalen Plasmamembran der Sammel-
rohr-Hauptzellen nur wenig AQP2 vorliegt, in den Membra-
nen der intrazellul$ren Vesikeln dagegen das meiste Protein
gefunden wird (Abbildung 7, links oben). Nach Zusatz von
physiologischen Konzentrationen Vasopressin stieg die Per-
meabilit$t f�r Wasser auf das F�nffache; dies entspricht dem
erwarteten Anstieg bei einem entsprechenden physiologi-
schen Prozess. Immungold-elektronenmikroskopische Unter-
suchungen zeigten, dass das AQP2-Protein zur apikalen
Plasmamembran gewandert war (Abbildung 7, links unten).
Beim Abbau des Vasopressins kehrt das AQP2 wieder ins
Zellinnere zur�ck und die Permeabilit$t sinkt.

Diese Schwankungen in der Permeabilit$t der Nieren-
sammelrohre erfahren wir t$glich am eigenen Leib: Unsere
Studenten feiern beispielsweise jeden Freitagnachmittag den
Beginn des Wochenendes mit einer kleinen Party am Institut.
Ein Student, der dabei zwei Liter Bier trinkt, sammelt
�bersch�ssige Fl�ssigkeit an, denn der Alkohol inhibiert die
Freisetzung von Vasopressin durch das Gehirn. Dies f�hrt
dazu, dass AQP2 in den intrazellul$ren Versikeln verbleibt
und die apikalen Membranen der Sammelrohr-Hauptzellen
kein Wasser aus dem Filtrat reabsorbieren k&nnen (diureti-
scher Zustand). Nach der Party geht der Student erst einmal
auf die Toilette, wo er sich großer Mengen verd�nnten Urins
entledigt, und am n$chsten Morgen liegt er leicht dehydra-
tisiert und mit einem hohem Vasopressinspiegel im Bett.
Unter diesen Umst$nden wandert AQP2 zur apikalen Plas-
mamembran, und die Reabsorption vonWasser aus demUrin
wird maximiert. Beim Aufwachen ist der Urin entsprechend
hoch konzentriert (antidiuretischer Zustand). Dieser Zyklus
aus diuretischem und antidiuretischem Zustand kann sich im
Laufe eines Tages mehrfach wiederholen.

Kurzgefasst bindet Vasopressin an die V2-Rezeptoren an
der basolateralen Membran des Nierensammelrohrs und
aktiviert eine G-Protein-gekoppelte Adenylylcyclase-Kaska-
de, die eine durch Proteinkinase A vermittelte Phosphorylie-
rung des Rests 256 im C-Terminus von AQP2 verursacht. Das
Protein inseriert anschließend in die apikale Plasmamem-
bran, wie es durch Nielsen und Knepper, die Arbeitsgruppen
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um Deen in Nimwegen, Dennis Brown in Boston, Sasaki in
Tokio, Anita Aperia in Stockholm und andere ermittelt
wurde. Wasser aus dem Prim$rurin gelangt durch AQP2 in
der apikalen Membran in die Zelle und wird durch andere
Aquaporine in der basolateralen Membran (AQP3 oder
AQP4) in den Gef$ßraum ausgeschleust. Auf seinem Weg
vom Lumen in den Gef$ßraum wandert das Wasser somit
durch die Zellen (siehe hierzu den Aufsatz von Nielsen
et al.[34]).

Angeborene AQP2-Defekte verursachen sehr seltene,
aber schwerwiegende klinische Probleme. Diese Befunde
gehen auf Carel van Os, Peter Deen und Mitarbeiter in
Nimwegen zur�ck.[35] Die Patienten sind hochgradig beein-
tr$chtigt: In einigen F$llen produzieren sie t$glich bis zu
zwanzig Liter Urin. Erworbene Defekte der AQP2-Expri-
mierung sind relativ verbreitet. Bei zu hohen AQP2-Spiegeln
tritt eine Fl�ssigkeitsretention auf (nachgewiesen durch Niel-
sen und Knepper sowie durch Robert Schrier undMitarbeiter
an der University of Colorado). Vorwiegend betroffen sind
offenbar Patienten mit Myokardinfarkt, die h$ufig unter
Fl�ssigkeitsretention und, als Folge davon, unter einer Be-
eintr$chtigung der Lungenfunktion leiden. Auch w$hrend der
Schwangerschaft kann eine pathologische Fl�ssigkeitsreten-
tion mit Bluthochdruck und neurologischen St&rungen als
Symptomen auftreten. Zu niedrige AQP2-Spiegel f�hren
hingegen zu einer ungen�genden Konzentrierung des Urins.
Dies wurde bei Patienten nach Aufhebung eines Harnstaus
festgestellt (durch Jørgen Frøkiaer in Aarhus) sowie bei
Patienten mit nokturnaler Enuresis (durch Ivana Valenti in
Bari). AQP2 hat somit eine große Bedeutung in der klinischen
Medizin (siehe den Aufsatz von Nielsen et al.[34]).

AQP6 in S�ure sekretierenden
Zellen

An diesem Punkt – gerade als wir
dachten, wir w�ssten eine Menge �ber
Aquaporine – erwartete uns eine Cberra-
schung. Studien ergaben, dass AQP6, ein
mit AQP2 genetisch eng verwandtes Pro-
tein, ein sehr schlechter Wasserkanal ist
und nie in der Plasmamembran vorkommt.
Søren Nielsen und Tae-Hwan Kwon konn-
ten durch Immungold-Elektronenmikro-
skopie mit Doppelmarkierung nachweisen,
dass AQP6 zusammen mit H+-ATPase in
intrazellul$ren Versikeln von a-intercalier-
ten Zellen des Nierensammelrohrs lokali-
siert ist. Bei Stimulation der S$uresekreti-
on wandert H+-ATPase durch Exozytose
zur Plasmamembran, w$hrend AQP6 im
Inneren der Zelle verbleibt. Eine zweite
Cberraschung war, dass AQP6 bei niedri-
gen pH-Werten ein sehr guter Anionenka-
nal ist und insbesondere Nitrat gut leitet.[36]

Somit ist AQP6 genetisch zwar eindeutig
ein Mitglied der Aquaporinfamilie, es hat
aber eine grundlegend verschiedene phy-
siologische Funktion.

AQP0 in Augenlinsen

Ein weiteresMitglied der Aquaporinfamilie ist AQP0, das
ausschließlich in den Faserzellen der Augenlinsen exprimiert
wird. AQP0 wurde schon vor �ber 30 Jahren entdeckt –
damals als MIP (major intrinsic protein) bezeichnet –, seine
physiologische Funktion wurde aber nicht aufgekl$rt. AQP0
hat eine relativ niedrige Permeabilit$t f�r Wasser und, wie
Andreas Engel und Mitarbeiter vorschlugen, m&glicherweise
eine zweite Funktion bei der Verkn�pfung von Zellen.

Shomi Bhattacharya vom MoorefieldSs Eye Hospital in
London identifizierte zwei große Gruppen von Blutsver-
wandten mit dominant vererbten kongenitalen Katarakten
mit absoluter Manifestationswahrscheinlichkeit. Katarakte
sind bei $lterenMenschen relativ verbreitet, bei Kindern aber
sehr selten. Jede Familie hatte eine Missense-Mutation in
einem strukturell wichtigen Aminos$urerest entwickelt, und
es traten unterschiedliche Arten von Tr�bungen auf.[37] Bei
Mitgliedern der einen Familie war ein essenzieller Threonin-
rest durch einen Argininrest ersetzt (Thr-138-Arg); diese
Patienten wiesen verteilt �ber die gesamte Augenlinse zahl-
reiche Tr�bungen auf. Die Mitglieder der zweiten Familie, bei
denen ein essenzieller Glutamatrest durch einen Glycinrest
ersetzt war (Glu-134-Gly), zeigten eine einzelne lamellare
Tr�bung im Zentrum der Linse. Die Gr&ße der Tr�bung
entsprach der Gr&ße der Linse zum Zeitpunkt der Geburt,
was darauf hindeutet, dass sich die Mutation ausschließlich
bei der Geburt auswirkt.[38] Dieses Beispiel veranschaulicht,
dass die Biologie des Menschen weitaus komplexer ist als
einfache Gendisruptionsstudien an M$usen uns glauben

Abbildung 7. Subzellul?re Lokalisierung von AQP2 in Sammelrohr-Hauptzellen aus Ratten-
nieren. Links: Anti-AQP2-Immungold-Elektronenmikroskopie eines isolierten Sammelrohrs
aus der Rattenniere. Vor der Stimulation mit Vasopressin (AVP) werden vor allem Markie-
rungen an den intrazellul?ren Vesikeln beobachtet (oben, 25000P). Nach Stimulation mit
100 pm AVP finden sich die meisten Markierungen an der apikalen Membran (unten,
15000P ). Rechts: Schematische Darstellung der AVP-abh?ngigen Exocytose von AQP2
zur apikalen Membran von Hauptzellen: Eintritt durch AQP2 in der apikalen Membran;
Ausschleusung durch AQP3 (oder AQP4) in basolateralen Membranen. Wiedergabe in
ver?nderter Form mit Genehmigung aus Lit. [33a] und [33b].
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machen. Da die Faserzellen von Augenlinsen Jahrzehnte
halten, ist anzunehmen, dass bereits geringf�gige Polymor-
phismen im AQP0-Protein ein Risikofaktor f�r die Entwick-
lung von Alterskatarakten sind.

AQP4 im Gehirn

AQP4 wird in vielen unterschiedlichen Geweben expri-
miert, unter anderem auch im Gehirn.[39] Anders als die
relativ undichten peripheren Kapillaren sind Gehirnkapilla-
ren durch umh�llende astrogliale Endf�ße weitgehend ver-
schlossen. In Zusammenarbeit mit Ole Petter Ottersen und
Mitarbeitern an der Universit$t Oslo sowie Søren Nielsen
wurde das Protein durch Immungold-Elektronenmikroskopie
an der Blut-Hirn-Schranke lokalisiert, dort, wo Gef$ßraum
und Hirnparenchym aneinandergrenzen.[40,41] Die Gehirnka-
pillaren sind von einer Basalmembran umschlossen, die
wiederum von astroglialen Endf�ßen umgeben ist. Das
AQP4 befindet sich fast vollst$ndig in den Endfußmembra-
nen in direktem Kontakt mit der Basalmembran und tritt in
anderen astroglialen Membranen praktisch nicht auf (Abbil-
dung 8 a,b).

Auf $hnliche Weise kommt AQP4 h$ufig an der Hirn-
oberfl$che an der Grenzfl$che zwischen Hirnfl�ssigkeit und
Hirnmasse vor (Abbildung 8c). Diese Lokalisierung wird als
starker Hinweis daf�r angesehen, dass AQP4 eine wichtige
Rolle f�r den Wasserfluss aus dem Blut oder aus der Gehirn-
R�ckenmarks-Fl�ssigkeit in das Gehirn und umgekehrt
spielt. In diesen Bereichen werden sehr großen Mengen
AQP4 exprimiert, das quadratische mikrokristalline Aggre-
gate („square arrays“) bildet, deren Gr&ße vom N-Terminus
von AQP4 bestimmt wird.[42] Andere Forscher, darunter
Antonio Frigeri in Bari, postulierten eine m&gliche patho-
physiologische Bedeutung des Wasserflusses im Gehirn und
in Skelettmuskeln.[43]

Unser Student John Neely erkannte ein Proteinbindungs-
motiv im C-Terminus von AQP4, das als potenzieller Bin-
dungspartner der Dystrophin-assoziierten Proteine infrage
kam. Zusammen mit Marv Adams und Stan Froehner in
Seattle sowie mit unseren Kollegen in Oslo lokalisierten wir
AQP4 in M$usen, die eine gezielte Disruption in dem
Dystrophin-assoziierten Protein a-Syntrophin (Syn) aufwie-
sen.[44] Durch Immungold-Elektronenmikroskopie konnten
wir nachweisen, dass AQP4 in Syn-null-Tieren stark fehllo-
kalisiert ist. Nach Herbeif�hren einer Hirnverletzung (durch
Verschluss der mittleren Zerebralarterie) zeigte sich interes-
santerweise, dass die Kontrolltiere gr&ßere Infarktbereiche
und Vdeme entwickelten als die Syn-null-Tiere.[45] Diese
Studien f�hrten zu dem Schluss, dass bei Patienten mit
Hirnverletzungen die Folgen einer Hirnschwellung durch
selektive Inhibition von AQP4 einged$mmt werden k&nnten.
Die Wirkung gegen eine Hyponatri$mie-bedingte Gehirn-
schwellung wurde durch Søren Nielsen und Mitarbeiter
beobachtet.[46] Unabh$ngig davon erhielten Geoff Manley
und Mitarbeiter die gleichen Ergebnisse bei AQP4-null-
M$usen.[47]

AQP5 in Dr(sen

AQP5 kommt in der apikalen Membran der Dr�senend-
st�cke von Speichel-, Tr$nen-, Schweiß- und anderen Dr�sen
vor.[48,49] Dies ist die letzte Membran, die das Wasser w$hrend
der Produktion von Speichel, Tr$nen und anderen Sekreten
durchquert. Wie wir wissen, k&nnen diese Dr�sen große
Mengen an Fl�ssigkeit freisetzen. Zum Beispiel produzieren
wir nach mehreren Stunden ohne Nahrungsaufnahme große
Mengen Speichel, sobald wir Essbares wahrnehmen.

AQP5 k&nnte bei bestimmten klinischen St&rungen eine
Rolle spielen. Zusammen mit Kazuo Tsubota in Tokio und
Chris Delporte in Br�ssel untersuchten wir die Verteilung von
AQP5 in den Dr�sen von Patienten mit Sj&gren-Syndrom.
Diese St&rung, die vor allem bei Frauen im mittleren Alter
auftritt, $ußert sich in trockenen Augen und einem trockenen
Mund, ihre genaue biologische Ursache ist aber unbekannt.
In immunhistochemischen Markierungsstudien mit anti-
AQP5 blieb die normalerweise beobachtete Anf$rbung der
apikalen Membran aus, und das Protein scheint �ber das
gesamte Cytoplasma fehllokalisiert zu sein.[50, 51] In anderen
Studien an einer gr&ßeren Gruppe von Sj&gren-Patienten
fanden Roland Jonsson und Mitarbeiter in Bergen hingegen
keine Fehllokalisierung; die Autoren stellten aber eine ver-
minderte Exprimierung von AQP1 in den die Dr�senendst�-
cke umgebenden Myoepithelien fest.[52] Das Sj&gren-Syn-
drom d�rfte somit zwar heterogen sein, eine Beteiligung von
Aquaporinen wurde aber in beiden Studien nachgewiesen.

Auch die Schweißdr�sen enthalten gr&ßere Mengen
AQP5. In einer weiteren gemeinsamen Studie mit Søren
Nielsen und Mitarbeitern verglichen wir qualitativ die
Schweißabsonderung bei Wildtyp-M$usen und M$usen mit
einer Disruption des f�r AQP5 codierenden Gens (pr$pariert
durch Carissa Krane und Anil Menon an der University of
Cincinnati). Die Morphologie der Schweißdr�sen blieb bei
den gendefekten Tieren erhalten, die Freisetzung von Amy-

Abbildung 8. Polarisierte Exprimierung von AQP4 in Rattenhirn, visua-
lisiert durch Anti-AQP4-Immungold-Elektronenmikroskopie. a,b) AQP4
kommt in perivaskul?ren Membranen von astroglialen Endf=ßen vor,
nicht aber in Membranen am Neuropil. c) Markierung der Pia mater
auf der Hirnoberfl?che. Maßstab 0.5 mm. End Endothel, Pf Parallel-
fasern, S Dorn der Purkinje-Zellen, J piale Oberfl?che. Wiedergabe
mit Genehmigung aus Lit. [40].
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lase im Schweiß nach Injektion von Pilocarpin war aber stark
vermindert. Daraus folgt, dass AQP5 wichtig f�r die Schweiß-
absonderung sein muss.[53]

Die Aquaglyceroporine AQP7 und AQP9

AQP7 wird in Adipocyten exprimiert. Bei Nahrungsent-
zug werden in Form von Triglyceriden gespeicherte Fetts$u-
ren und Glycerin als Energiequellen freigesetzt. Den Export
der Fetts$uren aus der Zelle �bernehmen spezielle Fetts$u-
retransporter, Glycerin wird durch AQP7 ausgeschleust.
Glycerin, das bevorzugte Substrat der Gluconeogenese, pas-
siert durch AQP9 die Plasmamembranen der Hepatocyten, in
denen es anschließend in Glucose umgewandelt wird. Wie
Jennifer Carbrey und Dan Gorelick aus unserer Arbeitsgrup-
pe nachweisen konnten, wird AQP9 im Fastenzustand ver-
st$rkt exprimiert. Zahlreiche andere Forschergruppen kamen
ebenfalls zu dem Ergebnis, dass AQP7 und AQP9 eine
entscheidende Funktion beim Energietransfer und der Auf-
rechterhaltung des Glucosespiegels im Blut haben.[54, 55]

Barry Rosen und Mitarbeiter entdeckten an der Wayne
State University, dass AQP7 und AQP9 die bemerkenswerte
Eigenschaft haben, bestimmte Schwermetalle zu transportie-
ren.[56] An AQP7- und AQP9-exprimierenden Hefen und
Oocyten wurde die Arsen(iii)-oxid-Aufnahme gemessen. Ar-
sen(iii)-oxid ist sehr giftig und bei neutralen pH-Werten
ungeladen. Zu den klinischen Befunden einer Arsenvergif-
tung z$hlen Lebersch$den und -karzinome. Die Weltgesund-
heitsorganisation macht derzeit auf eine alarmierende Ver-
breitung von Arsenvergiftungen im Gangesdelta durch kon-
taminiertes Grundwasser aufmerksam. Weil das Oberfl$-
chenwasser mit Vibrio cholera verseucht ist, wurden R&hren-
brunnen installiert, der Schwermetallgehalt im Grundwasser
wurde aber offenkundig nicht bestimmt. Unsere Forschungen
erkl$ren zwar, warum die betroffenen Menschen anf$llig
gegen Lebersch$den sind, ein wirksames Gegenmittel liefern
sie aber nicht. Um diese Vergiftungen zu verhindern, muss
reines Trinkwasser zug$nglich gemacht werden – ein Grund-
recht, das allen Menschen zusteht.

Nichthumane Aquaporine

Aquaporine �ben auch in Pflanzen wichtige Funktionen
aus. Eine in der Pflanzenphysiologie h$ufig untersuchte
Spezies ist Arabidopsis thaliana, eine Verwandte der Senf-
pflanze. Eindrucksvoll belegt wurde die Funktion der
Aquaporine durch Ralf Kaldenhoff und Mitarbeiter an der
Universit$t W�rzburg. In diesen Studien wurde die Morpho-
logie einer Arabidopsis-Mutterpflanze mit der einer modifi-
zierten Pflanze verglichen, die nur 20% des normalen
Niveaus an der in den Wurzeln vorkommenden Aquaporin-
gruppe PIP1b exprimierte. Beide Pflanzen zeigten ein $hn-
liches Blattwerk, um aber die gleichen Halmdicke zu errei-
chen, musste die modifizierte Pflanze ein st$rker ver$steltes
Wurzelwerk entwickeln (Abbildung 9).[57] Das zeigt, welchen
Stellenwert die Wasserzufuhr bei Pflanzen einnimmt. Ara-
bidopsis thaliana weist mindestens 35 unterschiedliche

Aquaporin-Gene auf, die vermutlich an verschiedenen phy-
siologischen Prozessen wie der Photosynthese (Durchtritt von
Kohlendioxid durch Blattaquaporine)[58] oder der Aufnahme
von Wasser durch die Wurzeln beteiligt sind.[59] Diese Befun-
de k&nnten auch f�r humane Aquaporine relevant sein, da
$hnliche Beobachtungen f�r AQP1[60] und AQP3[61] beschrie-
ben wurden.

Aquaporine werden auch in allen Klassen von Mikroor-
ganismen exprimiert. E. coli enth$lt das Aquaporin AqpZ
und das Aquaglyceroporin GlpF, die sich hinsichtlich der
Strukturen der schmalsten Stelle etwas unterscheiden: Bei
denAquaporinen ist sie gew&hnlich enger und hydrophiler als
bei den Aquaglyceroproteinen. Archaea tragen ebenfalls ein
Gen, das f�r AqpM, ein Homolog von Aquaporinen und
Aquaglyceroporinen, codiert. M&glicherweise vermittelt
AqpM jedoch nicht den Transport von Wasser, sondern von
Schwefelwasserstoff.[62] Gleich welche Funktion Aquaporine
im Einzelnen aus�ben: Die Tatsache, dass sie in allen drei
Lebensreichen vorkommen, untermauert die fundamentale
Bedeutung dieser Proteinklasse. Saccharomyces cerevisiae
enth$lt zwei Aquaporin-Gene und zwei Aquaglyceroporin-
Gene. Untersuchungen durch Stefan Hohmann an der Uni-
versit$t G&teborg ließen interessante Funktionen erkennen:
Aquaporine aus Hefe verleihen K$lteresistenz, und das
Aquaglyceroporin FPS1 sch�tzt den Organismus vor einem
hypoosmotischen Schock.[63]

Zusammenfassung

Mit der Entdeckung der Aquaporine konnte erkl$rt
werden, wie Wasser durch die Plasmamembranen von
Zellen gelangt, Protonen aber ausgeschlossen bleiben.
Einige Homologe haben spezielle Permeationseigenschaften
f�r Glycerin, Nitrat oder Arsen(iii)-oxid. Die Strukturen der
Aquaporine liefern uns bemerkenswert detaillierte Informa-
tionen �ber ihre biophysikalischen Funktionen. Aquaporine
wurden mit einer Vielzahl von Krankheiten in Verbindung
gebracht. Sie sind nachweislich an einigen Gef$ßerkrankun-
gen der Niere, einschließlich des nephrogenen Diabetes
insipidus, beteiligt. Außerdem wird vermutet, dass ihnen

Abbildung 9. Wurzelwerk von Arabidopsis thaliana. Rechts: Wildtyp;
links: Aqp-PIP1b-defiziente Pflanze. Wiedergabe mit Genehmigung aus
Lit. [57].
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eine Funktion beim Schutz vor Cberhitzung zukommt. In
Frankreich starben w$hrend der Hitzewelle im vergangenen
Sommer bei Temperaturen �ber 40 8C 14000 Menschen.
Haupts$chlich betroffen waren $ltere Personen, bei denen
sehr wahrscheinlich physiologische Prozesse beeintr$chtigt
waren, an denen Aquaporine beteiligt sind (Urinkonzentrie-
rung, Schwitzen, Durstmechanismen). Diese Mangelfunktio-
nen m&gen im Alltagsleben unbedeutend sein, bei großer
Hitze k&nnen sie aber schwerwiegende Folgen haben.
Aquaporine wurden auch mit Gehirn&demen und Sehverlust
in Verbindung gebracht, Aquaglyceroporine regulieren den
Energiehaushalt und sch�tzen so vor dem Verhungern. Diese
Proteine haben einen festen Platz in der gesamten belebten
Natur.

„In summary, there are no small problems. Problems that
appear small are large problems that are not understood.“ [64] –
Dieses Zitat, das Santiago RamWn y Cajal, der Vater der
Neurowissenschaften, seinen Sch�lern mitgab, trifft auch hier
zu: Die Wasserpermeation durch Membranen war urspr�ng-
lich als ein kleines Problem betrachtet worden, und man hatte
wohl geglaubt, es handele sich um einen einfachen diffusiven
Mechanismus. Tats$chlich aber hat sich gezeigt, dass sich
dahinter ein komplexer Prozess von großer physiologischer
und pathophysiologischer Bedeutung verbirgt.

Ich danke meinen ehemaligen und derzeitigen Mitarbeitern
und den vielen Kollegen, die mit uns zusammengearbeitet
haben. Besonders danke ich Victor McKusick am Department
of Medicine und M. Daniel Lane am Department of Biological
Chemistry, die mich in ihre Fakult+t berufen haben. Ich widme
diesen Vortrag dem Gedenken an John C. Parker, einen Freund
und großz0gigen Mentor.

Eingegangen am 27. Mai 2004
Cbersetzt von Dr. Frank Maaß, Weinheim
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