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1 Einleitung und Literaturtberblick

Natrium-Dikarboxylat-Kotransporter sind Proteine, dendNatriumkonzentrationsunterschied
zwischen dem Inneren und defuReren der Zelle nutzen, um Di- und Trikarboxylate wie
Succinat, Zitrat oder Maleat in die Zelle zu transportiefdiele Dikarboxylate sind als Teile
des Krebszyklus wichtige Energielieferanten fir die dbimpson 1983). Diese natrium-
abhangigen Dikarboxylat-Kotransporter sind in Organersehiedenster Lebewesen gefunden
worden, zum Beispiel dem Gehirn, Darm, Herz oder Nieren van#¢h, Maus, Ratte oder
Frosch. EinUberblick findet sich bei Pajor (2006), Markovich und Mur2e4), Burckhardt
BC und Burckhardt G (2003) und Pajor (1999). In der Niere, ldgver und im Gehirn wird
die hohe Konzentration an Dikarboxylaten im Vergleich zuasPa oder Urin au3erdem von
organischen Anionen-Transportern genutzt (OAT 1 und OASi€heUberblick in Burckhardt
BC und Burckhardt G 2003), um zum Beispiel an proteingebnaedmionische Pharmaka wie
Antibiotika und nicht steroidale Antiphlogistika aus derfuBin die Zelle zu transportieren
(Endres et al. 2006, Sekine et al. 2006, Shitara et al. 20@@ndy-Vacher et al. 2006, Li et al.
2006, Wright SH und Dantzler 2004, Burckhardt BC et al. 2004)

In den Nieren werden Metabolite des Krebszyklus aus dem@filtnat und aus den Kapil-
laren in die Tubuluszelle aufgenommen (Martin et al. 1988)pSon 1983). Extrazellulares
Zitrat liefert etwa 15 Prozent des Energiebedarfs der nfgicben Nierenzellen (Nieth und
Schollmeyer 1966). Bereits Anfang der 1980er Jahre zeigtersuchungen an der Ratten-
niere in situ (Sheridan et al. 1983) und an Vesikeln aus demstBrisaum (Wright EM et al.
1982, Wright SH et al. 1980, Wright SH et al. 1982, Fukuhard Tarner 1983) ein Natrium-
gekoppeltes Transportsystem fur Di- und Trikarboxyl&&ser Transport hatte eine Stochio-
metrie von drei Natriumionen fir ein divalentes DikarblatyWright SH et al. 1982) und war
durch Lithium hemmbar. Diese Eigenschaften entsprechaardder Natrium-Dikarboxylat-
Kotransporter (Burckhardt BC und Burckhardt G 2003).

Nachdem im Jahre 1995 (Pajor 1995) der erste natriumalgiigkarboxylat-Kotransporter
aus den Nieren eines Kaninchens kloniert worden war, folgteascher Folge die Klonierun-
gen weiterer Natrium-Dikarboxylat-KotransportéHiersicht in Pajor 2006). Aus der Kenntnis
dieser Datenlage konnte das in Abbilduhd gezeigte Modell entwickelt werden. Abbildung
1.1zeigt eine schematische Darstellung eines proximalenlligtaws der menschlichen Niere
mit den fUr den Dikarboxylat-Transport wichtigen Trangpm. Der NaC1 liegt luminal und
ist fur die Ruckresorption von Krebszyklusmetabolitars @em Urin zustandig, wahrend der
NaC3 basolateral liegt und Dikarboxylate aus dem Blut inZéile transportiert (Pajor 2006,
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Abbildung 1.1: Dikarboxylat-Transport in Nierenzellen. Der Dikarboxylat-Transport in einer Zel-
le des proximalen Tubulus ist vom Natriumgradienten abfg@rder von der Na-K-ATPase hergestellt
wird. Luminal transportiert der NaC1 Dikarboxylate in diell&, basolateral der NaC3. Der organi-
sche Anionen-Transporter 1 (OAT-1) nutzt den Dikarboxgfiatlienten, um Anionen in die Zelle zu
transportieren (modifiziert nach Burckhardt BC und Burckih& 2003, Markovich und Murer 2004).

Markovich und Murer 2004, Burckhardt BC und Burckhardt G 20®uch fur den in dieser
Arbeit untersuchten fNaC3 aus der Flunderniere wurde eiselaterale Lokalisation gezeigt
(Hentschel et al. 2003). Beide Natrium-Dikarboxylat-Katsporter, NaC1 und NaC3, trans-
portieren drei Natriumionen zusammen mit einem divaleidsarboxylat in die Tubuluszel-
le, wobei der NaC3 eine hdhere Affinitat fir Succinat Hatdeer NaC1. Ebenfalls basolateral
liegen die organischen Anionen-Transporter 1 (OAT-1) urf®A&T-3), die den Dikarboxylat-
gradienten flr einen Transport von Anionen in die Zellezent(Markovich und Murer 2004,
Burckhardt BC und Burckhardt G 2003).

Der Natrium-Dikarboxylat-Kotransporter aus der Niere @enerikanischen Winterflunder
(Pseudopleuronectes americahNaDC3 nach Steffgen et al. 1999 oder fNaC3 nach Mar-
kovich und Murer 2004) gehort zur Genfamilie der SLC13 ({smicarrier-13) -Proteine. Ge-
meinsames Merkmal dieser Proteinfamilie ist der sekunbEtrium-gekoppelte Transport von
Anionen oder Metaboliten aus dem Krebszyklus (Markovicth Murer 2004, Pajor 2000). Die
zwei Unterfamilien, die Natrium-Sulfat- und die Natriunmik@rboxylat-Kotransporter, sind
funktionell sehr unterschiedlich. Gemeinsamkeiten sib8.3 transmembrane Domanen, die
auf Grund theoretischer Analysen der Aminosauresequenaeh Kyte und Doolittle (1982)
bestimmt wurden und eine Lange von 572 bis 672 Aminosaatgweisen (Markovich und
Murer 2004, Pajor 2000). Abbildunt 2 zeigt den phylogenetischen Baum dieser Familie aus
Markovich und Murer 2004 mit der von ihnen vorgeschlagenemiiklatur. Obwohl die-
se Nomenklatur leicht von den Namen der Erstbeschreibeeiahty ist sie einheitlich und
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Abbildung 1.2: Phylogenetischer Baum der SLC13Der phylogenetische Baum der SLC13 (solute
carrier family 13) aus Markovich und Murer (2004), Seite p@firde durch Aminosaurevergleiche
der Natrium-Dikarboxylat- und Natrium-Sulfat-Kotranster bestimmt. Die Anzahl der Substitutionen
pro 100 Aminosauren wird durch die Lange der Striche wjdepiegelt. Es gibt einen offensichtlichen
Fehler: Statt rNaC2 muss es mNaC2 heil3en.

beinhaltet eine klar definierte Zuordnung zu den Untergeapper Grad der genetischen Ver-
wandtschaft zwischen den klonierten Proteinen verschide Tierarten ist in Abbildung.2
sehr anschaulich. Zu erkennen ist unter anderem, dass ttiarN@ikarboxylat-Kotransporter
in drei Gruppen aufgeteilt werden, namlich die beiden groGruppen NaC1 und NaC3 und
die kleine Gruppe NaC2. Diese Einteilung findet sich aucteirfdnktionellen Einteilung nach
der Succinataffinitat in hochaffine Transporter mit nigdriKapazitat (NaC3) und niederaffine
(NaC1 und NaC2) Transporter mit hoher Kapazitat wiedejofP2006, Markovich und Mu-
rer 2004). Der in dieser Arbeit untersuchte fNaC3 hat eimee80-prozentigdJbereinstim-
mung der Aminosauresequenz mit fast allen anderen NaiDikarboxylat-Kotransportern.
Die Ubereinstimmung der Aminosauresequenzen zwischenefiaten ist deutlich hoher als
die Ubereinstimmung zwischen Saugetieren und anderen téerabie Aminosauresequenz
des NaC3 aus der Ratte ist zu 85 % identisch mit der des huméa€l (Wang HC et al.
2000).

Der in dieser Arbeit untersuchte fNaC3 aus der Winterflunglelort zu den hochaffinen
Transportern. Bei der Winterflunder ist bislang kein nieffarer Natrium-Dikarboxylat-

Kotransporter gefunden worden. Von den niederaffinen MatDikarboxylat-Kotransportern
(NaC1l) wurden funf aus Wirbeltieren kloniert. Elektrogigtogisch beschrieben sind
Kaninchen-NaC1 (Pajor 1995), Ratten-NaC1 (Khatri et aB6l9Chen XZ et al. 1998, Se-
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kine et al. 1998), humaner NaC1 (Pajor 1996) und Maus-Na@jb(Rt al. 2000). Exprimiert
wird der NaC1 nicht nur in den Nieren (Mensch, Kaninchen,t&katlaus), sondern auch
im Darm (Mensch, Kaninchen, Maus, Ratte, Xenopus) und inLéber (Kaninchen, Ratte)
(Markovich und Murer 2004). Die hochaffinen NaC3s wurdenabig aus dem Menschen
(hNaC3, Wang HC et al. 2000), der Maus (mNaC3, Pajor et allR0fer Ratte (rNaC3,
Chen X et al. 1999, Kekuda et al. 1999), der Flunder (fNaC8ffgtn et al. 1999) und dem
stidamerikanischen KrallenfrosciXenopus laevis (xNaC3, Oshiro und Pajor 2005) kloniert.

Zwischen dem fNaC3 und den anderen NaC3 besteht jeweilsetivee 60-prozentigéber-
einstimmung der Aminosauresequenz. Die als funktionalhtig vermuteten Regionen haben
starkerdJbereinstimmungen. Ein Genabschnitt mit besonders stattxereinstimmung wurde
durch Steffgen (2000) auf Gemeinsamkeiten im Hinblick aef.dthiumempfindlichkeit unter-
sucht. Aufgrund deAhnlichkeiten der Genabschnitte im N-terminalen Ende veete er, dass
die Aminosaure an der Stelle 445 des fNaC3 fur diese Litlalbhangigkeit verantwortlich sei.
Bei allen hochaffinen Transportern (NaC3) ist die vergleame Aminosaure ein Cystein und
bei den niedrigaffinen Transportern (NaC1) ein Serin. Digavite S513C wurde entwickelt,
indem an der Aminosaure 445, die der Aminosaure 513 in B&AcSequenz entspricht, das
vorhandene Cystein durch ein Serin ersetzt wurde. Aufgaingefiihrter Priming-Sequenzen
ist die Anzahl der Aminosauren in der cRNA-Sequenz grofden dieser Mutante wurde er-
wartet, dass sie eine deutlich geringere Empfindlichkeaijegéber Lithium aufweise. Da bei
denjenigen Transportern, deren Substrattransport nighd.ithium gehemmt wird (roNaC1:
Pajor 1995, xNaC1: Bai und Pajor 1997), Lithium das NatrilgrKation ersetzen kann, wurde
auch erwartet, dass ein Substrattransport bei Verwendond.ithium als Kation stattfindet.
Den von Steffgen (2000) verglichenen Abschnitt aus der €guenz zeigt Tabelle 1.1 fur die
bis heute entdeckten Natrium-Dikarboxylat-Kotransporie gezeigte Sequenz beginnt bei
Aminosaure 360 des Flunder-NaC3. Bei den anderen NaClittadj;n Sequenz in einem ahnli-
chen Bereich. Vollstandige Vergleiche von Aminosaugesaizen fur den NaC3 finden sich in
Oshiro und Pajor (2005), fur die NaC1 bei Chen X et al. (192@n Teil auch bei Inoue et al.
(2002b). EinerUberblick iiber die prozentualgbereinstimmungen der Gensequenzen liefern
Markovich und Murer (2004).

Proteintransportsysteme konnen auf verschiedene Weitssucht werden. Fur Systeme,
die geladene Teilchen transportieren, sind elektroplygische Methoden wie die Zwei-

Elektroden-Spannungsklemm-Methode oder die Patch-Cldethode besonders gut geeig-
net. Bei der Zwei-Elektroden-Spannungsklemm-MethodedemrStrome Uber eine gesam-
te Oozytenmembran gemessen, bei der Patch-Clamp-Methediemwdie Strome tber einen
Membranfleck gemessen, der nur wenige Transportproteiti@ledStihmer 1998). Soll nur

ein einzelnes Protein untersucht werden, wird die dazuggd Ribonukleinsaure (CRNS) in

Zellen mit wenigen eigenen Transportproteinen injiziert wort translatiert (Wagner et al.
2000). Diese Zellen, meist Oozyten des sudamerikaniskhaltenfrosches oder Pigmentepi-
thelzellen des menschlichen Auges, UberexprimiererediBsotein. Das fiihrt zu einer Verviel-
fachung des Messsignals (Dascal 1987, Wagner et al. 2000)ot® der Transport geladener
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als auch der nicht geladener Teilchen kann mit Hilfe nidbkteophysiologischer Methoden
untersucht werden. Dazu gehdren Experimente, bei demeAufnahme eines Substrates in
einem Zeitraum mit Hilfe einer Markierung (radioaktiv, fheszierend) sichtbar gemacht wird
(im folgenden Aufnahme-Experimente genannt).

Da der Natrium-Dikarboxylat-Kotransporter aus der Flunire (fNaC3) ein divalentes Di-

karboxylat (wie z. B. Succinat) nur zusammen mit drei Kagioiimeist Natrium-lonen) trans-

portieren kann, entsteht bei Transport von Succinat n@tt&tom positiver Ladungen in die

Zelle (Steffgen et al. 1999). Somit kann die Zwei-Elektnedpannungsklemm-Methode be-
nutzt werden, um den Transport von Dikarboxylaten durchftl&€3 zu untersuchen. Solche
Untersuchungen wurden in dieser Arbeit an Oozyten desnsédikanischen Krallenfrosches
(Xenopus laevjsdurchgefiihrt, denen die cRNS des Natrium-Dikarboxidatransporters aus

der Flunderniere (fNaC3) injiziert wurde.

In den funktionellen Untersuchungen verschiedener Tiamspist das haufigste Vergleichs-
substrat das Succinat oder Zitrat. Ein einfacher, aberagegsaftiger Wert fir die Affinitat
eines Substrates ist die Halbsattigungskonstante, add¢ahzentration, bei der die Halfte des
maximal moglichen Substrattransports stattfindet. Taldel zeigt die Halbsattigungskonstan-
ten fir Succinat fur die verschiedenen Natrium-DikasdatKotransporter. Die hohe Affinitat
der NaC3 gilt nicht nur fir Succinat, sondern auch fur 2,2d 2,3-Dimethylsuccinat und-
Ketoglutarat (Burckhardt BC et al. 2002).

2,2-Dimethylsuccinat und 2,3-Dimethylsuccinat unteesdbn sich in der Lokalisation der
zweiten Methylgruppe. Bei 2,2-Dimethylsuccinat sind leeidethylgruppen an Kohlenstoff 2,
bei 2,3-Dimethylsuccinat ist eine Methylgruppe auch anlgostoff 3 angebracht. Auf Grund
der unterschiedlichen raumlichen Struktur von 2,2- udd@imethylsuccinat sind unterschied-
liche Transporteigenschaften nicht Uberraschend. Abbg 1.3 zeigt die Strukturformeln fur
Succinat, 2,2- und 2,3-Dimethylsuccinat. Tabdll& gibt einenUberblick iber den Transport
von 2,2- und 2,3-Dimethylsuccinat durch die Natrium-Did@xylat-Kotransporter. Ein direk-
ter Vergleich beider Substanzen beim fNaC3 (siehe BurckH&(€ et al. 2002) ist ein Schwer-
punkt dieser Arbeit. In'[*C]-Aufnahme-Experimenten bei fNaC3 exprimierenden Oeyt
war die Aufnahme von 2,3-Dimethylsuccinat nur halb so grif®die Aufnahme von Succinat
(Steffgen et al. 1999). Beim humanen NaC3 haben Wang H 2@G00] eine Halbsattigungs-
konstante von 112M fur Dimethylsuccinat bestimmt. Allerdings ist nicht kl@b es sich um
2,2- oder 2,3-Dimethylsuccinat handelt. Burckhardt BCl.e2905) haben einen hoheren ma-
ximalen Substrat-induzierten Strom fir 2,2 Dimethylsnat im Vergleich zu Succinat oder
2,3-Dimethylsuccinat beobachtet. Oshiro und Pajor (20d@)en 2,3-Dimethylsuccinat als
Substrat des xNaC3 beschrieben, ohne den maximalen Tramspiacdem von Succinat zu
vergleichen und ohne einen Vergleich zu 2,2-Dimethylswaiczu machen. Bei vielen NaC1l
hemmt 1 mM Dimethylsuccinat den Transport von Succinattnidaufig ist unklar, ob es sich
um 2,2- oder 2,3-Dimethylsuccinat handelt. Pajor et al98E) beobachten keine Aufnahme
von markiertem Dimethylsuccinat beim Kaninchen-NaCl. BGédsiche gilt fir den Ratten-
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COOH COOH COOH
H-— c‘:f H Hscfﬂcrg |-|fECH3
H—‘C—H H—C—H H-C CH,

EOOH OOH OOH

Succinat 2,2-Dimethylsuccinat2,3-Dimethylsuccin:

Abbildung 1.3: Strukturformeln von Succinat, 2,2- und 2,3-Dimethylsuccinat im Vergleich. 2,2-
und 2,3-Dimethylsuccinat unterscheiden sich in der Anordynder Methylgruppen.

NaC1 durch Chen XZ et al. (1998). Fur das Verstandnis deagen Transportbedingungen
sind vergleichende Untersuchungen von Substraten mitaattiedlichen Ladungen und un-
terschiedlicher raumlicher Verteilung von groRer Bedagt Ob die zweite Methylgruppe an
Kohlenstoffatom 2 oder 3 substituiert wurde, beinflusshhiwr die Halbsattigungskonstante,
sondern auch den maximalen gemessenen Strom (maximalegporénate) (Burckhardt BC et
al. 2002).

In den bisher beschriebenen Experimenten wurde die Abgkeig des Stroms von der Di-
karboxylatkonzentration bei einer gleichbleibenden,dmoNatriumkonzentration untersucht.
Auf der anderen Seite kann auch die Abhangigkeit des StuwomsKation in einer Losung mit
gleichbleibender, hoher Dikarboxylatlosung (meist Suai) untersucht werden. Die Halbsatti-
gungskonstante fur Natrium(ionen) betragt fir den xBla&b mM (Oshiro und Pajor 2005),
den xNaC2 45 mM (Bai und Pajor 1997) und fir den fNaC3 40 mMff§en et al. 1999,
[14C]-Aufnahme-Experimente) oder 18 mM (Burckhardt BC et 8D@, elektrophysiologisch).
Nicht bestimmt wurde die Halbsattigungskonstante fltriNen beim rNaC3. SchlieRlich wur-
de der Succinat-induzierte Strom bei einer gesattigtesuhg anderer Kationen untersucht.
Andere Kationen sind bei den meisten Natrium-Dikarboxidatransportern nicht in der La-
ge, einen Succinattransport zu induzieren. Eine Ausnahiaet lolas Lithium, fUr das bei vie-
len Natrium-Dikarboxylat-Kotransportern ein, wenn auelrsgeringer, Succinat-induzierter
Strom beobachtet wurde. Die hochstétd]-Succinat-Aufnahmen unter Verwendung von Li-
thium als Kation wurden beim mNaC1 und beim xNaC3 mit 30 % b#v% des Succinat-
transports beobachtet, gegentiber 100 % bei VerwendundNatmium als Kation. Nur beim
rNaC1 wurde ein Succinattransport bei Verwendung von Kalils Kation beobachtet (Chen
XZ et al. 1998). Die Kationen N-Methyl-D-Glucamin und Chohingegen dienen den meis-
ten Natrium-Dikarboxylat-Kotransportern nicht als Suas{Pajor 1996, Pajor et al. 1998a,
Yao und Pajor 2000, Kekuda et al. 1999).

Der Succinat-induzierte Strom bei Verwendung von Natridsmkation kann bei fast allen
Natrium-Dikarboxylat-Kotransportern durch Zugabe vothliim gehemmt werden. Die Hem-
mung des Succinat-induzierten Stroms durch Lithium wurenduminalen roNaC1 von Pa-
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jor et al. (1998a) untersucht. Auf Grund der sogenannterefipgden Kinetik der Lithium-
Inhibition schlossen sie, dass eine der drei Natriumbigdstellen eine hohere Affinitat fur
Lithium habe als fur Natrium. Der Succinattransport beMa€1 wird zu 60 Prozent durch
2,5 mM Lithium gehemmt, wahrend beim hNaC1 der Succinaspart nur zu 20 Prozent
durch 10 mM Lithium gehemmt wird (Pajor und Sun 1996). EindbHammungskonstante
(IC50) wurde nicht bestimmt. Tabelle 1.1 zeigt eingberblick Uiber die Halbhemmungskon-
stanten fur Lithium. Einige dieser Konstanten sind ausKtanzentration geschatzt worden,
bei der eine 50- bis 60- prozentige Hemmung der Substratahstattfindet, da keine exakte
Halbhemmungskonstante (§ bestimmt wurde.



Name Aminosiuren Ko, Succ. (M) | IC50 LiT (MM) | Referenzen

fNaC3 | PWNI | LLLGGGFAMAKACEESG.ASW GGH | 30 0,67 Steffgen et al. 1999
Burckhardt BC et al.
2000

rNaC3 | PWNI | LLLGGGFAMAKGCEESGLSAW GGQ | 6-12 2,5-3 Kekuda et al. 1999, Chen
Xetal. 1999

hNaC3 | PWNI | LLLGGGFAMAKGCEESGLSVW GGQ | 20 2,6 Wang H et al. 2000

xNaC3* | PWNI | LLLGGGFAMAKGCEASGLSTW GGR | 5 nicht untersucht Oshiro und Pajor 2005

xNaC3* | PWNI | LLLGGGFAMAKGCEESGLSAW GGQ | 140 nicht untersucht Pajor et al. 2001

xNaC1l | PWNI VI LLGGGFALAKGSEESGLSLWGEDK | 278 keine Bai und Pajor 1997

rNaC1l | PWNI VI LLGGGFALAKGSEESGLSEW.GDK | 25-30 2 Chen XZ et al. 1998, Se-
kine et al. 1998

mNaC1 | PWNI LI LLGGGFALAKGSEESGL SKW.GDK | 350 2 Pajor et al. 2000

rNaCl | PWNI VI LLGGGFALAKGSEQSGLSEW.GDK | 25 3 Chen X et al. 1999, Chen
XZ et al. 1998

hNaC1l | PWNI VLLLGGGYALAKGSERSGLSEW.GNK | 800 20 Pajor und Sun 1996, Chen
X etal. 1999

roNaC1 | PWNI VLLLGGGYALAKGSEESGLSQALGNK | 450 <2,5 Pajor 1995, Pajor und Sun
1996

Yolglaqmniesan pun Bunysjuig T

Tabelle 1.1: Ausschnitte N-terminaler Aminosiuresequenzen ausgeahlter NaC1 und NaC3.Die Aminosaure, die der Position 513 der cRNA flir den
fNaC3 entspricht, ist unterstrichen. Zum Zeitpunkt dentcklung der Mutante waren die Transporter, die mit * gekasichnet sind, noch unbekannt. Der
xNaC3 liel3 sich durch Lithium nicht hemmen, daher der Emtkeine”. Die Halbhemmungskonstanten fir den rNaC1, hNa@d mNaC1 sind geschatzt.
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Bei der bipolaren Erkrankung sind Lithiumsalze, wie zumdpail Lithiumkarbonat, Therapie
der Wahl. Die bipolare Erkrankung ist eine weit verbreifgsgchiatrische Erkrankung mit ei-
ner Lebenszeitpravalenz von 1 % in Deutschland (Jacobi 2084). Charakteristisch ist das
Auftreten von manischen und depressiven Phasen bei densBlitienten. Diese Patienten
haben eine deutlich erhdhte Mortalitat (Muller-Oeglimusen et al. 2003, Angst et al. 1999)
mit einer Suizidrate von etwa 15 % (Quiroz et al. 2004). Lithsalze, Carbamazepin und
Antidepressiva sind einige der Pharmaka, die zur Behagdiuma Prophylaxe der manischen
und depressiven Phasen eingesetzt werden. Eine deutlaineénderung der Suizidrate wur-
de fur Lithium in vielen klinischen und epidemiologisch&tudien gezeigt. Meta-Analysen
zu diesem Thema finden sich bei Kessing et al. (2005), MuzmbhQalabrese (2005), Bur-
gess et al. (2001), Tondo et al. (2001) und Schou (1998). Blofilo trizyklische Antide-
pressiva (Ghaemi et al. 2003) als auch fur Carbamazepirs¢hfeld und Kasper 2004) ist
nur eine geringe prophylaktische Wirkung sowie eine Vezkiig der manischen oder depres-
siven Phasen bekannt. Deswegen ist Lithium Therapie dell Wé&hder bipolaren Erkran-
kung. Allerdings hat Lithium im Gegensatz zu den o0.g. Algiren eine geringe therapeuti-
sche Breite und viele systemische Nebenwirkungen. Einégrgetete akute Komplikation ist
die Lithiumintoxikation (Thomsen und Schou 1999, Timmed 8ands 1999). Insbesondere
die Herzrhythmusstorungen (u.a. QT-Verlangerungemhma diese Vergiftung so bedrohlich.
Zentralnervose Symptome von Tremor Uber Apathie bis aniffanfallen sind ebenfalls ty-
pisch (Gitlin 1999, Timmer und Sands 1999, Thomsen und S&889). Zu den chronischen
Nebenwirkungen der Lithiumtherapie gehoren Schildenisiterfunktion, Kardiomyopathien,
Dermatitiden, aplastische Anamien und Zitraturie (vgtli61999, Timmer und Sands 1999).
Die vermehrte Zitratausscheidung im Urin kann eventueltiduie Hemmung luminal gele-
gener Natrium-Dikarboxylat-Kotransporter erklart wendPajor 1999, Pajor 1996). Der zen-
tralnervose Wirkmechanismus von Lithium ist nicht aufgek Uberlegungen zur Pathophy-
siologie fassen Quiroz et al. (2004) zusammen. Auffaliidoei Untersuchungen von Patienten
mit bipolarer Erkrankung eine Minderaktivitat im Hippaopus, die sich bei einer Lithium-
therapie bessert (Chen C et al. 2000). Da auch Natrium-bDikgtat-Kotransporter im Gehirn
lokalisiert wurden (Maus: Pajor et al. 2001, Mensch: Wangt ldle2000, Inoue et al. 2002a,
Inoue et al. 2002b, Huang et al. 2000), konnten Untersupduan den Natrium-Dikarboxylat-
Kotransportern zum Verstandnis der vielfaltigen peeigm und zentralnervosen Lithiumwir-
kungen beitragen.

Ziel dieser Arbeit war eine weitergehende elektrophygjmiche Charakterisierung des
Natrium-Dikarboxylat-Kotransporters aus der Flundem&nXenopus-laevi©ozyten. Neben

der Untersuchung der Bedeutung der stochiometrischearsiitiede von Succinat-Derivaten
wurde besonderes Augenmerk auf die Eigenschaften demuNdtimdungsstellen gelegt. Dazu
wurde zunachst eine Mutante untersucht, von der vermutetiey dass sie sich in Bezug
auf die Lithiumempfindlichkeit vom Wildtyp unterscheid&ei der Hemmung des Succinat-
induzierten Stroms durch Lithium wurden die maximale Herarkbit und die apparen-
te Hemmkonstante von Lithium bestimmt. Auch der Einfluss tomM Lithium auf die
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Halbsattigungskonstante von Succinat wurde untersiigitl. ein Succinat-induzierter Strom
oder [*C]-Succinat-Aufnahme mit Lithium als Kation bei einigen tNiam-Dikarboxylat-
Kotransportern beobachtet wurde, wurde der Succinaziedie Strom mit Lithium als Kation
untersucht. Mit dem Ziel, den Einfluss von Lithium auf die bidttigungskonstante fur Natri-
um zu bestimmen, wurden Versuche zur Natriumabhangigleriinduzierten Strome durch-
gefuhrt.



2 Material und Methoden

2.1 Entnahme und Pr &paration der Oozyten

Verwendet wurden Oozyten aus mindestens zwei Jahre altiemsrikanischen Krallenfrosch-
weibchen Xenopus laevisvon der Firma NASCO, Fort Atkinson, Wisconsin, USA. Nach
cRNS-Injektion translatieren diese Oozyten effizient twbge Proteine. Die Untersuchung
solcher Membranproteine wird dadurch vereinfacht, dasssi wenige endogene Membran-
transportsysteme haben. AuRerdem erlauben sie wegergitofésn Durchmessers von 1,1 bis
1,3 mm im Stadium V und VI nach Dumont (1972) und ihrer im Veigh zu anderen Zel-
len groReren Unempfindlichkeit gegeniuiber mechanisclufiadgn eine leichte Handhabung
(Wagner et al. 2000, Wang HC et al. 1991, Dawid und Sargert?)199

Zweimal pro Woche wurden Oozyten aus den Froschen entnomfug Anasthesie wurden
die Krallenfroschweibchen auf Eis mit Tricainldsung ggléie Oozyten wurden unter Beach-
tung der Tierschutzvorschriften durch eine qualifiziertiéakbeiterin des Hauses enthommen.
Dazu wurde am Unterbauch einzeln durch die Haut und die Msisthieht geschnitten. Mit
Hilfe eines Hakens wurde das Ovar mobilisiert und durch dbis 2 cm grof3en Schnitt gezo-
gen. Mit einer Schere wurden dann Teile des Ovars abgetrAnsthlieRend wurden separat
die Muskelschicht und die Haut mit Einzelknopfnahten uesorbierbaren Faden zugenaht.
AnschlieRend wurde der Frosch in einen Eimer mit wenig Wagskegt, bis er wach wieder
ins Aquarium zuriickgetragen wurde. Nach einer Ruhepaosenehreren Monaten kdnnen
von demselben Frosch erneut Oozyten entnommen werden.

Um die Oozyten vom Ovarstroma zu trennen, wurden die Oozyten Nacht in eine Kol-

lagenaseldsung (Kollagenase A) gelegt und am nachstegdviayriindlich gewaschen. Fir
die Injektion wurden nach einem Tag unter einem Binokulafig; unversehrte Oozyten mit
deutlicher Trennung zwischen dem vegetativen und dem dischan Pol ausgewahlt. Sie ent-
sprechen den Stadien V und VI nach Dumont 1972. Da es metahellUnterschiede zwischen
diesen beiden Stadien gibt, waren Oozyten nur eines Stadiviinschenswert. Sie sind aller-
dings optisch nicht zu unterscheiden (Wagner et al. 2000kddéch et al. 1999). Durch eine
Mitarbeiterin des Hause wurden in jede Oozyte mit Hilfe sibekroinjektors, der durch einen
Mikromanipulator gesteuert wurde, 50 ng der cRNS des Wilsityder Mutante S513C oder
Wasser injiziert. Die cRNS des Wildtyps und der Mutante veardur Verfugung gestellt. Bis
zur Messung am 2. und oder 3. Tag nach der Injektion wurde@d&yten in einer natrium-

11
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Abbildung 2.1: Reifestadien isolierter Oozyten des Krallafrosches. Abgebildet sind isolierte
Xenopus-laevi©ozyten unterschiedlicher Reifestadien nach DumontZ193ie Pigmentierung der
beiden Zellpole (dunkel bzw. hell) im Reifestadium V und ¥ deutlich. (Abbildung aus Middelberg
2004, Seite 9.)

haltigen Losung (“Ori” aus Tabell2.1) aufbewahrt, wobei sie mit verkiirzten Pasteurpipetten
mit rundgeschmolzenen Spitzen taglich in frische Losuibgrtragen wurden. Dabei wurden
unregelmalig pigmentierte Oozyten entfernt.

2.2 Messprinzip

Die Zwei-Elektroden-Spannungsklemm-Methode ist eing Béhfig verwendete elektrophy-
siologische Messmethode (Wagner et al. 2000), um Stromehdiransporter oder Kanale in
einer Zellmembran zu messen. Beschreibungen des Megggrifizden sich bei Wagner et
al. (2000), Stiuhmer (1998) Dietzel et al. (1992) und Pikgret al. (2001). Diese Methode
erlaubt es, bei einem vom Untersucher definierten Pote@tiéime durch diese Transporter,
genauer durch die Oozytenmembran, zu messen. Dazu werdsrElskiroden in die Oo-
zyte gestochen. Die spannungsmessende Elektrode (vgildabb 2.2) misst das Potential
gegeniuber dem Bad, wo die Badelektrode liegt. Die andezktielde, die stromeinspeisende
Elektrode, speist den Strom (Klemmstrom) ein, der zum lHadiees vorgegebenenen Mem-
branpotentials (Kommandospannung) notwendig ist. Diaspagsmessende Elektrode ist mit
einem Ruckkopplungsverstarker (OC 724 A) verbundenddarzum Halten des gewiinschten
Potentials notwendigen Strom berechnet und Uber die sirmpeisende Elektrode einspeist.
Zusatzlich gibt es noch eine Erdungselektrode. Wenn aibst@nz zum Bad gegeben wird, die
eine Veranderung der Leitfahigkeit der Oozytenmembm@milkt, so folgt aus dem Ohmschen
Gesetz, dass sich bei gleichbleibendem Membranpoteriagbtiomfluss verandert. Definiti-
onsgemal entspricht ein Zufluss positiver Ladung in dike&shem negativen Strom.
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Kommandospannung
Vm
| / y\ | e
spannungsmessende stromeinspeisende
Elektrode Elektrode

Abbildung 2.2: Prinzip der Zwei-Elektroden-Spannungsklenm-Methode. Am Ruckkopplungs-
verstarker wird das gewiinschte Potential (Kommandaspag) eingegeben. Das Membranpotential
der Oozyte wird zwischen der spannungsmessenden Elektintieler Badelektrode gemessen. Der
Verstarker liefert den Strom zum Halten dieses Potentiaish die stromeinspeisende Elektrodéer
eine im Bad liegende Elektrode ist das System geerdet.

Vor Beginn eines jeden Experiments erfolgte ein Nullalmiales gemessenen Potentials. Ei-
ne Klemmspannung kann erst etwa 20 Minuten nach Anstechre@aig/te angelegt werden,
da dies vorher von der Oozyte nicht toleriert wird. Wahreieser 20 Minuten wird Gber der
spannungsmessenden Elektrode und der Badelektrode dasti®loiiber der Oozytenmem-
bran gemessen und angezeigt. Erklarungen zur Badeleliraten sich bei Alvarez-Leefmann
(1992). Eine Veranderung der Leitfahigkeit der Oozytierf'zu einer Veranderung des gemes-
senen Membranpotentials.

Fur die Elektroden werden Kapillare aus BorosilikatglasFiament (AuBendurchmesser 1,5
mm, Innendurchmesser 0,8 mm) mit Hilfe eines vertikalen ikapiehgerats gezogen. Sie
werden mit 3-molarer Kaliumchloridlosung gefullt untedr einen chlorierten Silberdraht mit
dem Verstarker verbunden. Alle verwendeten Elektroddérehainen Widerstand von weniger
als 1 M) (Burckhardt BC et al. 2000). Die Messapparatur wird mit gineach vorne offenen
Faraday-Kafig abgeschirmt (vgl. Ohlemeyer und Meyer 1992)

Der Substrat-induzierte Strom wird bestimmt, indem derzespeisende Strom (Klemm-
strom) vor Substratgabe vom Klemmstrom nach Substratgbgezagen wird. Bei der Be-
stimmung der Potentialabhangigkeit des Substrat-imdters Stroms wird der Klemmstrom
fur alle erwiinschten Potentiale zunachst ohne Subghédtdann mit Substrat bestimmt. Bei
einer Strom-Spannungskennlinie wird ausgehend vom Rudetia von -60 mV alle 10 Se-
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Abbildung 2.3: Schematische Darstellung des Oozytenbadds einer runden Plexiglassscheibe liegt
das Bad fiir die OozytéJber die Bohrungen am rechten Rand erreichen die Losurigé¢atnmer. Die
Oozyte liegt bei den Messungen an der rechten Seite des 3 hent&tegs. Der Steg vereinfacht das
Einstechen in die Oozyte. Die Losungen flie3en Uber dab iroder linken Seite ab.

kunden das Klemmpotential verandert. Zunachst wird dasikhpotential in 10 mV Schritten
vom Ruhepotential bis -90 mV und dann aufsteigend bis -10 m schliel3lich absteigend
wieder auf das Ruhepotential von -60 mV variiert. Das gemresKlemmpotential und der
Wert des Klemmstroms werden kontinuierlich von einem SblergZipp & Zonen) registriert.

2.3 Aufbau des Messplatzes

Fur das Experiment liegt die Oozyte in einer Kammer in elBadldsung (meistens Losung
“Ori” aus Tabelle2.1) in einer Perfusionskammer. Diese Kammer ist 3 cm lang urrdhdu
einen 3 mm hohen Steg in zwei Bereiche unterteilt. Der in davillung2.3rechts gelegene

Teil ist 0,5 cm breit und 0,5 cm hoch. In diesen Bereich kinmeei verschiedene Losungen
Uber kleine Bohrungen einflieRen. Im linken Bereich erereisich die Kammer auf ca. 2 cm
Breite und hat im Boden ein Loch von etwa 0,5 cm Durchmedsber einen Trichter und

Gummischlauche flie3en verbrauchte Losungen in einealldehalter.

Die Losungen befinden sich in Scheidetrichtern in einertéfahg unter dem Dach des
Faraday-KafigsUber diinne Polyathylenschlauche flieRen die Losungetie Bohrungen im
Rand der Plexiglaskammer. Die Flussgeschwindigkeitalgeététwa 4 ml/min. Die Oozyten-
kammer ist auf einem Tisch befestigt, der mit 10 cm dicken @iftiRen gegen Erschitterun-
gen abgeschirmt wird. Die Elektroden werden mittels Mikemnpulatoren (Leitz) platziert.
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Zur Vereinfachung des Anstechens der Oozyten ist ein Stdikimskop mit vierfacher Ver-
grofRerung angebracht. Es gibt zwei gleich aufgebaute tidels.

2.4 Dokumentation

Abbildung 3.1 zeigt einen Ausschnitt aus einem Papierprotokoll, bei demkdemmstrom
bei Verwendung der Ori-Losung (sieel) bei 9 Potentialen bestimmt wurde. Gezeigt wird
ein Abschnitt, bei dem ausgehend von der Ruhespannung @amVedie Klemmspannung in
10 mV- Schritten zunachst bis -90 mV dann bis -10 mV und wiedé -60 mV verandert wur-
de. Alle 10 Sekunden wurde die Spannung verandert. Zuebagdbersicht sind die Hilfslini-
en nicht abgebildet. Abgebildet ist auch der jeweils notige Klemmstrom. Es ist zu erken-
nen, dass innerhalb der 10 Sekunden aul3er einer kleinere @pitAnfang keine Veranderung
des Klemmstroms beobachtet werden kann. Bei niedrigemBaltn ist zum Teil ein Anstieg
des Klemmstroms wahrend der 10 Sekunden sichtbar. Inrdi€sdl wurde der Wert am En-
de der 10 Sekunden abgelesen. Strom-SpannungskennliiérKennlinien), bei denen der
Strom bei 2 Potentialen um mehr als 5 nA abwich, wurden in dgyeRwiederholt.

2.5 Bestimmung der Halbs attigungskonstanten

Die Halbsattigungskonstanten in dieser Arbeit wurdencluEadie-Hofstee-Auftragungen
bestimmt. Substrat-induzierte Strome von unterschibdh Substratkonzentrationen wurden
elektrophysiologisch gemessen. Der Substrat-induzittem / bei einer Konzentration:
wird aufgetragen gegen den Strdndividiert durch die Konzentration (I/c). Die Steigung
der Regressionsgeraden durch diese Punkte entspricht dgatiien der Halbsattigungskon-
stanten. Abbildun@.4 zeigt ein Beispiel fur eine Eadie-Hofstee-Auftragunghfoann und
Volker (1993) beschreiben die Schwierigkeiten einer niicigaren Kinetik bei Eadie-Hofstee-
Auftragungen. Die Moglichkeit mehrerer Halbsattigukgsstanten wurde bedacht. Da aber
keine Systematik in den Abweichungen erkannt wurde, wiadeils nur eine Halbsattigungs-
konstante bestimmt.

2.6 Bestimmung der apparenten Inhibitionskonstanten

Die Inhibitionskonstanten fir Lithium wurden mit Hilfe moDixon-Auftragungen bestimmt.
Der durch 1 mM Succinat induzierte Strom wurde bei versamed Lithiumchloridkonzentra-
tionen gemessen. In einer Dixon-Auftragung wird der gemessStrom gegen die Konzentra-
tion des Hemmestoffs aufgetragen. Da keine vollstandigéhéhung des Succinat-induzierten
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Abbildung 2.4: Beispiel einer Eadie-Hoffstee-AuftragungBei einer Eadie-Hofstee-Auftragung wird
der gemessene (hier Succinat-induzierte) Stioaufgetragen gegen den Strafngeteilt durch die
dazugehorige Konzentration c. Die Steigung der Regrasgieraden durch diese Punkte entspricht dem
Negativen der Halbsattigungskonstanten.

Stroms durch Lithium erreicht wurde, wurde der korrigietieom aufgetragen, d.h. der Rest-
strom, gemessen bei einer Konzentration von 20 mM Lithiuringd wom jeweils gemesse-
nen Strom substrahiert. Eine Regressionsgerade durch Bigskte wird verlangert, bis sie
die z-Achse schneidet. Der negative Wert dieses Schnittpurdéeskegressionsgeraden mit
der z-Achse entspricht der apparenten Inhibitionskonstant&ind der Succinat-induzierte
Strom verschiedener Lithiumkonzentrationen und zwei cléeslener Succinatkonzentratio-
nen bestimmt und im Dixon-Graphen aufgetragen, entspdehinegative Wert des Schnitt-
punktes dieser Regressionsgeraden der (echten) Inhigktostanten. Die apparente Inhibi-
tionskonstante ist etwas grof3er als die (tatsachliah@pitionskonstante, da sich die Geraden
theoretisch vor dem Schnittpunkt mit detAchse schneiden. Abbildurigy5zeigt ein Beispiel
fur eine Dixon-Auftragung zur Bestimmung einer apparerteibitionskonstanten.

2.7 Auswertung

Alle Versuchsreihen wurden an mindestens drei Oozyten ven\@rschiedenen Froschen
durchgefuhrt. Bei den dargestellten Untersuchungseigeén wurde der Mittelwert mit Stan-
dardabweichung angegeben, obwohl die Aussagekraft eitard&dabweichung bei sehr we-
nigen Messwerten gering ist. Unvollstandige Messreihemden ebenfalls untersucht, aber
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Abbildung 2.5: Beispiel einer Auftragung nach Dixon.Bei einer Auftragung nach Dixon zur Be-
stimmung einer apparenten Inhibitionskonstanten wirdkdetigierte gemessene Strom gegen die Kon-
zentration des Inhibitors (hier Lithium) aufgetragen. Behnittpunkt der Regressionsgeraden mit der
xz-Achse entspricht dem negativen Wert der apparenten tidrilskonstanten.

nicht in die Berechnung des Mittelwertes und der Standavdalthung einbezogen. In vie-
len Abbildungen wurde der Succinat-induzierte Strom nerimida der maximale Succinat-
induzierte Strom je nach Oozyte stark schwankt. Dazu wurele ggmessene Succinat-
induzierte Strom durch den Succinat-induzierten Strom-®@imV und 1 mM Succinat di-

vidiert. Um den Charakter des Einwartsstroms zu erhaltemde dieser Wert mit -1 multipli-

ziert. In den Unterschriften der Abbildungen des Ergekilsisind die Anzahl der Oozyten
und der Spendertiere angegeben, die Grundlage der jeareilitessreihe waren. Dabei ist in
Klammern die erste Zahl die Anzahl der Oozyten und die zvdideAnzahl der Spendertiere.

Die Standardabweichungwurde nach folgender Formel berechnet:

o= |— > (wi—3)?, (2.1)

N —1+4
i=1
wobei N die Anzahl der Messungen; den Messwert der i-ten Messung unden Mittelwert
der Messwerte bezeichnet.

Da die Fallzahl haufig sehr klein war und nicht von einer Gauf&ilung der Mel3werte ausge-
gangen werden konnte, wurde ein nicht-parametrischerZiefestimmung der statistischen
Relevanz benutzt. Bei nicht gepaarten Ergebnissen wurdgweiseitige) Wilcoxon-Test ver-

wendet, bei gepaarten Untersuchungen (Kontrolle und Tegtreinander an einer Oozyte) der
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Wilcoxon-Test fur gepaarte Untersuchungen. Der Testrentht die Hypothese, ob die zwei
unabhangigen (oder abhangigen) Gruppen von Daten assliden Population stammen. Dazu
wird jedem Messwert aus der Messreikiaund aus der Messreitié sein Rang in der Gesamt-
gruppe X +Y) zugeordnet. Aus den Summen dieser Range und der Anzaheasuvigen in
jeder Gruppe wird eine Prufgrofzeberechnet (Campell und Machin 1993):

_ 0.5 — mmtntl)
Z:Wx 05 2 . (2.2)
mn(m+n+1)
12

Dabei bezeichnédil,, die Summe der Range der kleineren Gruppelie Anzahl der Messwer-
te in der kleineren Gruppe unddie Anzahl der Messwerte in der groReren Gruppe.

Um die statistische Signifikanz (p-Wert) zu bekommen, wiesd Prifgrof3e in einer Tabelle
nachgeschlagen (Campell und Machin 1993).

2.8 Verwendete L dsungen

Die Zusammensetzungen der verwendeten Losungen zeigll@a@hl Die Losung “Ori”
diente auch als Aufbewahrungslosung fiir die Oozyten.@hiemikalien stammten von Merck
KGaA (Darmstadt, Deutschland) und Sigma-Aldrich ChemiebBinfDeisenhofen, Deutsch-
land).
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Name NaCl | KCI CaCk | HEPEBSucc. | LiCl 2,2- 2,3-
(mM) | (mM) | (mM) | TRIS | (mM) | (mM) | DMS | DMS
(mM) (kM) | (mM)
Aufbewahrung der Oozyten
Ori 1170 [3 |2 |5 o 0 0 0
Abschnitt3.2
Ori + 0,05 mM Succ. | 110 3 2 5 0,05 |0 0 0
Ori + 0,1 mM Succ. 110 3 2 5 0,1 0 0 0
Ori + 0,5 mM Succ. 110 3 2 5 0,5 0 0 0
Ori + 1 mM Succ. 110 3 2 5 1 0 0 0
Ori + 2,5 mM Succ. 110 3 2 5 2,5 0 0 0
Ori + 5 mM Succ. 110 3 2 5 5 0 0 0
Abschnitt3.2.6zusatzlich folgende Losungen
Oril 110 3 2 5 0 1 0 0
Oril + 0,05 mM Succ. | 110 3 2 5 0,05 |1 0 0
Oril + 0,2 mM Succ. | 110 3 2 5 0,1 1 0 0
Oril +0,5mM Succ. | 110 3 2 5 0,5 1 0 0
Oril + 1 mM Succ. 110 3 2 5 1 1 0 0
Oril + 2,5 mM Succ. | 110 3 2 5 2,5 1 0 0
Oril + 5 mM Succ. 110 3 2 5 5 1 0 0
Abschnitt3.3 mit Stern* - nur in Voruntersuchung
Ori 110 3 2 5 0 0 0 0
Ori+5uM 2,2-DMS | 110 3 2 5 0 0 5 0
Ori+10uM 2,2-DMS | 110 3 2 5 0 0 10 0
Ori+50uM 2,2-DMS | 110 3 2 5 0 0 50 0
Ori + 100 puM 2,2- | 110 3 2 5 0 0 100 0
DMS
Ori + 500 puM 2,2-| 110 3 2 5 0 0 500 0
DMS
*QOri+1mM 2,2-DMS | 110 3 2 5 0 0 1000 | O
*QOri+5mM 2,2-DMS | 110 3 2 5 0 0 5000 | O
Ori+10uM 2,3-DMS | 110 3 2 5 0 0 0 10
Ori+25uM 2,3-DMS | 110 3 2 5 0 0 0 25
Ori +50uM 2,3-DMS | 110 3 2 5 0 0 0 50
Ori + 100 puM 2,3-| 110 3 2 5 0 0 0 100
DMS
Ori + 500 puM 2,3-| 110 3 2 5 0 0 0 500
DMS
*QOri+1 mM 2,3-DMS | 110 3 2 5 0 0 0 1000
*QOri +5mM 2,3-DMS | 110 3 2 5 0 0 0 5000
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Name NaCl | KCI CaClk | Hepes| Succ. | LiCl NMDG
(mM) | (mM) | (mM) | /Tris (mM) | (mM) | (mM)
(mM)
Abschnitt3.4
Ori 110 3 2 5 0 0 0
OriS + 0,5 mM LiCl 110 3 2 5 1 0,5 0
OriS + 1 mM LIiCl 110 3 2 5 1 1 0
OriS + 2,5 mM LICl 110 3 2 5 1 2,5 0
OriS + 5 mM LiCl 110 3 2 5 1 5 0
OriS + 10 mM LiCl 110 3 2 5 1 10 0
OriS + 20 mM LiCl 110 3 2 5 1 20 0
Abschnitt3.5
OriNMDG 0 3 2 5 1 0 110
OriNMDG + 11 mM NaCl 11 3 2 5 1 0 99
OriNMDG +27,5mMNaCl | 27,5 | 3 2 5 1 0 82,5
OriNMDG + 55 mM NaCl 55 3 2 5 1 0 55
OriNMDG +82,5mMNaCl | 82,5 |3 2 5 1 0 27,5
OriNMDG + 99 mM NaCl 825 |3 2 5 1 0 11
Oris 110 3 2 5 1 0 0
Abschnitt3.6
Ori 110 3 2 5 0 0 0
Oris 110 3 2 5 1 0 0
OriLiCl 0 3 2 5 0 110 0
OriLiCl + 0,2 mM Succ. 0 3 2 5 0,1 110 0
OriLiCl + 1 mM Succ. 0 3 2 5 1 110 0
OriLiCl + 5 mM Succ. 0 3 2 5 5 110 0
OriLiCl + 10 mM Succ. 0 3 2 5 10 110 0

Tabelle 2.1: Zusammensetzung der verwendetendsungen.




3 Ergebnisse

3.1 Einleitung: Substrat-induzierte Str  6me

Alle Untersuchungen dieser Arbeit wurden mit der Zwei-He#ten-Spannungsklemm-

Methode durchgefuhrt. Bei dieser Methode werden Ladusrgshiebungen uber die Oozyten-
membran gemessen. Der Natrium-Dikarboxylat-Kotrangpdransportiert drei Natriumionen

zusammen mit einem divalenten Di- oder Trikarboxylat. Da Réckkopplungsverstarker

das Membranpotential konstant halt, verandert sich dem§ der notwendig ist, um dieses
Membranpotential zu halten (vgl. Abschrizi2?).

Abbildung 3.1 zeigt einen Abschnitt aus einem Original-Schreiberprolipkbei dem eine
Strom-Spannungskennlinie bestimmt wurde. Zu erkenneth ¥@randerungen des Klemm-
potentials in 10-mV-Schritten alle 10 Sekunden. Ausgehemd-60 mV werden so zunachst
-90 mV und dann -10 mV erreicht. Kurz nach jeder Verandemesg Klemmpotentials ist eine
Veranderung des einzuspeisenden Haltestroms (Klemmjizwo beobachten.

Abbildung 3.2 zeigt den Verlauf des Succinat-induzierten Stroms beiréduzyte vom Wild-
typ bei einem Klemmpotential von -60 mV. Direkt nach dem Wasthvon einer natriumhal-
tigen Losung (“Ori” aus Tabell®.1) zu einer natriumhaltigen Losung mit 1 mM Succinat
(“OriS”) gibt es einen starken Abfall des Klemmstroms, der Binwartsstrom interpretiert
werden kann (Markierung A). Der Klemmstrom, oder eingestpeHaltestrom, erreicht rasch
einen Maximalwert und kurz darauf ein Plateau. Nach dem Wédcuriick zur natriumhaltigen
Losung ohne Succinat (Markierung B) gibt es einen plolt&ih Anstieg des Klemmstroms, der
wieder den Wert vor dem Wechsel der Losungen erreicht. RelaMf der Strome, die durch
2,2- und 2,3-Dimethylsuccinat induziert sind, ist quaiitaleich.

Bei einem Fluss positiver Ladungen aus der Oozyte heraudidateranderung des Klemm-
stroms das umgekehrte Vorzeichen. Abbilddg zeigt bei der Markierung “C” den Verlauf
des Klemmstroms nach dem Wechsel von der natriumhaltigesuhg ohne Succinat (“Ori”)

zur lithiumhaltigen Losung ohne Succinat (“OriLiCl"). DAnstieg des Klemmstroms nach
dem Wechsel zur lithiumhaltigen Losung ist gering (hiavatl5 nA) und ein Plateau ist sehr
schnell erreicht.

21
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Abbildung 3.1: Beispiel eines SchreiberprotokollsZur besseretybersicht sind in dieser verkleinerten
Kopie aus einem Schreiberprotokoll die Hilfslinien zur Augstung entfernt worden. Im Original ist der
Wert des gemessenen Haltestroms rot und der Wert des Kletanijas schwarz aufgetragen. Die
kantigen Potentialanderungen fuhren zu einer Veramdedes Klemmstroms, der nach weniger als
einer Sekunde ein Plateau erreicht.
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Abbildung 3.2: Succinat-induzierter Strom im Beisein von L0 mM NaCl. Kurz nach dem Wechsel
von der succinatlosen (“Ori”) zur succinathaltigen LogyfOriS”) (A) kommt es zu einem Abfall des
Klemmstroms. Der Klemmstrom erreicht ein Minimum, steighd etwas an und erreicht ein Plateau.
Nach dem Wechsel zurtick zur succinatlosen Losung (“@B))wird sehr schnell wieder der gleiche
Klemmstrom gemessen wie vor dem Wechsel der Losungen.ifies Beispiel fir einen Einwarts-
strom positiver Ladungen (Klemmpotential -60 mV).
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Abbildung 3.3: Klemmstrom bei Wechsel von natrium- zu lithiumhaltiger L 6sung.Diese Abbil-
dung zeigt bei der Markierung “C” einen Fluss positiver Lagen aus der Zelle kurz nach dem Wech-
sel von der natriumhaltigen (“Ori”) zur lithiumhaltigen@tiLiCl") Losung, beide ohne Succinat. Der
Abfall des Klemmstroms ist sehr schnell und erreicht dareiniPlateau. Nach dem Wechsel zurtick
zur natriumhaltigen Losung (“Ori”) wird wieder der gleeldaltestrom benotigt wie vor dem Wechsel
der Ldsungen (Markierung “D”). Das Klemmpotential betrg60 mV.
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Abbildung 3.4: Succinat-induzierter Strom im Beisein von 10 mM LiCl. Der Wechsel von einer
lithiumhalitigen succinatlosen Losung (“OriLiCl") zurer lithiumhaltigen Losung mit 1 mM Succinat
(“OriLiCl + 1 mM Succ.”) ist bei Markierung E kaum zu erkennddieser Wechsel bewirkt bei dieser
typischen Oozyte keine deutliche Veranderung des Klemumst (Klemmpotential -60 mV).

Ein Einwartsstrom ist bei Wechsel von einer natriumhaltigsuccinatfreien zu einer natrium-
und succinathaltigen Losung deutlich zu erkennen (siebbildung 3.2). Um zu untersu-
chen, ob Lithium als Kation einen Succinattransport indrezi kann, wurde der Succinat-
induzierte Strom im Beisein von 110 mM Lithium gemessen. ishimg 3.4 zeigt den Verlauf
des Succinat-induzierten Stroms einer Oozyte vom WildtyfBeisein von 110 mM Lithium-
chlorid. Im Vergleich zu Abbildun@.2ist kein klarer Succinat-induzierter Strom zu erkennen.
Wenn Uberhaupt, handelt es sich um einen sehr geringenaisstrom. Ob der Abfall der
Klemmspannung einem Succinattransport entspricht odelSobhwankungen widerspiegelt,
die durch den Wechsel der Losungen bedingt werden, ist Bbfldung3.4 nicht zu erkennen.
Die Auswertung der Messungen der Succinat-induziertein&mit Lithium als Kation findet
sich in Abschnitt3.6.

3.2 Succinat-induzierte Str  6me: Vergleich Wildtyp/Mutante

Da Steffgen et al. (1999) bei der ersten Beschreibung degiNaDikarboxylat-Kotransporters
aus der Flunderniere die Transporteigenschaften furiSatcmittels Aufnahme-Experimenten
bestimmt haben, liegt es nahe, Succinat als Vergleichssiilzsl verwenden. Der erste Schritt
bei der elektrophysiologischen Untersuchung der Mutasitdié Beschreibung der Transport-
eigenschaften von Succinat im Vergleich zum Wildtyp, unmsiczu gehen, dass die Mutation
zu keinen wesentlichen Veranderungen dieser Transgeristhaften gefuihrt hat.
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Abbildung 3.5: Strom-Spannungskennlinie fir Succinat (H,O-Oozyten).Der durch 1 mM Succinat
induzierte Strom ist bei den 6J@-Oozyten von 6 Froschen etwa Null nA. Alle anderen Sudkina
zentrationen haben eine vergleichbare Strom-Spannungkkie. Zum Vergleich ist der durch 1 mM
Succinat induzierte Strom bei einer Oozyte (Wildtyp) ggz€n=6/6: Es wurden Experimente an 6
Oozyten von 6 Froschen durchgefuhrt).

3.2.1 Wasser-injizierte Oozyten (H ,0-Oozyten)

Succinatkonzentrationsreihen wurden an sechs Wassaeitgn Oozyten von sechs Froschen
durchgefuhrt. Die Versuchslosungen enthielten folger®lccinatkonzentrationen: bM,

10 M, 100 pzM, 500 p4M, 1000 M und 5000uM. Eine Konzentrationsabhangigkeit der Suc-
cinatantwort wurde nicht beobachtet. Fur alle Konzerdr&n von Succinat und alle neun
gemessenen Potentiale war der Succinat-induzierte Sttawan gleich Null. Etwas grof3ere
Schwankungen wurden bei niedrigeren Klemm-Potentia2® 1faV, -10 mV) beobachtet, oh-
ne dass eine Systematik in diesen Abweichungen zu beolaalate (Abbildung3.5). Eine
Korrektur der Messwerte der mit cRNS injizierten Oozytemn alao nicht notwendig.

3.2.2 Potentialabh &angigkeit des Succinat-induzierten Stroms

Succinat-induzierte Strome wurden beim Wildtyp und bei Metante fur die Konzentratio-
nen 0,05 mM, 0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2,5 mM und 5 mM jeweils fir nédlemmpotentiale
bestimmt. Insgesamt wurden fiir die Mutante Experiment&a®ozyten von 5 Froschen und
fur den Wildtyp an 6 Oozyten von 4 Froschen durchgefisighe Abbildunger8.6und3.7).
Auffallig war die haufig deutlich bessere Expression (imeter Succinat-induzierter Strom)
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Abbildung 3.6: Strom-Spannungskennlinie von Succinat (Wdtyp). Der Succinat-induzierte Strom
nimmt bei Depolarisation ab. Beispielhaft sind die Messeder Konzentration 0,05 mM (Kreise) und
1 mM Succinat (Quadrate) dargestellt (n=6/4).

bei der Mutante im Vergleich zum Wildtyp. Bei der Mutantessite der durch 1 mM Succinat
induzierte Strom bei einer Klemmspannung von -60 mV von -8®is -140 nA. Beim Wild-
typ lag die Expression bei dem gleichen Klemm-Potentiakehén -50 nA und -80 nA. Aus
diesem Grund wurden die maximalen Succinat-induziertetn®t normiert, um die Messun-
gen in den Abbildungen besser miteinander vergleicheronndri. Dabei wurde der normierte
Wert mit -1 multipliziert, um den Charakter des Einwantssts zu erhalten.

Sowohl bei der Mutante als auch beim Wildtyp bestand eineafbre des Succinat-induzierten
Stroms bei Depolarisation. Abbildungeh6 und 3.7 zeigen die Potentialabhangigkeit des
Succinat-induzierten Stroms bei zwei Konzentrationed5 @M und 1 mM Succinat. Die Ab-
nahme des induzierten Stroms bei Depolarisation ist lirgarwurde flr alle Succinatkonzen-
trationen an allen mit cRNS injizierten Oozyten beobachdét Steigungen der Regressions-
geraden durch die Strom-Spannnungskennlinien aus derigrte@minduzierten Stromen sind
vergleichbar zwischen Wildtyp und Mutante. Bei einem Klepmtential von -60 mV ist diese
Steigung bei der Mutante 0,00580,0007 und beim Wildtyp 0,006& 0,002. Die Potential-
abhangigkeit der Succinat-induzierten Strome war a&soNildtyp und Mutante ahnlich. Mit
einem P-Wert von 0,18 war der Unterschied statistisch miigmifikant.
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Abbildung 3.7: Strom-Spannungskennlinie von Succinat (Mtante). Der Succinat-induzierte Strom
nimmt bei Depolarisation ab. Beispielhaft sind die Messeveler Konzentrationen 0,05 mM (Kreise)
und 1 mM Succinat (Quadrate) dargestellt (n=10/5).

3.2.3 Konzentrationsabh angigkeit des Succinat-induzierten Stroms

Bei niedrigen Konzentrationen von Succinat stieg der ireftez Strom bei kleinen Konzen-

trationserhohungen stark an, bei hohen Konzentratioe&giezder induzierte Strom ein Satti-
gungsverhalten. Dies ist die Voraussetzung fir die Benaab einer Halbsattigungskonstan-
ten fur Succinat nach Michaelis-Menten. Abbildundge8und 3.9 zeigen die Konzentrations-

abhangigkeit des Mittelwertes des normierten Succimddrzierten Stroms bei einem Klemm-
potential von -30 mV und -90 mV beim Wildtyp und bei der Mu&nt

3.2.4 Eadie-Hofstee-Auftragung

Abbildungen3.10und 3.11 zeigen Eadie-Hofstee-Auftragungen fur den Wildtyp unddie
Mutante. ZurUbersicht sind nur Mittelwerte eingezeichnet. Die Eadisfdtee-Diagramme
aller Oozyten und aller Klemmpotentiale wurden analysierteinigen Diagrammen ist kein
lineares Verhalten zu beobachten. Es gab sowohl Oozytesutmitals auch mit supralinearem
Verhalten. Daher ist nicht anzunehmen, dass der fNaC3 meeBiadungstellen fir Succinat
hat, die zusatzlich unterschiedliche Halbsattigungskanten haben. Bei der Mutante ist auch
noch bei der Auftragung der Mittelwerte eine Abweichung dam Geraden zu beobachten.
Dies liegt am wahrscheinlichsten an den starker schwalgteMesswerten.
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Abbildung 3.8: Konzentrationsabhangigkeit des Succinat-induzierten Stroms (Wildtyp).Mittel-
werte mit Standardabweichung des normierten Succinatzieden Stroms des Wildtyps bei den
Klemmpotentialen -90 mV und -30 mV. Der Succinat-induzestrom zeigt ein Sattigungsverhalten
(n=6/4).
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Abbildung 3.9: Konzentrationsabhangigkeit des Succinat-induzierten Stroms (Mutante)Abgebil-
det sind Mittelwerte mit Standardabweichung des normie®eccinat-induzierten Stroms der Mutante
bei den Klemmpotentialen -90 mV und -30 mV. Der Succinatiridrte Strom zeigt ein Sattigungsver-
halten (n=10/5).
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Abbildung 3.10: Eadie-Hofstee-Auftragung von Succinatfduzierten Stromen (Wildtyp). Die
Eadie-Hofstee-Auftragung der Mittelwerte der Succimattizierten Strome des Wildtyps ergab eine
Gerade. Damit sind unterschiedliche Halbsattigungdearien fir die zwei Succinatbindungsstellen
unwahrscheinlich (n=6/4).
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Abbildung 3.11: Eadie-Hofstee-Auftragung von Succinatsiduzierten Stromen (Mutante). Die
Eadie-Hofstee-Auftragung der Mittelwerte der Succimattizierten Strome der Mutante ist weniger
aussagekraftig als die Auftragung fur den Wildtyp. Es @euaber eine sehr ahnliche Halbsattigungs-
konstante fur Succinat im Vergleich zum Wildtyp bestimmt10/5).
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Abbildung 3.12: Potentialabhangigkeit der Halbsattigungskonstanten von Succinat (Wildtyp) Die
Halbsattigungskonstante des Wildtyps fir Succinat wwad 6 Oozyten von funf Froschen gemessen.
Sie liegt bei etwa 3@:M und ist weitgehend unabhangig vom Klemmpotential, (836/

3.2.5 Halbs attigungskonstante fiir Succinat

Die Halbsattigungskonstante fur Succinat wurde furm&lemmpotentiale von -90 mV bis
-10 mV bestimmt. Experimente wurden an 6 Oozyten von 4 Sptaden fur den Wildtyp
und an 10 Oozyten von 5 Spendertieren fur die Mutante defcing Fur den Wildtyp lag die
Halbsattigungskonstante bei 297 M bei einem Klemmpotential von -60 mV. Die Halbsatti-
gungskonstante der Mutante war vergleichbar mit einem Wdamt 22 +13 ;M. Unter der
Annahme, dass die Halbsattigungskonstanten des Wildiygsler Mutante gleich sind, ergibt
die zweiseitige Teststatistik nach Wilcoxon fur ein Klepotential von -60 mV einen p-Wert
von 0,65. Damit ist das Ergebnis nicht statistisch signifik§&owohl beim Wildtyp als auch bei
der Mutante war bei den Versuchen keine Potentialabhkeggider Halbsattigungskonstanten
fir Succinat zu erkennen. Auch bei Betrachtung der eirredozyten war eine Zunahme der
Halbsattigungskonstanten bei Depolarisation genausoseheinlich wie eine Abnahme der
Halbsattigungskonstanten. Abbildung8ril2 und 3.13 zeigen die Halbsattigungskonstanten
des Wildtyps und der Mutante im Potentialverlauf. Auftlvaren die starkeren Messwert-
schwankungen bei der Mutante. Da dies die ersten Experameaten, die ich durchgefuhrt
habe, liegen diese Schwankungen wahrscheinlich an medroér geringen Erfahrung zu die-
sem frihen Zeitpunkt. Unabhangig davon hat die von Steffdqurchgefiihrte Mutation keinen
Einfluss auf die Affinitat des Natrium-Dikarboxylat-Kotrsporters aus der Flunderniere flr
Succinat.
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Abbildung 3.13: Potentialabhangigkeit der Halbsattigungskonstanten von Succinat (Mutante).
Die Halbsattigungskonstante der Mutante fur Succinatdewan 10 Oozyten von funf Froschen ge-
messen. Sie liegt bei etwa 221 und ist weitgehend unabhangig vom Klemmpotential, (n§1.0

3.2.6 Halbs attigungskonstante flir Succinat im Beisein von Lithium

An vier Oozyten des Wildtyps wurde bei einem Klemmpotentiath -60 mV die Halbsatti-
gungskonstante fur Succinat unter 110 mM Natrium in Abwbsé von Lithium als auch
unter 110 mM Natrium im Beisein von 1 mM Lithium gemessen. Bigcinatkonzentratio-
nen der Versuchslosungen warem®, 10 M, 100 M, 500 M, 1000 M und 5000:M.
Diese Messung an einer Oozyte ermoglicht den direktenl&lely zwischen der Halbsatti-
gungskonstante von Succinat ohne und in Anwesenheit vhiubit und erlaubt auch kleinere
Veranderungen zu messen. Allerdings ist es dann nicht mélgtich, jeweils den Succinat-
induzierten Strom bei neun Klemmpotentialen zu bestimmendie Halbsattigungskonstante
fir Succinat potentialunabhangig ist, waren durchsIlExperimente nicht wesentlich mehr
Informationen zu erwarten. Es wird darauf verzichtet, delr éihnlichen potential- und kon-
zentrationsabhangigen Verlauf des Succinat-induziedigoms zu zeigen. Qualitativ war das
Beisein von Lithium bei den Strom-Spannungs- und Konzéntreabhangigkeiten nicht zu
erkennen. Abbildun@.14zeigt die gepaarten Halbsattigungskonstanten der viey®n von

4 Froschen. Bei drei der gemessenen Oozyten wurde eitdeddnahme der Halbsattigungs-
konstante beobachtet, bei einer Oozyte hingegen eine famdbie Anwendung des Wilcoxon
Test fur gepaarte Stichproben ergibt einen p-Wert von®,Damit ist das Ergebnis nicht sta-
tistisch signifikant. Das Beisein von 1 mM Lithium hatte afso einen geringen Einfluss auf
die Halbsattigungskonstante von Succinat.
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Abbildung 3.14: Succinat-Halbsattigungskonstante mit und ohne 1 mM LIiCl. Die Halbsattigungs-
konstante fur Succinat wurde an vier Oozyten von vier €més bei einem Klemmpotential von -60 mV
sowohl ohne als auch mit 1 mM LiCl bestimmt. Bei drei der Oezyist eine Abnahme der Halbsatti-
gungskonstanten zu beobachten (p=0,125, n=4/4).

3.2.7 Zusammenfassung

Die Halbsattigungskonstante fur Succinat betrug beinaip 29+ 7 M und 22+13 uM fur
die Mutante. Wie erwartet, wurde keine Potentialabhdegigdieser Halbsattigungskonstan-
ten beobachtet. Die von Steffgen entwickelte Mutante goteidet sich im Hinblick auf die
untersuchten Transporteigenschaften fur Succinat mant Wildtyp.

Beim Wildtyp wurde auch untersucht, ob 1 mM Lithium die Haltigungskonstante fur Suc-
cinat bei einem Klemmpotential von -60 mV verandert. Dazaude die Halbsattigungskon-
stante fur Succinat an derselben Oozyte mit und ohne 1 mMuuit bestimmt. Bei drei der
vier gemessenen Oozyten wurde eine leichte Abnahme desatiathungskonstanten beob-
achtet. Dieser Unterschied war nicht grof3 und statistischt signifikant (p=0,125). 1 mM
Lithium hat also nur einen sehr geringen Einfluss auf die A#trdes Natrium-Dikarboxylat-
Kotransporters fur Succinat.
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3.3 2,2- und 2,3-Dimethylsuccinat-induzierte Str  0me

Da die Mutante sich in Hinblick auf die Transporteigenstdrafvon Succinat nicht vom
Wildtyp unterschied und kein Unterschied der Transpoetesghaften von 2,2- oder 2,3-
Dimethylsuccinat zu erwarten war, wurden die Transpoetesghaften von 2,2- und 2,3-
Dimethylsuccinat nur beim Wildtyp bestimmt.

3.3.1 Wasser-injizierte Oozyten

Fur die Experimente mit 2,2- und 2,3-Dimethylsuccinat @err jeweils vier mit Wasser inji-
zierte Oozyten von vier Froschen untersucht. Abbildurgidsund3.16zeigen die Mittelwer-
te mit Standardabweichung der Dimethylsuccinat-indtereStrome bei jeweils 500M 2,2-
bzw. 2,3-Dimethylsuccinat. Bei beiden Substanzen war dbs®at-induzierte Strom bei allen
Konzentrationen und Klemmpotentialen etwa Null. Die Schikvengen waren bei niedrigen
Klemmpotentialen hoher und Auswartsstrome haufigiere Korrektur der Dimethylsuccinat-
induzierten Strome war bei den mit cRNS injizierten Oomyaefgrund der hohen Abweichun-
gen nicht sinnvoll. Zum Vergleich ist in den Abbildung&nl5 und 3.16 der mittlere durch
500 M 2,2- bzw. 2,3-Dimethylsuccinat induzierte Strom aufgelaeet.

3.3.2 Potentialabh &ngigkeit Dimethylsuccinat-induzierter Str  6me

Um bei der Bestimmung der durch 2,2- und 2,3-Dimethylsuatcinduzierten Stréome nur we-
nige Strom-Spannungskennlinien mit gesattigtem Dinstioginat-induziertem Strom durch-
zufuihren, wurden vorlaufige Halbsattigungskonstariigr2,2- und 2,3-Dimethylsuccinat be-
stimmt. Dafiir wurde die folgende Konzentrationsreihemerdet: 0,1 mM - 0,5 mM - 1 mM -
5 mM. Die so bestimmte Halbsattigungskonstante bei eintamkhpotential von -60 mV war
21 uM fir 2,2- und 56uM fir 2,3-Dimethylsuccinat. Die Konzentrationsreihe €lie eigentli-
chen Experimente war pM, 10 uM, 50 M, 100 M, 500 M fur 2,2-Dimethylsuccinat und
10uM, 25 M, 50uM, 100:M und 500uM fur 2,3-Dimethylsuccinat.

Abbildung 3.17 zeigt den normierten, durch 2,2-Dimethylsuccinat inddeie Strom der drei
gemessenen Oozyten von drei Froschen in Abhangigkeit K@mmpotential. Der maxi-
male durch 2,2- bzw. 2,3-Dimethylsuccinat induzierte Btraurde zur Vereinfachung des
Vergleiches normiert. Gezeigt werden zwei Konzentratior) M (offene Symbole) und
500 uM (geschlossene Symbole). Die lineare Abnahme des indamiedtroms bei Depo-
larisation wurde bei allen Oozyten beobachtet und ist e@gbar mit der Abnahme beim
Succinat-induzierten Strom. Abbildurdy18zeigt den normierten durch 2,3-Dimethylsuccinat
induzierten Strom von den vier gemessenen Oozyten vonstked im Potentialverlauf. Auch
hier ist eine lineare Abnahme des induzierten Stroms beo@epation zu erkennen.
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Abbildung 3.15: Strom-Spannungskennlinie von 2,2-Dimethlsuccinat fir H,0O-Oozyten. Der
durch eine maximale 2,2-Dimethylsuccinat-Konzentration 0,5 mM induzierte Strom (Dreiecke)
ist etwa Null. Alle anderen 2,2-Dimethylsuccinat-Konzatibnen haben eine vergleichbare Strom-
Spannungskennlinie (n=4/4). Zum Vergleich ist der migldurch 0,5 mM 2,2-Dimethylsuccinat in-

duzierte Strom (Quadrate) mit Standardabweichung gegeid/3).
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Abbildung 3.16: Strom-Spannungskennlinie von 2,3-Dimethlsuccinat fir H,0O-Oozyten. Der
durch eine maximale 2,3-Dimethylsuccinat-Konzentration 0,5 mM induzierte Strom (Dreiecke)
ist etwa Null. Alle anderen 2,3-Dimethylsuccinat-Konzatibnen haben eine vergleichbare Strom-
Spannungskennlinie (n=4/4). Zum Vergleich ist der migldurch 0,5 mM 2,3-Dimethylsuccinat in-

duzierte Strom (Quadrate) mit Standardabweichung gegeig/'3).
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Abbildung 3.17: Strom-Spannungskennlinie von 2,2-Dimethlsuccinat. Bei Depolarisation nimmt
der (normierte) 2,2-Dimethylsuccinat-induzierte StrdmBeispielhaft sind die Konzentrationens
(offene) und 50Q:M (geschlossene Symbole) abgebildet. Gleiche Symbolerditessdaten derselben
Oozyte (n=3/3).
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Abbildung 3.18: Strom-Spannungskennlinie von 2,3-Dimethlsuccinat. Bei Depolarisation nimmt
der (normierte) 2,3-Dimethylsuccinat-induzierte Strom Beispielhaft werden die Konzentrationen
10 uM (offene) und 50QuM (geschlossene) Symbole abgebildet. Gleiche Symbolendijessdaten
derselben Oozyte (n=4/3).
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Abbildung 3.19: Konzentrationsabhangigkeit des 2,2-Dimethylsuccinat-induzierten StromsDer
durch 2,2-Dimethylsuccinat induzierte Strom erreichtMimximum oberhalb einer Konzentration von
100 M. Gleiche Symbole zeigen Messdaten derselben Oozyten®ffymbole entsprechen einem
Klemmpotential von -30 mV und geschlossene einem von -90 n¥3/3).

3.3.3 Konzentrationsabh &ngigkeit Dimethylsuccinat-induzierter Str  6me

Abbildungen3.19und 3.20zeigen den normierten durch 2,2- bzw. 2,3-Dimethylsuddimdu-
Zierten Strom in Abhangigkeit von der DMS-Konzentrati@ezeigt werden die Klemmpoten-
tiale: -30 mV (offene) und -90 mV (geschlossene Symboleg. ldesswerte der einzelnen Oo-
zyten sind durch die Art des Symbols (Kreis, Quadrat eta)elstellt. Erkennbar ist, dass nach
einer raschen Zunahme des induzierten Stroms bei niedkigerentrationen beider Substan-
zen bei weiterer Steigerung der Konzentration keine wefiteigerung des induzierten Stroms
erreicht wurde.

3.3.4 Eadie-Hofstee-Diagramme

Abbildungen 3.21 und 3.22 zeigen exemplarisch die Eadie-Hofstee-Auftragungen2fir
und 2,3-Dimethylsuccinat aller gemessenen Oozyten beneiklemmpotential von -60 mV.
Die dazugehorigen Halbsattigungskonstanten sind inAlgnildungen eingetragen. Fir 2,2-
Dimethylsuccinat liegen die aufgetragenen Punkte benallei Oozyten in der Nahe der
Regressionsgeraden. Bei 2,3-Dimethylsuccinat sind dieelddhungen etwas groRer, ohne
dass eine Systematik in den Abweichungen zu erkennenustbé&ide Substanzen gilt, dass
die Eadie-Hofstee-Diagramme fur die anderen Klemmpa@lknéhnlich sind. Abweichungen
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Abbildung 3.20: Konzentrationsabhangigkeit des 2,3-Dimethylsuccinat-induzierten StromsDer
durch 2,3-Dimethylsuccinat induzierte Strom erreichtMimximum oberhalb einer Konzentration von
100 M. Gleiche Symbole zeigen Messdaten derselben Oozyten®ffymbole entsprechen einem
Klemmpotential von -30 mV und geschlossene einem von -90Zun¥.Vereinfachung der Abbildung
wurde der Strom normiert (n=4/3).

nehmen bei niedrigeren Klemmpotentialen geringfiigig 2atén nicht gezeigt). Diese Gra-
phen sprechen nicht gegen die Annahme einer (einzigen)uBgss$telle fur 2,2- bzw. 2,3-
Dimethylsuccinat.

3.3.5 Potentialabh angigkeit der Halbs &ttigungskonstanten

Die Halbsattigungskonstanten von 2,2- und 2,3-Dimetigdsat wurden mit Hilfe von Eadie-
Hofstee-Auftragungen bestimmt. Wahrend es fir 2,2-Ditylsuccinat keinen Hinweis auf
eine potentialabhangigAnderung der Affinitat gibt, wurde bei allen vier Oozyteni Be3-
Dimethylsuccinat eine Abnahme der Affinitat bei Depolatisn beobachtet (Abbildungen
3.23und3.24). Die Affinitat des Transporters ist fur 2,2-Dimethylsutat in allen gemessenen
Oozyten hoher als fir 2,3-Dimethylsuccinat. Bei einenerdinpotential von -60 mV betragt
die Halbsattigungskonstante fur 2,2-Dimethylsuccinat 3 yM. Fir 2,3-Dimethylsuccinat
war die Bestimmung weniger prazise mit 3225 M.

Die Hypothese flur die Signifikanzberechnung nach dem \WiloeTest lautet, dass die
Halbsattigungskonstanten gleich sind. Beim zweisaitigest fur Succinat im Vergleich zu
2,3-Dimethylsuccinat bei einem Klemmpotential von -60 matragt der p-Wert 0,5, fur Suc-
cinat im Vergleich zu 2,2-Dimethylsuccinat 0,01 und fi-Bimethylsuccinat im Vergleich zu
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Abbildung 3.21: Eadie-Hofstee-Diagramme fur 2,2-Dimetlglsuccinat. Eadie-Hofstee-Diagramme
fur 2,2-Dimethylsuccinat von drei gemessenen Oozytereimeim Klemmpotential von -60 mV.
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Abbildung 3.22: Eadie-Hofstee-Diagramme fur 2,3-Dimetlylsuccinat. Eadie-Hofstee-Diagramme
fur 2,3-Dimethylsuccinat von vier gemessenen Oozyterelesm Klemmpotential von -60 mV.
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Abbildung 3.23: Potentialabhangigkeit der Halbsattigungskonstanten von 2,2-Dimethylsuccinat.
Die Halbsattigungskonstante fir 2,2-Dimethylsucciigtt vom Klemmpotential weitgehend un-
abhangig. Die unterschiedlichen Symbole entsprechesrsottiedlichen Oozyten (n=3/3).
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Abbildung 3.24: Potentialabhangigkeit der Halbsattigungskonstanten von 2,3-Dimethylsuccinat.
Die Halbsattigungskonstante fur 2,3-Dimethylsuccstaigt bei Depolarisation. Die unterschiedlichen
Symbole entsprechen unterschiedlichen Oozyten. Zwei t@ozeigen groliere Schwankungen (n=4/3).
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Abbildung 3.25: Maximaler induzierter Strom durch 2,2-, 2,3-Dimethylsuccinat und Succinat.
Der maximale durch 2,3-Dimethylsuccinat-induzierte Btentspricht etwa dem von Succinat. Bei 2,2-
Dimethylsuccinat wurde ein etwa 30 Prozent hoherer mateiniieduzierter Strom beobachtet (p=0,04).
Der Succinat-induzierte Strom der jeweiligen Oozyte wugllech 1 gesetzt. Das Klemmpotential ist
-90 mVv.

2,3-Dimethylsuccinat 0,017. Die p-Werte fur die anderemgssenen Klemmpotentiale sind
ahnlich. Die Halbsattigungskonstante fir 2,2-Dimdghgcinat ist also (statistisch signifikant)
niedriger als die fur Succinat und 2,3-Dimethylsuccinat.

3.3.6 Vergleich der maximalen Transportraten

Der maximale Substrat-induzierte Strom entspricht derimaben Transportgeschwindigkeit
des Kotransporters. Fir 2,2- und 2,3-Dimethylsuccinatdeulieser maximale Strom mit dem
durch 1 mM Succinat induzierten Strom verglichen. 2,3-0Omgksuccinat hat einen vergleich-
baren Sattigungsstrom, wahrend 2,2-Dimethylsuccimdtalben angelegten Potentialen etwa
30 Prozent hoher ist (Abbildung;25. Die Berechnung der Teststatistik nach Wilcoxon ergibt
einen p-Wert von 0,04. Damit ist das Ergebniss statistigphifikant.

3.3.7 Zusammenfassung

Die Transporteigenschaften des Natrium-Dikarboxylatr&asporters fur 2,2- und 2,3-
Dimethylsuccinat wurden untersucht. 2,2- und 2,3-Dimkstigcinat unterscheiden sich darin,



3 Ergebnisse 41

an welchem Kohlenstoffatom die zweite Methylgruppe angeltrr ist. Dieser Unterschied
fuhrt im Vergleich zu Succinat nicht zu einem qualitativénterschied der Potentialabhangig-
keit des Substrat-induzierten Stroms. Allerdings wird diffinitat des Transporters und
die maximale Transportrate verandert. Die Affinitat ®2-Dimethylsuccinat war mit der
Halbsattigungskonstanten von#7 3 uM deutlich groRer als fir 2,3-Dimethylsuccinat (32
+ 25 uM) oder Succinat 2% 7 pM). Die Halbsattigungskonstanten von Succinat und
2,2-Dimethylsuccinat sind unabhangig vom Klemmpoténtichrend die Halbsattigungskon-
stante von 2,3-Dimethylsuccinat bei Depolarisation zuminDer maximale induzierte Strom
war bei 2,2-Dimethylsuccinat etwa 30 % grof3er als bei Swatader 2,3-Dimethylsuccinat.

3.4 Hemmung der Succinatantwort durch Lithium

Bei vielen der Natrium-Dikarboxylat-Kotransporter wirdrdSuccinattransport durch Lithium
gehemmt. Die apparente Inhibitionskonstante fir Lithhetragt fir den fNaC3 0,67 11 mM
(Burckhardt BC et al. 2000). Von der entwickelten Mutanteeff§en 2000) wurde erwartet,
dass sie weniger stark durch Lithium gehemmt wird. Um diesrtarsuchen, wurde die Succi-
natantwort (1 mM Succinat) in Abhangigkeit von der Lithikmmzentration bestimmt. Hierzu
wurde der Succinat-induzierte Strom bei sechs verscheadeithiumchloridkonzentrationen
(0,5 mM, 1 mM, 2,5 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM) gemessen. AuRerdemdeuwler Rest-
strom nach maximaler Hemmung durch 20 mM Lithium, sowie diteRtialabhangigkeit der
apparenten Inhibitionskonstanten zwischen Wildtyp undavite verglichen.

3.4.1 Wasser-injizierte Oozyten

Die Experimente zur Lithiumabhangigkeit des Succinduirierten Stroms wurden an sechs
mit Wasser injizierten Oozyten von finf Froschen durdtigd. Bei gleichbleibender Succi-
natkonzentration wurden aufsteigend 6 verschiedeneunitbhloridkonzentrationen bei neun
Klemmpotentialen untersucht. Abbildurdy26 zeigt den Mittelwert mit Standardabweichung
des Succinat-induzierten Stroms im Beisein von 20 mM Lithiduch bei geringeren Lithi-
umkonzentrationen betragt der induzierte Strom bei eflEsmmpotentialen ungefahr 0 nA.
Eine Korrektur der Messwerte der mit cRNS injizierten Oenytvar deswegen unnotig. Als
Beispiel ist der Succinat-induzierte Strom bei 20 mM Lithibei einer Oozyte des Wildtyps
aufgetragen.
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Abbildung 3.26: I-V'-Kennlinien von Succinat im Beisein von LiCl (H,O-Oozyten).1 mM Succinat
im Beisein von 20 mM Lithium induziert bei mit Wasser injigien Oozyten keinen Strom. Niedrige-
re Lithiumkonzentrationen verhielten sich ahnlich. Zuerdleich ist eine Messung an einem Wildtyp
gezeigt, wo der Succinat-induzierte Strom im Beisein vom20 Lithium aufgezeichnet wurde. Nied-
rigere Lithiumkonzentration verursachten beim WildtyprvBetrag hohere Strome (n=6/5).

3.4.2 Reststrom bei maximaler Hemmung durch Lithiumchlori d

Die Hemmung des Succinat-induzierten Stroms durch Lithieim fNaC3 war auch bei sehr
hoher Lithiumkonzentration nicht vollstandig. Gemessamde an 8 (Wildtyp) bzw 11 (Mu-
tante) Oozyten von 6 bzw. 7 Froschen. Bei 20 mM Lithiumdhdlavurden noch etwa 20 %
der Succinatantwort ohne Lithium gemessen. Im Vergleich@unM Lithiumchlorid fuhrte
20 mM nur zu einer geringfligig groReren Hemmung, so dassdaisgegangen werden kann,
dass Lithium nicht in der Lage ist, die Succinatantwort kéettzu unterdriicken. Abbildung
3.27zeigt die Succinatantwort im Beisein von 20 mM Lithium beiesn Klemmpotential von
-60 mV als Anteil der Succinatantwort ohne Lithium fur deildtyp und die Mutante. Bei der
Mutante war die Streuung der Messwerte grof3er als beimtyjildEin statistisch signifikanter
Unterschied in Bezug auf die Sensitivitat gegentberilithzwischen der Mutante und dem
Wildtyp war nicht zu erkennen (p=0,07).

3.4.3 Potentialabh angigkeit der Succinatantwort im Beisein von Lithium

Die Potentialabhangigkeit des Succinat-induziertenr8&im Beisein von Lithium war bis auf
die Hohe des induzierten Stroms vergleichbar mit der Satantwort ohne Lithium. Wie in
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Abbildung 3.27: Reststrom bei maximaler Hemmung durch LiCl. Der Succinat-induzierte Strom
bei 20 mM Lithiumchlorid betragt etwa 20 % des Stroms in Abagheit von Lithiumchlorid ohne
(statistisch) relevanten Unterschied zwischen dem Wildiyd der Mutante. Der durch 1 mM Succinat
induzierte Strom jeder Oozyte ist gleich 1 gesetzt wordegehildet sind Mittelwerte und Standard-
abweichung. Nicht abgebildet sind Wasser-injizierte Qerybei denen der Strom mit und ohne LiCl
ungefahr gleich ist (Wildtyp: n=6/4, Mutante: n=11/4).

den Abbildunger8.28(Wildtyp) und 3.29(Mutante) zu erkennen ist, findet bei Depolarisation
eine lineare Abnahme des Succinat-induzierten Stroms &ateigt wird der Potentialverlauf
fur den Succinat-induzierten Strom bei den Lithiumkorizgionen 0,5 und 20 mM. Bei an-
deren Konzentrationen von Lithiumchlorid (ohne Abbildumgr der Verlauf des durch 1mM
Succinat induzierten Stroms ahnlich. Bei Betrachtungefi&uccinat-induzierten Strome war
kein Unterschied zwischen dem Wildtyp und der Mutante zeseh

3.4.4 Succinatantwort in Abh  &ngigkeit von der Lithiumkonzentration

Die Hemmung des Succinat-induzierten Stroms durch Lithicanvon der Hohe der Lithium-
konzentration abhangig. Allerdings kam es nicht zu eirdistandigen Hemmung des Stroms
durch Lithium. Abbildunger8.30und 3.31zeigen diese Konzentrationsabhangigkeit fur den
Wildtyp bzw. die Mutante. Gezeigt wird der Succinat-indurz Strom in Abhangigkeit der
Lithiumkonzentration fir die Klemmpotentiale -30 mV urf?D-mV.
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Abbildung 3.28: Succinat/-V-Kennlinien unterschiedlicher LiCl-Konzentrationen (Wi ldtyp).
Der durch 1 mM Succinat induzierte Strom im Beisein von 0,Be{Bcke) bzw. 20 mM Lithiumchlorid
(Kreise) nimmt beim Wildtyp bei Depolarisation ab, (n=6/4)
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Abbildung 3.29: Succinat/-V-Kennlinien unterschiedlicher LiCl-Konzentrationen (Mu tante).
Der durch 1 mM Succinat induzierte Strom im Beisein von 0,Be{Bcke) bzw. 20 mM Lithiumchlorid
(Kreise) nimmt bei der Mutante bei Depolarisation ab. (n4]11
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Abbildung 3.30: Succinat-induzierter Strom als Funktion der LiCl-Konzentration (Wildtyp). Stei-
gende Lithiumkonzentrationen fuhren zu einer starkétemmung des durch 1 mM Succinat induzier-
ten Stroms. Beispielhaft dargestellt sind die Succindtterten Strome bei -30 mV und -90 mV (n=
6/4).
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Abbildung 3.31: Succinat-induzierter Strom als Funktion der LiCl-Konzentration (Mutante).
Steigende Lithiumkonzentrationen fuhren zu einer gk Hemmung des durch 1 mM Succinat indu-
zierten Stroms. Beispielhaft dargestellt sind die Sudeimduzierten Strome bei -30 mV und -90 mV
(n=11/4).
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Abbildung 3.32: Dixon-Graph fur den Wildtyp bei einem Klem mpotential von -60 mV.Der Schnitt-
punkt der Regressionsgeraden mit defAchse entspricht dem Negativen der apparenten Inhilsition
konstanten. Auf das Einzeichnen der Standardabweichumgete aus Griinden détbersichtlichkeit
verzichtet (n=6/4).

3.4.5 Dixon-Graphen

Anhand von Dixon-Graphen kann eine Inhibitionskonstaiitesfnen Inhibitor bestimmt wer-
den. Abbildunger3.32 und 3.33 zeigen die Dixon-Graphen der Mittelwerte der Messwerte
des Wildtyps bzw. der Mutante bei einem Klemmpotential v6@ mV. Der Kehrwert des
Succinat-induzierten Stroms wurde nach Substraktionrkgzierten Strom bei 20 mM Lithi-
um gegen die Konzentration von Lithium aufgetragen. Deiatieg Wert des Schnittpunktes
der Regressionsgeraden mit deAchse entspricht der apparenten Inhibitionskontantiinés
Kapitel 2.6 auf Seitel5). Wegen der vielen Messreihen an mit cRNS injizierten O=izytur-
de darauf verzichtet, die Dixon-Graphen aller Messunge(mancRNS injizierten) Oozyten
zu zeigen. Dixon-Graphen aller Oozyten bei neun unterdtbieen Klemmpotentialen wurden
ausgewertet und die Bestimmung aus jedem einzelnen Gragdfienie Mittelwertberechnung
eingeflossen. Abweichungen von den berechneten Regregsiaden in den Dixon-Graphen
waren bei den Einzelmessungen zum Teil groR3er als in deidhinigen3.32und 3.33 Haufig
hatte der gemessene Strom bei 2,5 mM Lithium einen EinfludialLage der Regressions-
geraden. In der Regel wurde jedoch ein (fast) lineares \terh&eobachtet, so dass die An-
wendung nach Dixon gerechtfertigt war.
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Abbildung 3.33: Dixon-Graph fiir die Mutante bei einem Klemmpotential von -60 mV.Der Schnitt-
punkt der Regressiongeraden mit deAchse entspricht dem Negativen der apparenten Inhilstion
konstanten. Auf das Einzeichnen der Standardabweichumgete aus Griinden détbersichtlichkeit
verzichtet (n=11/4).

3.4.6 Potentialabh angigkeit der apparenten Inhibitionskonstanten fulr
Lithium

Die Mittelwerte der apparenten Inhibitionskonstanten deur aus den Inhibtionskonstanten
berechnet, die in den Dixon-Graphen der (mit cRNS injizigytOozyten bestimmt wurden.
Sowohl fur die Mutante (Abbildung.35 als auch fir den Wildtyp (Abbildung.34) war kei-
ne Potentialabhangigkeit dieser Inhibitionskonstarseerkennen. Die apparente Inhibitions-
konstante fur Lithium betrug bei einem Klemmpotential v60 mV fir die Mutante 1,4t
0,6 mM und fur den Wildtyp 1,7 1,1 mM. Die Teststatistik nach Wilcoxon ergabt fur den
zweiseitigen Test bei einem Klemmpotential von -60 mV (b&i Annahme, dass die appa-
renten Inhibitionskonstanten gleich sind) einen p-Wert 0¢66. Die apparenten Inhibitions-
konstanten waren damit nicht signifikant voneinander Veesten. Die durchgefiuhrte Mutati-
on hatte also keinen Einfluss auf die apparente Inhibitionstante von Lithiumchlorid beim
Natrium-Dikarboxylat-Kotransporter aus der Flunderaier
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Abbildung 3.34: Potentialabhangigkeit der apparenten Inhibitionskonstanten von LiCl (Wildtyp).
Die apparente Inhibitionskonstante des Wildtyps fur iuth liegt bei etwa 1,7 mM fiir das Substrat
Succinat. Es ist keine Potentialabhangigkeit erkennioe/d).
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Abbildung 3.35: Potentialabhangigkeit der apparenten Inhibitionskonstanten von LiCl (Mutan-
te). Die apparente Inhibitionskonstante der Mutante fur luithiim Beisein von 1 mM Succinat liegt
bei etwa 1,4 mM. Es ist keine Potentialabhangigkeit erbaniin=11/4).
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3.4.7 Zusammenfassung

Die Hemmung des Succinat-induzierten Stroms war bei rgediiithiumkonzentration von
der Lithiumchloridkonzentration abhangig. Eine Konzatibn von 20 mM Lithium fuhrte

allerdings nicht zu einer starkeren Hemmung des Sucandaizierten Stroms als eine Kon-
zentration von 10 mM Lithium. Der Succinat-induzierte $trdetrug bei 20 mM Lithium

etwa 20 % desjenigen ohne Lithium. Die apparente Inhibéionstante lag bei etwa 1,7 mM
Lithium und war unabhangig vom Klemmpotential. Die Mutninterschied sich weder im
Reststrom nach Hemmung durch die maximale Lithiumkonaéntr von 20 mM noch in der
apparenten Inhibitionskonstanten statistisch signifikam Wildtyp.

3.5 Natrium-induzierte Str 6me

Neben der Succinatbindungsstelle hat der Natrium-Dikegrad-Kotransporter drei Natrium-
bindungsstellen. Die Affinitat des Transporters fur Natr wurde elektrophysiologisch durch
Burckhardt BC et al. (2000) auf etwa 18 mM bei einem Klemmptiéd von -60 mV bestimmit.
Ziel war es, die Lithiumempfindlichkeit der Halbsattigwkgnstanten fur Natrium zu untersu-
chen.

Eine Schwierigkeit bei der Bestimmung der Halbsattiglogstanten fur Natrium bestand
darin, dass Schwankungen der Osmolaritat je nach Gr@serderanderungen einen Einfluss
auf die gemessenen (induzierten) Strome haben konntenbedgrol3en Osmolaritatsande-
rungen zum Verenden der Oozyten flhren konnten. Natriloridhmit einer Konzentration
von 110 mM ist Hauptbestandteil der natriumhaltigen L@am Um groRe Osmolaritatsande-
rungen zu vermeiden, wurde das Natriumchlorid durch eiresslSalz ersetzt. Um die Wir-
kung unterschiedlicher Natriumkonzentrationen zu messerss ein Kation verwendet wer-
den, das nicht zu einem Transport Uber diese Membran. fidieser Arbeit wurde, wie auch
bei Burckhardt BC et al. (2000), N-Methyl-D-Glucamin (NMD@&erwendet. N-Methyl-D-
Glucamin wird von den Oozyten allerdings nicht gut toleri€&roblematisch war vor allem
der Wechsel von der 110-mM-Natrium-Losung zur 110-mM-KtW/I-D-Glucamin-Losung.
Haufig wurden starke Oszillationen des Klemmstroms beaieaodie zum Absterben der Oo-
zyten fuhrten. Abbildunger3.36 und 3.37 zeigen den typischen Verlauf des Klemmstroms
nach dem Wechsel von einer natriumhaltigen (“Ori” in Tab&l1) zu einer natriumfreien
Losung (“OriNMDG”) bei einer Oozyte des Wildtyps (Abbildg 3.36) und einer HO-Oozyte
(Abbildung 3.37). Innerhalb weniger Sekunden nach dem Wechsel zur natéienf Losung
(“OriNMDG") setzten bei beiden gezeigten Oozyten starkeilladionen des Klemmstroms
ein, die einen Wechsel zuriick zur natriumhaltigen Los(i@yi”) notwendig machten. Bei
etwa 90% der Oozyten konnte der Spannungs-Klemmmodus géttaiten werden. Obwohl
versucht wurde, die Messreihe an 16 Oozyten durchzufitk@mte sie nur an einer Oozy-
te beendet werden. Bei allen anderen Oozyten wurde der \Wernlisnatriumfreien Losung
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Abbildung 3.36: Klemmstromverlauf nach Wechsel zur natriumfreien Ldsung (Wildtyp). Gezeigt
ist der Verlauf des Klemmstroms nach dem Wechsel von deiunatialtigen zur natriumfreien Losung
(“OriNMDG” aus Tabelle2.1) bei Markierung A. Zunachst ist der induzierte Strom mitdi Ab-
bildung 3.3 vergleichbar. Allerdings beginnen bald starke Oszillagio des Klemmstroms, die einen
Wechsel zuriick zur natriumhaltigen Losung (B) notwendarhen, wenn weiterhin das Klemmpoten-
tial bei -60 mV gehalten werden soll.

(“OriNMDG") nicht toleriert, so dass keine Messreihe begen werden konnte. Wiederum
tolerierte nur eine von 6 ¥D-Oozyten diesen Versuchsablauf. Daher habe ich versdight,
Halbsattigungskonstante fir Natrium zu bestimmen, imégh den induzierten Strom bei ei-
ner succinathaltigen Losung mit geringerer Natriumkomizdion als bei der Losung “Ori”
mit dem induzierten Strom bei der gut tolerierten natriutidpan Losung (“OriS” [mit Suc-
cinat] - siehe2.1) zu vergleichen. Auswertbar ist ein solches ExperimentBestimmung
der Halbsattigungskonstanten fur Natrium nur, wenn macheaerfolgreich 110 mM Na-
trium mit 0 mM Natrium (110 mM N-Methyl-D-Glucamin) verglgien kann. Eine einfa-
che Umrechnung der induzierten Strome erlaubt dann dieefdwng einer Eadie-Hofstee-
Auftragung. Dieses Experiment wurde an drei Oozyten vonkh@schen durchgefihrt, aller-
dings schwankten die gemessenen Stromstarken sehr. Bastimmung der Halbsattigungs-
konstanten schwierig und unzuverlassig war, wurde daraxfichtet, die Halbsattigungskon-
stante im Beisein von Lithium zu bestimmen.

3.5.1 Voruntersuchung

Am 04.03.01 tolerierte eine Oozyte vom Wildtyp die natrivend Losung (“OriNMDG”) und
den Wechsel zu Losungen mit unterschiedlichen Natriura&otrationen. Nach dem Wech-
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Abbildung 3.37: Klemmstromverlauf nach Wechsel zur natriumfreien Ldsung (H,O-Oozyte).Ge-
zeigt ist der Verlauf des Klemmstroms nach dem Wechsel vomatiumhaltigen (“Ori” aus Tabelle
2.7) zur natriumfreien Losung (“OriNMDG”) bei Markierung A.@d nach Wechsel der Losung begin-
nen starke Oszillationen des Klemmstroms, die einen Wehiséck zur natriumhaltigen Losung (B)
notwendig machen, wenn weiterhin das Klemmpotential b@m& gehalten werden soll. Der kantige
Verlauf des Klemmspannung kommt dadurch zustande, dasSaleeiber einen maximalen Klemm-
strom von nur etwa 700 nA anzeigt.

sel von der natriumhaltigen (“Ori”) zur natriumfreien Ligy (“OriNMDG”) oszillierte der
Klemmstrom Uber eine Stunde lang stark, wobei die Oozyt§rannungs-Klemmmodus ge-
halten werden konnte. Schwankungen des Klemmstroms eestdmdas Ablesen des Klemm-
stroms aus dem Schreiberausdruck. Abbild8r&88zeigt die Werte fur die aus dieser Messung
bestimmte Halbsattigungskonstante fur Natrium furrdden angelegten Klemmpotentiale.

Leider war dieses Experiment nicht reproduzierbar. Betaven 15 Oozyten konnte nach dem
Wechsel zur natriumfreien Losung die Klemmspannung vénm@/ nicht gehalten werden.
Deswegen wurde ein alternativer Versuchsaufbau gewlldt.Oozyte wurde zu Ruhepha-
sen und bei jeweils der ersten von zwei gemessenen Stromspgskennlinien mit der na-
triumhaltigen Losung umspilt. Fur die zweite Stromspargskennlinie wurden Ldsungen
mit unterschiedlichen Natriumchloridkonzentrationemwgklt. Aus Osmolaritatsgrinden wur-
de Natrium durch NMDG ersetzt. Die Versuchskonzentratioman Natrium waren 87,5 mM,
55 mM, 27,5 mM, 11 mM, 0 mM. Zur Vergleichbarkeit mit andererpErimenten und zur
Anwendung einer Eadie-Hofstee-Auftragung wurde der dalah Fehlen von Natrium indu-
zierte Strom in einen durch Natrium induzierten Strom uragenet. Dabei wurde fir jede
Natriumkonzentration die gemessene Stromdifferenz vorgedmessenen Stromdifferenz bei
0 mM Natrium subtrahiert. Das Negative dieses Wertes aotgpginem Natrium-induzierten
Strom, falls 110 mM Natrium eine SattigungskonzentratginDa die Halbsattigungskonstante
fur Natrium elektrophysiologisch durch Burckhardt BC et(2000) bei einem Klemmpoten-
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Abbildung 3.38: I-V-Kennlinie von Natrium gemessen im Vergleich zu natriumfréer L dsung.
Potentialverlauf des Natrium-induzierten Stroms bei deer Oozyte, die die natriumfreie Losung
(“OriNMDG” nach Tabelle2.1) toleriert hat.

tial von -60 mV auf 18 mM und durch Steffgen et al. (1999) mitfdahme-Experimenten
auf 50 mM bestimmt wurden, ist es wahrscheinlich, daf? beihM)Natrium der maximale
Natrium-induzierte Strom gemessen wurde.

3.5.2 HyO-Oozyten

Nur eine von sechs mit Wasser injizierten Oozyten tolaziglie natriumfreie, N-methyl-D-
Glucamin-haltige Losung. Die Versuchsreihe, die mit 1101 iatrium-Losung vergleicht,
wurde besser toleriert und konnte an drei von vier Oozyteohdiefuhrt werden. Im Vergleich
zu den anderen $#D-Experimenten fielen deutlich starkere SchwankungerKtEmamstroms
auf. Das Ablesen der Antworten war auch deshalb erschweit,der Klemmstrom haufig
oszillierende Schwankungen von etwa 10 bis 15 nA aufwies.dBejenigen HO-Oozyten,
die das NMDG nicht tolerierten, waren Schwankungen des Kistroms von uber 100 nA zu
beobachten, die zum Verenden der Oozyte fuhrten. Abbg@uB9zeigt zwei Natriumkonzen-
trationen bei allen neun Klemmpotentialen. Eine systesohé Korrektur der Messwerte der
Oozyten vom Wildtyp war trotz der Tendenz zu induzierterdo®&n um -5 nA bei niedrigen
Natriumkonzentrationen auf Grund dieser starken Schwag nicht sinnvoll.
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Abbildung 3.39: I-V-Kennlinie von Natrium gemessen im Vergleich zu 110 mM Natum. Bei 3
Oozyten wurde erfolgreich eine absteigende Natriumkomagonsreihe im Vergleich zu 110 mM Na-
trium gemessen. Gezeigt sind die Konzentrationen 11 undM5Natrium. Es wurden starke Schwan-
kungen der Natriumantwort beobachtet (n= 3/3).

3.5.3 Potentialabh &angigkeit natriumabh angiger Str 6me

Mit der soeben beschriebenen alternativen Versuchsamoegdkonnten drei der vier begonne-
nen Messungen an den Oozyten vom Wildtyp beendet werderh Beicdiesen Oozyten gab
es bei niedrigeren Natriumkonzentrationen starkerell@anen, die ein genaues Ablesen er-
schwerten. Alle Oozyten erreichten aber nach jeder Veslaizentration bei der Ruhephase
wieder ihren alten Klemmstrom. Abbildur8y40zeigt die Natrium-induzierten Strome fur die
Natriumkonzentrationen von 11 und 110 mM Natrium. Eine Abna des Natrium-induzierten
Stroms bei Depolarisation war bei 110 mM Natrium bei allerz@en deutlich. Bei den nicht
gezeigten Natriumkonzentrationen war eine solche Palabtiangigkeit ebenfalls bei allen
Oozyten zu erkennen. Nur bei 11 mM Natrium wurde dieses Vendoei drei der vier Oo-
zyten nicht beobachtet. Dies kann an den starkeren Schumgek bei niedrigen induzierten
Stromen liegen.

3.5.4 Konzentrationsabh &angigkeit natriumabh &ngiger Str 6me

Abbildung 3.41 zeigt die Konzentrationsabhangigkeit des berechnetemiudainduzierten
Stroms fur alle vier gemessenen Oozyten bei einem Klememgiat von -60 mV. Der Natrium-
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Abbildung 3.40: Succinat-mediierte Stbme bei zwei verschiedenen Natrium-KonzentrationerAn
allen vier gemessenen Oozyten wird die Potentialabh&ediges Natrium-induzierten Stroms fur 11
und 110 mM Natriumchlorid gezeigt. Diese Messwerte sindEygerimenten mit absteigender Natri-
umkonzentration umgerechnet worden (n= 4/3).

induzierte Strom ist bei allen Oozyten linear von der Natkonzentration abhangig. Auf
Grund der Untersuchungen durch Burckhardt BC et al. (2a@08)die Halbsattigungskonstan-
te von Natrium auf knapp 20 mM bestimmten, ist ein maximalatriNm-induzierter Strom
spatestens bei der in dieser Arbeit verwendeten Konzeriraon 87,5 mM Natrium zu er-
warten. Es wurde jedoch von 11 mM Natrium bis 110 mM Natrium lgiearer Anstieg des
Natrium-induzierten Stroms beobachtet. Demnach ist dieaime falsch, dass bei 110 mM
Natrium der maximale Natrium-induzierte Strom flie3t. Damar auch die Berechnung der
Halbsattigungskonstanten aus diesen Daten problerhafdscsowohl bei der Bestimmung der
Halbsattigungskonstante von Burckhardt BC et al. (200@)der von Steffgen et al. (1999) ein
maximaler Natrium-induzierter Strom bei 110 mM Natrium gessen wurde, liegt der Schluss
nahe, dass der verwendetete alternative Versuchsauflzavertéssig und zur Bestimmung der
Halbsattigungskonstanten von Natrium ungeeignet ist.

3.5.5 Eadie-Hofstee-Diagramme

Abbildung 3.42zeigt die Eadie-Hofstee-Auftragungen der vier gemess@uayten bei einem
Klemmpotential von -60 mV. Drei der vier Auftragungen ergeleine Gerade. Abbildury42
(c) ist nach diesen Kriterien eine sehr unzuverlassigeskééise. Bei anderen Klemmpotentia-
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Abbildung 3.41: Konzentrationsabhéngigkeit des Natrium-induzierten Stroms.Die Konzentrati-
onsabhangigkeit des normierten Natrium-induziertenr8& nimmt vom Betrag bei steigender Natri-
umkonzentration zu. Die unterschiedlichen Symbole steallgterschiedliche Oozyten da. Gezeigt sind
die Messungen bei einem Klemmpotential von -60 mV (n= 4/3).

len sind solche unzuverlassigen Ergebnisse haufigeetafgn. Dies erklart zum Teil auch die
starken Schwankungen der Halbsattigungskonstanten iichimg 3.43

3.5.6 Potentialabh angigkeit der Halbs &ttigungskonstanten flir Natrium

Abbildung 3.43zeigt die berechneten Halbsattigungskonstanten fluridatin Abhangigkeit
vom Klemmpotential. Die Halbsattigungskonstante lagaieém Klemmpotential von -60 mV
bei 53+ 3 mM. Eine Potentialabhangigkeit der Halbsattigungskanten war nicht erkennbar.
Diese Ergebnisse sind allerdings nicht zuverlassig.

3.5.7 Zusammenfassung

Eine zuverlassige Bestimmung der Halbsattigungskotestafir Natrium gelang nicht. Die
natriumfreie Losung wurde weder von depa®Oozyten noch von den Oozyten des Wildtyps
toleriert. Nur eine einzige Messung an einer Oozyte vom Wildjelang. Starke Oszillationen
des Klemmstroms fuihrten sehr haufig zu einem Verlust demithbarkeit der Oozyten. Da-
her wurde eine alternative Versuchsanordnung mit abstdeye Natriumkonzentrationen im
Vergleich zu der natriumhaltigen Losung (“Ori”) durchgbft. Auch hier erschwerten Oszil-
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Abbildung 3.42: Eadie-Hofstee-Diagramme fur Natrium-induzierte Strome. Eadie-Hofstee-
Diagramme fur Natrium der Messungen an den vier OozytetdfWi) bei einem Klemmpotential von
-60 mV. Die negative Steigungen der Regressionsgeradspréaitt den Halbsattigungskonstanten fur
Natrium (n= 4/3).
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Abbildung 3.43: Halbsattigungskonstante fur Natrium als Funktion des Klemmpotentials. Starke
Schwankungen lassen keine Potentialabhangigkeit decheeten Halbsattigungskonstante fiir Natri-
um bei den frei gemessenen Oozyten erkennen. Bei einem Kpetemtial von -60 mV liegt die Kon-
stante bei 53+ 3 mM. Unterschiedliche Symbole stellen unterschiedlicbey@en da (n=4/3).
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lationen des Klemmstroms das Auswerten. Die ermittelterstKonzentrationskurve ist nicht
typisch fur ein Sattigungsverhalten. Die Konzentragaishangigkeit des Natrium-induzierten
Stroms weicht im Vergleich zu Burckhardt BC et al. (2000) &telffgen et al. (1999) stark ab.
Die daraus berechneten Halbsattigungskonstanten s&ewaitark und haben eine untypische
Potentialabhangigkeit. Daher wurde die Halbsattigkogstante fir Natrium im Beisein von
Lithium nicht bestimmt.

3.6 Succinat-induzierte Str 6me im Beisein von 110 mM
Lithiumchlorid

In diesem Abschnitt wurde der Frage nachgegangen, ob hitltias Natrium als Kation fur
den Succinattransport ersetzten kann. Ziel war die Bestingnaler Halbsattigungskonstanten
fur Succinat unter Verwendung von Lithium als Kation undbeiansbesondere der Vergleich
zwischen dem Wildtyp und der Mutante.

3.6.1 Voruntersuchungen

Der Wechsel von der natriumhaltigen Losung (“Ori”) zuhiitmhaltigen Losung (“OriLiCI")
wurde von den meisten Oozyten gut toleriert. Allerdingsemaginige Oozyten unter Verwen-
dung der lithiumhaltigen Kontrolllésung instabil und kdan nach einiger Zeit nicht mehr
im Spannungs-Klemmmodus gehalten werden. Bei der erstegt@alie die lithiumhaltige
Losung Uber einen langeren Zeitraum tolerierte, gelesigeinen konzentrationsabhangigen
Succinat-induzierten Strom zu messen. Abbild3ms zeigt die Potentialabhangigkeit des in-
duzierten Stroms dieser Oozyte (Wildtyp). Der Succindtiirierte Strom unter Verwendung
von Natrium ist bei dieser Oozyte unabhangig vom Klemmpidéund entspricht damit nicht
der sonst beobachteten Potentialabhangigkeit des Stdontuzierten Stroms. Unter Verwen-
dung von Lithium kam es bei Depolarisation zu einer deudlictZunahme des Succinat-
induzierten Stroms. Da die beiden Konzentrationen guteaizrar waren, wurde mittels Eadie-
Hofstee-Auftragung eine Abschatzung der Halbsattigkngstanten unter Verwendung von
Lithium durchgefihrt. Die Halbsattigungskonstanteaurtithium betrug bei dieser Oozyte et-
wa 700uM. Bei einer anderen Oozyte (Mutante) wurde die Halbsattiggkonstante auf etwa
5 mM geschatzt. Dies ist der Grund fur die Wahl der Konzidnen 0,1 mM, 1 mM, 5 mM
und 10 mM Succinat fur eine Bestimmung der Halbsattighagstanten bei den mit cRNS
injizierten Oozyten.
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Abbildung 3.44: Voruntersuchung: Strom-Spannungskennlnien von Succinat.Bei der ersten ge-
messenen Oozyte des Wildtyps ist der Succinat-induzigérterSunter Verwendung von Natrium kon-
stant, wahrend er unter Verwendung von Lithium zunimmt.

3.6.2 Potentialabh angigkeit der Str 6me im Beisein von Lithium

Bei den nachfolgenden Messungen wurde keine Konzenteaifnéngigkeit des Succinat-
induzierten Stroms beobachtet. Verwendet wurden Konaéoren von 0,1 bis 10 mM Suc-
cinat. Nur bei einer sehr hohen Affinitat fur Succinat stéa alle diese Konzentrationen in
der Sattigung liegen. Fur den Wildtyp wurde an 9 Oozyten 8oFroschen gemessen, fur
die Mutante an 6 Oozyten von 5 Froschen. Es wurden,@¥ozyten von 3 Froschen un-
tersucht. Abbildunger3.46 3.47 und 3.45zeigen die Potentialabhangigkeit des durch 1 mM
Succinat induzierten Stroms beim Wildtyp, der Mutante bhei. H,O-Oozyten. Bei weni-
gen Oozyten wurden relativ hohe Strome (-30 nA) beim Wpdiymd der Mutante gemessen.
Strome bis -15 nA wurden aber auch bei desO-Oozyten beobachtet. Ein etwas geringerer
Anstieg des Succinat-induzierten Stroms wurde auch beH3€éhOozyten gemessen. Wenn
der Succinat-induzierte Strom fiir den Transporter typis@re, misste eine Beziehung zwi-
schen dem gemessenen Succinat-induzierten Strom unteeivéung von 110 mM Lithium
und demjenigen unter Verwendung von 110 mM Natrium bestekiee solche Beziehung war
nicht zu erkennen (ohne Abbildung).
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Abbildung 3.45: I-V-Kennlinie von Succinat im Beisein von 110 mM LiCl (H,O-Oozyten).Bei
H,O-Oozyten ist haufig eine Zunahme des Succinat-induri§teoms bei Depolarisation im Beisein
von 110 mM LiCl zu beobachten.
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Abbildung 3.46: I-V-Kennlinie von Succinat im Beisein von 110 mM LiCI (Wildtyp). Der durch

1 mM Succinat induzierte Strom unter Verwendung von Lithighibeim Wildtyp meist sehr gering und
steigt bei Depolarisation. Die Linien zeigen die Regrassi@raden durch die Messwerte der induzier-
ten Strome.
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Abbildung 3.47: I-V-Kennlinie von Succinat im Beisein von 110 mM LiCl (Mutante). Der durch

1 mM Succinat induzierte Strom unter Verwendung von Lithistrbei der Mutante meist sehr gering
und steigt bei Depolarisation. Die feinen Linien zeigen Riegressionsgeraden durch die Messwerte
der induzierten Strome.

3.6.3 Leitf ahigkeits anderungen durch Succinat im Beisein von Lithium

Da aus den Strom-Spannungskennlinien (siehe Abbil@u§ 3.46und3.47) nicht erkennbar
ist, ob Succinat im Beisein von 110 mM Lithium einen Einw&ttom induziert, wurden die
Leitfahigkeitsanderungen durch Succinat bestimmt. ders Ohmschen Gesetz folgt, dass die
Leitfahigkeit ;

G= i (3.1)
ist, wobeil den gemessenen Strom ubiddie Spannung Uber der Oozytenmembran bezeich-
net. Wenn man die Leitfahigkeit der Oozyte im Beisein dérinahaltigen Losung (“Ori”) von
derjenigen im Beisein der natriumhaltigen Losung mit $ettcsubstrahiert, bekommt man die
Leitfahigkeitsanderung\G. Abbildungen3.48und3.49zeigen dieAnderungen der Leitfahig-
keit durch Succinat der in diesem Abschnitt untersuchteny@nm bei 110 mM Natrium bzw.
Lithium. Unter Verwendung von 110 mM Natrium filhrte Suatirzu einer sehr deutlichen
Anderung der Leitfahigkeit des Wildtyps bzw. der MutanteVergleich zu deAnderung bei
den H,O-Oozyten. Bei Verwendung von 110 mM Lithium wurde kein Ustdied zwischen

den Leitfahigkeitsanderungen zwischen dem Wildtyp uedMutante beobachtet.
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Abbildung 3.48: Leitfahigkeitsanderungen durch Succinat im Beisein von 110mM NaClGezeigt
sind die Mittelwerte der Leitfahigkeitsanderungen duguccinat unter Verwendung von 110 mM Na-
triumchlorid bei einem Klemmpotential von -90 mV. Es gibten deutlichen Unterschied zwischen den
H,0-0Oozyten und den mit cRNS injizierten Oozyten.

2.5

2.25— —]

1.75 —

1.5 —

1.25 ]

0.75— —

0.5 —

0.25— —

LeitfahigkeitsanderundG durch Succinat

O —

-0.25

Mutante Wildtyp H,O

Abbildung 3.49: Leitfahigkeitsanderungen durch Succinat im Beisein von 110mM LiCl.Unter
Verwendung von 110 mM Lithium sind die Mittelwerte der Lattigkeitsanderungen durch Succinat
bei den HO-Oozyten vergleichbar mit denjenigen der mit cRNS injitde Oozyten. Gezeigt sind die
Messergebnisse bei einem Klemmpotential von -90 mV.
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3.6.4 Zusammenfassung

Es wurde untersucht, ob das Kation Lithium fir den Suctiaasport Natrium als Kation er-
setzten kann und ob die durch Steffgen (2000) entwickelteahta das Succinat im Beisein von
Lithium besser transportiert. Der Succinat-induzierteo®tstieg beim Wildtyp, der Mutante
und in geringerem Malf3 bei den,8-Oozyten an. Untersuchungen der Leitfahigkeitsanderu
gen durch Succinat zeigten keinen Unterschied zwisch&t ldnd cRNS-injizierten Oozyten.
Daher sind die beobachteten hoheren induzierten Stra@anddm cRNS-injizierten Oozyten
auf eine hohere Leitfahigkeit bei den Oozyten zuricldhuén, nicht aber auf einen Transport
durch den fNaCa3.



4 Diskussion

Natrium-Dikarboxylat-Kotransporter (NaC) fungieren dembrantransportproteine vieler
Organe. Sie sind von physiologischer Bedeutung, da Dikathte u.a. wichtige Energie-

lieferanten fur die Zellen sind. Dikarboxylate machen &ti0-15 % des oxidativen Meta-
bolismus der Nierenzellen aus (Simpson 1983). Pathoplogische Bedeutung haben die
Natrium-Dikarboxylat-Kotransporter fur die Entstehwin Kalzium-Citrat-Steinen (Chen X

et al. 1999). Sie haben auch pharmakologische Bedeuturgjedtirekt oder indirekt an der

Ausscheidung vieler Pharmaka tiber die Niere beteiligl.sfu3erdem wird insbesondere der
basolaterale Transporter bei einer pharmakologischaetem Plasmakonzentration von Lithi-
um gehemmt.

Ziel dieser Arbeit war eine funktionelle (elektrophysigische) weiterfihrende Beschreibung
des Natrium-Dikarboxylat-Kotransporters aus den Nierenamerikanischen Winterflunder
(fNaC3). Schwerpunkte dieser Arbeit sind der Einfluss vaimium auf die Transporteigen-

schaften des hochaffinen fNaC3 und die Untersuchung deispoaieigenschaften von 2,2-
und 2,3-Dimethylsuccinat.

Fur die funktionelle Beschreibung des Transportproteimgrde die Zwei-Elektroden-
Spannungs-Klemmmethode verwendet. Die Experimente wuate Oozyten des sudame-
rikanischen KrallenfroschesXénopus laevjsdurchgefiihrt, die nach cRNS-Injektion das
Transportprotein Uberexprimiert hatten. Diese Methodankeingesetzt werden, da es sich
beim NaC3 um einen elektrogenen Transport handelt. Es watdk Natriumionen zusam-
men mit einem divalentem Succinat transportiert. In derellabt.1 wird fur jedes Ergeb-
nis die Untersuchungsmethode angegeben. InsbesondeneViegleich der Ergebnisse der
Aufnahme-Experimente, bei denen die Aufnahme eines mé&kieSubstrates Uber einen
definierten Zeitraum mit der Zwei-Elektroden-Spannundsaknmethode bei einem Klemm-
potential von -50 oder -60 mV gemessen wird, fallen deutlithnterschiede auf. Zwischen
den verschiedenen Gruppen, die sich mit dem Thema beggrifigibt es zum Teil erheb-
liche Unterschiede in den Grundbedingungen der elektsiptogischen Methode. In dieser
Arbeit betrug der maximale Succinat-induzierte Strom teeis etwa -50 nA, bei vielen Ar-
beitsgruppen ist die Expression grofRer (z.B. -400 nA bendVd et al. 2000, siehe Tabelle
4.1). Jahreszeitliche Unterschiede in der Expression wurden Stihmer (1998) beschrie-
ben. Wahrscheinlich haben diese Unterschiede jedoch viEnfluss auf die Berechnung der
Inhibitions- oder Halbsattigungskonstanten.

63
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4.1 Einfluss von Lithium auf den Wildtyp

Lithium wird seit Uber vierzig Jahren in der Therapie dgrdbéren Erkrankungen eingesetzt
(Schou 1997). Da Lithium nicht nur auf die Lange und Haudigkler manischen und de-
pressiven Phasen wirkt, sondern auch die hohe Suizidrateadeenten senkt, bleibt Lithium
Therapie der Wahl (Berk et al. 2005). Die therapeutischét®wen Lithium ist allerdings sehr
gering, was regelmafige Kontrollen der Plasmakonzeaitraton Lithium notwendig macht.
Ziel ist eine Lithiumplasmakonzentration von knapp 1 mivhitim (Schou 1997). Bereits bei
dieser Plasmakonzentration von Lithium kommt es zu eirlevaaten Hemmung des hochaf-
finen humanen Natrium-Dikarboxylat-Kotransporters (Wahet al. 2000).

Bei allen Natrium-Dikarboxylat-Kotransportern wird deuc®inattransport durch Lithium ge-
hemmt. Wie Tabell@l.1zeigt, gibt es groRe Unterschiede beziglich der Inhib#konstanten
fur Lithium. Einige dieser Konstanten werden aus der lithkonzentration geschatzt, die not-
wendig ist, um eine 50 prozentige Hemmungsgicdes Succinat-induzierten Stroms zu errei-
chen. Bei den meisten NaC wird eine halbomaximale Hemmungiber Lithiumkonzentration
unter 3 mM beobachtet. Es gibt drei Ausnahmen, namlich &1 mit einer Inhibitionskon-
stanten von 20 mM Lithium, den mNaC1, dessen Hemmbarkeghduithium gering ist und
den xNaCz2, dessen Succinatantwort nicht durch Lithium gehiewird. Untersuchungen zur
Hemmung des Natrium-Dikarboxylat-Kotransporters aus-ienderniere sind bei Burckhardt
BC et al. (2000) beschrieben. Beobachtet wurde unter amdeirge unvollstandige Hemmung
des Succinat-induzierten Stroms im Beisein von 10 mM Lithiein Reststrom von etwa -
30 nA wurde bei allen untersuchten Oozyten beobachtet. ibiditionskonstante fur Lithium
wurde bestimmt zu 0,5% 11 mM bei einem Klemmpotential von -60 mV (Burckhardt BC et
al. 2000). In dieser Arbeit wurde eine Mutante untersuciet nait dem Ziel entwickelt wurde,
weniger stark durch Lithium gehemmt zu werden. Erwartetdeugine hohere Inhibitions-
konstante (hohere Kg) fur Lithium, die sich auch in einem hoheren Anteil degtidurch Li-
thium hemmbaren Succinat-mediierten Stromes widerspidgiese Erwartung hat sich nicht
bestatigt. Zur Vereinfachung des Vergleichs zwischerdiyd und Mutante und um Storfakto-
ren wie z.B. jahreszeitliche Unterschiede zu vermindeurden alle Untersuchungen in einem
ahnlichen Zeitraum auch an Oozyten durchgefuhrt, dieWlidtyp des fNaC3 exprimiert hat-
ten. Wie im Folgenden naher dargestellt, haben sich farWedtyp die Beobachtungen von
Burckhardt BC et al. (2000) im wesentlichen bestatigt.

Die apparente Inhibitionskonstante fir Lithium wurde ies@r Arbeit zu etwa 1,5 mM be-
stimmt. Dies gilt sowohl flr den Wildtyp als auch fir die Mate. Damit liegt sie etwa um
einen Faktor drei Uber dem friher bestimmten Wert von &%% mM (Burckhardt BC et al.

2000). Fur die Berechnung wurde in dieser Arbeit der Dicnaph verwendet. Dabei wur-
de nur der nicht gehemmte Anteil des Succinat-induzierteon® jeweils von den induzier-
ten Stromen substrahiert. Die auf diese Weise bestimnparapte Inhibitionskonstante liegt
hoher als die echte Inhibitionskonstante. Eine Erklgriimdet sich im KapiteR.6auf Seitel5s.
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Burckhardt BC et al. (2000) bestimmten die Inhibitionskange, indem sie die gemessenen
Strome an die Hill-Gleichung mittels des Sigmasoft-Pangms anpassten. Die Unterschie-
de in der Hohe der apparenten Inhibitionskonstanten asisé aber nicht nur auf Grund der
unterschiedlichen Methoden der Bestimmung erklaren. @uwind der hohen Schwankungen
und der Abweichungen zu Burckhardt BC et al. (2000) wurdesealilnhibitionskonstanten
auf Plausibilitat Uberprift. Bei Betrachtung der Rotedeliegt die Lithiumkonzentration, bei
der eine halbmaximale Hemmung beobachtet wurde, stetglz@risl mM und 2,5 mM Lithi-
um. Inshesondere stimmen die geschatzten Inhibitiorstkaten fir jede gemessene Oozyte
gut mit denen Uberein, die mit Hilfe der Dixon-Graphen lmesit wurden. Problematischer
sind die Bestimmungen der Inhibitionskonstanten bei wamigggativem Klemmpotential. In
den von Burckhardt BC et al. (2000) publizierten Daten karammdie Lithiumkonzentration
(annahernd) ablesen, bei der eine halbmaximale Hemmung§utzinatantwort auftritt. Sie
betragt etwa 1 mM Lithium.

In dieser Arbeit wurde auRerdem untersucht, ob eine pharogiksch relevante Konzentrati-
on von Lithium die Affinitat des Natrium-Dikarboxylat-Ki@nsporters verandert. Bei einem
Klemmpotential von -60 mV wurde an einer Oozyte jeweils difinktat fur Succinat ohne
Lithium und die Affinitat fir Succinat im Beisein von 1 mMthium bestimmt. Durch einen
solchen Versuchsaufbau kdonnen auch relativ kleine Uctiezde in der Affinitat aufgedeckt
werden. Das Beisein von 1 mM Lithium fuhrte bei drei von W@ozyten zu einer geringen
Erhthung der Affinitat fir Succinat, bei einer von vierZyten zu einer Verringerung der Suc-
cinataffinitat. Es zeigte sich, dass das Beisein von Lithkeinen wesentlichen Einfluss auf
die Succinataffinitat des Natrium-Dikarboxylat-Kotraosters aus der Flunderniere hat. Ver-
gleichbare Untersuchungen an anderen Natrium-Dikarlt¥btransportern gibt es nicht.

Untersuchungen des Succinattransports mit Lithium alsodaturden fur fast alle Natrium-
Dikarboxylat-Kotransporter durchgefiihrt. Nur zwei lurale Transporter haben einen deutlich
messbaren Succinattransport unter Verwendung von LitlalsriKation. In Experimenten, bei
denen der Transport bzw. die Aufnahme von Succinat untetrsuerde, konnte die Aufnahme
durch Lithium nur um 30 % beim mNaC1 (Pajor et al. 2000) bzw¥bbeim xNaC1 (Bai und
Pajor 1997) reduziert werden. Die anderen niederaffinensparter, wie auch die hochaffinen
NaC3, zeigen nur einen sehr geringen Succinattranspat Matwendung von Lithium. Eine
Ausnahme ist der hNaC1, fur den in Aufnahme-Experimentn &olcher Succinattransport
beschrieben wurde (Pajor und Sun 1996). Damit ist diesemsp@t im Gegensatz zu den
Annahmen von Steffgen (2000) kein sicheres Unterscheglurgkmal zwischen den NaCl
und NaCs3.

Um zu untersuchen, ob der beobachtete Succinat-induBémen unter Verwendung von Li-
thium als Kation Uber einen Transport von Succcinat unditdaionen durch den Transpor-
ter zurickzufuhren ist, wurden die Leitfahigkeitsanghgen durch Succinat bestimmt. Zwar
gab es groRRere Schwankungen der Leitfahigkeitsanderubei den mit cRNS injizierten Oo-
zyten im Vergleich zu den $D-Oozyten, allerdings ist diese Veranderung der Leigfiédit
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durch Succinat im Mittel gleich. $0-Oozyten haben haufig eine geringere Leitfahigkeit als
Versuchs-Oozyten. Das fihrte zu den beobachteten geeimgauccinat-induzierten Stromen
unter Verwendung von Lithium.

Leitfahigkeitsanderungen durch Succinat unter Verwaigdvon Lithium sind bei den elektro-
physiologischen Untersuchungen der anderen NatriumsbDikglat-Kotransporter nicht be-
schrieben. Ein ahnlicher Effekt konnte auch bei den amelektrophysiologisch bestimm-
ten Succinat-induzierten Stromen, also beim rNaC3, hNa@8aC3 und beim rNaC1, einen
Succinattransport vortauschen. Bei Vergleichen der &grenz in Hinblick auf den Succinat-
transport unter Verwendung von Lithium, wie sie durch $gerff (2000) durchgefuhrt wurden,
sollten aus dieselyberlegungen heraus die Natrium-Dikarboxylat-Kotramtgrofunktionell
in zwei Gruppen aufgeteilt werden: Transporter mit hohemn$port unter Verwendung von
Lithium (xNaC1 und mNaC1) und solche, die keinen oder nuerisehr geringen Succinat-
transport unter Verwendung von Lithium zeigen.



Gegertiiberstellung von Transporteigenschaften der NaC

=)

Name | Ein- [3H] oder | DMS-ind. Hemmung der Succi- Lithium Ko.s Ko,s IC50 Referenzen
warts-| [11C] Strome ind. Stdme oder| als Na- Succ. | Lit
strom | Succ.- oder DMS-| der Succ.-Aufnahme Kation? trium (M) (mM)
(nA) | Aufnahme| Aufnahme durch DMS? (mM)
fNaC3 | -120 | ja ja 2,2- und | 2,3-DMS auf 50 %* nein 18-40* | 30*-60 | 0,67 Steffgen et al. 1999
(-60) 2,3-DMS (1,5) Burckhardt BC et al. 2000
Burckhardt BC et al. 2002
rNaC3 | n.b. ja HRPE n.b. ja auf 2 %* sehr gering | n.b. 6* <2,5* Kekuda et al. 1999
rNaC2 | -130 | n.h. ja(2,3-DMS) | n.b. n.b. n.b. 12 3 Chen X et al. 1999
hNaC3| -400 | ja n.b. ja auf 1 %* sehr gering | 22 20*-100 | 2,6 Wang H et al. 2000
xNaC3| -90 ja HRPE n.b. 2,3-DMS auf ca. 15 %* | nein 55* 5* n.b. Oshiro und Pajor 2005
mNaC3 -100 | ja n.b. 2,2- und 2,3-DMS auf gering 25* 178 n.b. Pajor et al. 2001
<20 %*
xNaC2| n.b. ja n.b. ja auf 80 % ja 48 %* 45* 300* keine* Bai und Pajor 1997
rNaC1 | -300* | ja® n.b. n.b* nein®* sehr gering | 25* 250-30° | 2 @Sekine et al. 1998 Chen
(-60) XZ et al. 1998
mNaC1l -150 | ja n.b. jaaufca. 18 % 30 %*, 8 % | 9.5* ca. 350* | hoch Pajor und Sun 2000
hNaC1| n.b ja n.b. nein nein* 78* 360* 20* Pajor 1996, Pajor und Su
1996
rbNaC1 n.b. ja n.b. nein ja* 40* 450* <2,5* Pajor 1995, Pajor und Su
1996,%Pajor et al. 1998

Tabelle 4.1: Transporteigenschaften der NaCWenn Lithium als Kation fungiert, ist (soweit bekannt) deafisportin % des Transports unter Verwendung

von Natrium angegeben. Einige Autoren geben bei der Hemmenguccinataufnahme an, wieviel Prozent des ohne Hemirasfgenommenen Succinats
bei Zugabe von 10@M DMS aufgenommen wurde. Die mit * gekennzeichneten Datemsten aus Aufnahme-Experimenten. Die Inhibitionskorietan
fur den rNaC1, den hNaC1 und den mNaCl1 sind geschatzt efigedruckten Daten wurden in dieser Arbeit bestimmt.sricht bestimmit.

uoissnysiq ¥
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4.2 Die Mutante

Steffgen (2000) hat eine Mutante des fNaC3 entwickelt (MigaS513C), von der erhofft
wurde, dass sie sich in Hinblick auf die Lithiumeigensolaftvom Wildtyp des Natrium-
Dikarboxylat-Kotransporters aus der Flunderniere unterilet. Bei Betrachtung der Ami-
nosauresequenzen der bis dahin bekannten Natrium-@ikgdi-Kotransporter fiel ein Be-
reich auf, bei dem es eine sehr hobeereinstimmung der Aminosauren gibt. Die Ami-
nosaure, die der Aminosaure 445 beim fNaC3 (bzw. Stell@ &ir cRNA) entspricht, ist
bei allen hochaffinen Transportern (NaC3) Cystein und bei miederaffinen Transportern
(NaC1) Serin (siehe Tabelle 1.1) Bei den hier vorgestelliatersuchungen stellte sich heraus,
dass sich das mutierte Protein im Hinblick auf die Lithiugegischaften nicht vom Natrium-
Dikarboxylat-Kotransporter des Wildtyps unterscheidgposteriori ist dies auch nicht Uberra-
schend, wie Daten einer aktuellen Literaturrechercheerefgiehe Tabellen 1.1 urtl). Auf
Grund der hohefbereinstimmung der Aminosauresequenzen in dem vong@tefietrachte-
ten Bereich zwischen den verschiedenen klonierten Natbikarboxylat-Kotransportern ist
es wahrscheinlich, dass dieser Bereich von besondereuBgugfir das Protein ist. Hinweise,
dass das C-terminale Ende des Proteins besondere Beddiutudig Transporteigenschaften
hat, stammten aus Untersuchungen von roNaC1 und hNaC1 @nir(téahn und Pajor 1998).
Aus diesen Untersuchungen wurde geschlossen, dass areiriBransmembrandomainen 7,
10 oder 11 eine Bindungsstelle fur ein Kation liegt. Dierlsmembrandomaine 11 war allein
fur die Empfindlichkeit gegenuiber Lithium verantwortlic®unktmutationen wurden ebenfalls
am rbNaC1 durchgefuhrt. Mutationen von mehreren sauremésauren des roNaC1 zeigten,
dass Mutationen an Aminosauren Asparagin 373 und Glutd@mineine Veranderungen der
Affinitat fur Succinat und Natrium hervorrufen (Griffitmd Pajor 1999). Ein Austausch einer
Aminosaure Histidin durch eine andere Aminosaure arewuiédtellen des rbNaC1 verandert
die wichtigsten Transporteigenschaften des rbNaC1 nRajo¢ et al. 1998b). Dagegen fuhrt
eine Mutation der Aminosaure Cystein 476 zu einem Protis,nicht zur Membran transpor-
tiert wird. Pajor et al. (2000) mutierten kationische Ansaaren am roNaC1 und fanden, dass
von den untersuchten Aminosauren nur Lysin 84 und Argidie 3u veranderten Transportei-
genschaften fuhren. Fur ein umfassendes Verstandars&iddie Bindung und Translokation
der Substrate bedeutenden Aminosauren reichen diesbritsge am rbNaC1 noch nicht aus.
Weitere Forschung in diesem Bereich ist notig.

Welche Bereiche des Proteins die Transporteigenschafterdié Dikarboxylate oder die
Kationen beinflussen, ist fur die meisten Natrium-Dikandat-Kotransporter nicht bekannt.
Mit Hilfe von Chimeren kann der Bereich eingegrenzt werdkar,fir die Bindung oder Trans-
lokation eines Substrates von Bedeutung ist. Mit Hilfe deiglten Mutagenese (site-directed
mutagenisis) konnen Punktmutationen durchgefuihrt ererifiele solcher Mutanten sind not-
wendig, um die Regionen mit funktioneller Bedeutung zu findgéenaue Analysen der Unter-
schiede zwischen der Aminosauresequenz und der Traegporschaften der Transporter der
verschiedenen Tierarten kdnnen die Anzahl an Mutatiomernngern, die durchgefuhrt werden
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mussen, um Informationen Uber funktionell wichtige Belne zu bekommen. Sie garantieren,
wie die Mutante von Steffgen (2000) zeigt, jedoch nicht imeiaen Erfolg.

4.3 2,2- und 2,3-Dimethylsuccinat

Fur das Verstandnis der physiologischen und pharmalsadbgn Rolle der Natrium-
Dikarboxylat-Kotransporter ist das Substrat- und Hemfffsgiektrum von grofRer Bedeutung.
In dieser Arbeit wurde der Transport der Substrate 2,2- ygeDEmethylsuccinat elektrophy-
siologisch charakterisiert und verglichen. 2,2- und 2iB8w€thylsuccinat unterscheiden sich
darin, an welchem Kohlenstoffatom die zweite Methylgruppgebracht ist (siehe Abbildung
1.3). Die Affinitat fur 2,2-Dimethylsuccinat ist mit der Hahttigungskonstanten von #

3 1M bei einem Klemmpotential von -60 mV deutlich hdher als 2i8-Dimethylsuccinat (32
+ 25 M) oder Succinat (29t 7 xM). Die Halbsattigungskonstanten von Succinat und 2,2-
Dimethylsuccinat sind unabhangig vom Klemmpotentiadhvend die Halbsattigungskonstan-
te von 2,3-Dimethylsuccinat bei Depolarisation zunimnie Daximale Transportrate ist eben-
falls bei 2,2-Dimethylsuccinat etwa 30 % grofer als beickwat oder 2,3-Dimethylsuccinat.
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass eventuell auateabikarboxylate mit einer Sub-
stitution am zweiten Kohlenstoffatom bevorzugt transpariverden konnten.

Tabelle4.1 zeigt, bei welchen Natrium-Dikarboxylat-Kotransportémmethylsuccinat trans-
portiert oder der Succinat-induzierte Strom durch Dimkstigcinat gehemmt wird. Fur
die meisten Natrium-Dikarboxylat-Kotransporter wurde diemmung der Aufnahme von
[2H]- oder ['*C]Succinat durch Dimethylsuccinat bestimmt — anstelle Riesethylsuccinat-
induzierten Stroms. Haufig ist nicht klar, ob es sich um ®@er 2,3-Dimethylsuccinat han-
delt. Es ist moglich, dass es auch fur den Transport vondj@r 2,3-Dimethylsuccinat einen
Unterschied in den Transporteigenschaften gibt, der deeHing in hochaffine und niederaf-
fine Natrium-Dikarboxylat-Kotransporter folgt. Auffél ist, dass die meisten niederaffinen
Transporter nur einen sehr geringen Transport von Dimgtieginat zeigen, wahrend dieser
Transport bei den hochaffinen Natrium-Dikarboxylat-Kasportern mit dem von Succinat
vergleichbar ist. Allerdings sind die Angaben nur begrarmegleichbar, da unterschiedliche
[?H]- oder ['*C]Succinatkonzentrationen und unterschiedliche Komaéohen von Dime-
thylsuccinat verwendet wurden. Am haufigsten wurde eimziBatkonzentration von 10M
und eine Dimethylsuccinat-Konzentration von 1 mM gewdhiiNaC1: Pajor und Sun 2000,
mNaC3: Pajor et al. 2001 und xNaC3: Oshiro und Pajor 2005peivauch Succinatkonzen-
trationen von 10Q:M verwendet wurden (xNaC2: Bai und Pajor 1997). Wang H et24100)
haben beim hNaC3 20 nM Succinat mit 2 mM Dimethylsuccinategait, was zu einer be-
sonders starken Hemmung der Succinataufnahme fuhrteeM/éintersuchungen, insbeson-
dere von 2,2- und 2,3-Dimethylsuccinat im Vergleich demigoten Natrium-Dikarboxylat-
Kotransporter verschiedener Tierarten, sind notwendig.
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Die meisten Substrate der hochaffinen Natrium-Dikarbdxytatransporter sind Metabolite
des Krebszyklus. Bei diesen Di- und Trikarboxylaten werdejenigen Substanzen mit ei-
ner Trans-Konfiguration, wie zum Beispiel Succinatketoglutarat oder Fumarat bevorzugt
(Uberblicke in Burckhardt BC und Burckhardt G 2003, Markdwvind Murer 2004). Die Af-
finitat fur die Karboxylate mit Cis-Konfiguration, wie zuBeispiel Maleat, ist niedriger. Auch
fur Aminosauren wie D- oder L-Aspartat, die zwei Karbayylppen haben, ist die Affinitat
deutlich niedriger als fir Succinat. Noch niedriger ist diffinitat fur Monokarboxylate, von
denen nur fur Pyruvat ein geringer Transport festgestalitde (Burckhardt BC und Burck-
hardt G 2003).

Die meisten Substrate der Natrium-Dikarboxylat-Kotraggr sind Metabolite des Krebs-
zyklus. Wenige andere Substanzen sind Substrate der NabDikarboxylat-Kotransporter.
Dimercaptosuccinat, Meso-2,3-Dimercaptosuccinat un8-D2nercaptopropan-1-Sulfonat
sind die einzigen bekannten Pharmaka, die vom oben gemafdinéasporter transportiert
werden (Burckhardt BC und Burckhardt G 2003). Meso-2,3-®&iraptosuccinat und 2,3-
Dimercaptopropan-1-Sulfonat spielen eine Rolle bei detgifinng von Schwermetallen.
Durch Ulrich (1999) wurden in ganzen Rattennieren vielsekiedene Pharmaka im Hinblick
auf die Hemmung des Succinattransports untersucht. NueyBsanicillin und Furosemid
inhibierten den Succinattransport (Ullrich 1999). Didgseim Hinweis daflr, dass nur wenige
Pharmaka durch die hochaffinen Transporter transportierden oder den Dikarboxylat-
Transport behindern. Natrium-Dikarboxylat-Kotransporstellen also sehr zuverlassig den
a-Ketoglutarat-Konzentrationsunterschied zwischen demeden und demufReren der Zelle
her, der von den organischen Anionen-Transportern 1 undh\8evelet wird, um eine Viel-
zahl von Pharmaka zu eliminieren (Burckhardt BC und Buro#th& 2003, Wright SH und
Dantzler 2004).



5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden ausgewahlte Transporteigensehafies hochaffinen Natrium-
Dikarboxylat-Kotransporters aus der Flunderniere unters Ein Schwerpunkt lag auf den
Untersuchungen Uber den Einfluss von Lithium auf den Satitansport des Proteins. Lithi-
um, das zur Therapie der bipolaren Erkrankung eingesetdt Wwemmt den Succinattransport
des Natrium-Dikarboxylat-Kotransporter aus der Fluna@e erheblich, wobei der Trans-
port von Succinat Uber den von Succinat mediierten Stromegsen wurde. Den zweiten
Schwerpunkt meiner Arbeit bildet die Untersuchung der 3pamteigenschaften von 2,2-
und 2,3-Dimethylsuccinat. Erkenntnisse Uber den EinftlessStruktur der Substrate auf die
Transporteigenschaften vereinfachen Voraussagen irbesforteigenschaften anderer Sub-
strate und erlauben damit ein besseres Verstandnis dempakalogischen Bedeutung der
hochaffinen Natrium-Dikarboxylat-Kotransporter.

Die Untersuchungen des Einflusses von Lithium auf den Sattcamsport schlie3en die Un-
tersuchung einer Mutante des fNaC3 von Steffgen (2000)st@ffgen (2000) hat die Mutante
S513C entwickelt, von der erhofft wurde, dass sie sich imbhR auf die Hemmbarkeit und
den Transport von Lithium vom Wildtyp des Natrium-Dikarlytat-Kotransporters aus der
Flunderniere unterscheidet. Um dies zu untersuchen, wullde Reststrom nach maximaler
Hemmung durch Lithium, die apparente Inhibitionskongaiir Lithium und der Succinat-
induzierte Strom mit Lithium als Kation sowohl fir den Wiyg@ als auch fur die Mutante
bestimmt. Fur alle Oberservablen wurde au3erdem die Adigkeit vom Klemmpotential
untersucht. In der Hoffnung, den Einfluss von Lithium auf diinitat fir Natrium zu be-
stimmen, wurde versucht, die Halbsattigungskonstamé&trium zu bestimmen. Auf Grund
von Oszillationen des Klemmstroms bei Verwendung der maitiieien Losung waren auch
bei einem alternativen Versuchsaufbau die Ergebnissewseatuverlassig, so dass darauf ver-
zichtet wurde, die Versuche im Beisein von Lithium zu widdden. Es wurde gezeigt, dass
sich die Mutante in den untersuchten Transporteigensaiaiicht messbar vom Wildtyp un-
terscheidet. Fur den Wildtyp wurden im Wesentlichen digelBnisse von Burckhardt BC et
al. (2000) bestatigt. Etwa 30 % des durch 1 mM Succinat iiften Stroms ist auch durch
20 mM Lithium nicht zu hemmen. Die apparente Inhibitionsétante, bestimmt mit Hilfe von
Dixon-Graphen, betragt unabhangig vom Klemmpotentiabel,5 mM.

Besonders genau untersucht wurde der Succinat-indu8tde bei Verwendung von Lithium
als Kation. Bei der Betrachtung der Succinat-induziertgtrBe fiel auf, dass die Strome un-
ter Verwendung von Lithium als Kation bei Depolarisatiomehmen. In geringerem Ausmaf3
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wurde diese Zunahme auch bei®+Oozyten beobachtet. Die Untersuchungen/Atesierun-
gen der Leitfahigkeit hingegen zeigten vergleichbarelerungen bei den Messungen an den
mit cCRNS injizierten Oozyten und an den,®-Oozyten. Daher sind die beobachteten Strome
vermutlich eher auf eine insgesamt erhohte Leitfahigiei Oozyten sowohl beim Wildtyp als
auch bei der Mutante bei Verwendung von Lithium als Kationalf einen Transport durch
den Natrium-Dikarboxylat-Kotransporter zurtickzuféhr

Ebenfalls neu in dieser Arbeit ist die Untersuchung des &sf#is von Lithium auf die
Halbsattigungskonstante von Succinat. Dazu wurde eiaayégr Versuchsaufbau verwendet,
bei dem bei einem Klemmpotential von -60 mV an jeder OozygeHthlbsattigungskonstante
fur Succinat und die Halbsattigungskonstante fur Swdm Beisein von 1 mM Lithium be-
stimmt wurde. Bei drei von vier Oozyten kam es zu einer kleiwerringerung der Halbsatti-
gungskonstante fir Succinat im Beisein von Lithium. 1 mNhlim hat also nur einen unwe-
sentlichen Einfluss auf die Halbsattigungskonstantestiocinat.

Die Transporteigenschaften des Natrium-Dikarboxylatr&asporters fur 2,2- und 2,3-
Dimethylsuccinat wurden ebenfalls untersucht. 2,2- ursd@methylsuccinat unterscheiden
sich durch die Position der zweiten Methylgruppe. Diesetetsthied fuhrt, auch im Ver-
gleich zu Succinat, nicht zu einem qualitativen Untersthiler Potentialabhangigkeit des
Substrat-induzierten Stroms. Allerdings wird die Affatidies Transporters und die maximale
Transportrate verandert. Die Affinitat fur 2,2-Dimelgyccinat ist mit der Halbsattigungs-
konstanten von A 3 uM bei einem Klemmpotential von -60 mV deutlich hoher als fu
2,3-Dimethylsuccinat (32 25 M) oder Succinat (29 7 4M). Die Halbsattigungskonstan-
ten von Succinat und 2,2-Dimethylsuccinat sind unabl@rgim Klemmpotential, wahrend
die Halbsattigungskonstante von 2,3-Dimethylsuccirat@epolarisation zunimmt. Die ma-
ximale Transportrate ist ebenfalls bei 2,2-Dimethylsnatietwa 30 Prozent groRer als bei
Succinat oder 2,3-Dimethylsuccinat. Diese Ergebnisssameilarauf hin, dass eventuell ande-
re Dikarboxylate mit einer Substitution am zweiten Kohteffatom bevorzugt transportiert
werden konnten.
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