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1 Einleitung 

1.1 Die Funktion von Sulfat im Organismus 

Sulfat ist das Salz der Schwefelsäure und beim Menschen mit einer Plasmakonzentration von 

0,3 bis 0,5 mM das vierthäufigste Anion im Blut (BECKER et al. 1960). Es kann direkt durch 

die Nahrung aufgenommen werden oder durch Oxidation schwefelhaltiger Aminosäuren wie 

Cystein und Methionin im Körper selbst entstehen (MARKOVICH 2001).  

Im menschlichen Organismus besitzt Sulfat zahlreiche physiologische und biosynthetische 

Funktionen und ist maßgeblich an Aktivierungs- und Detoxifikationsprozessen vieler  

endo- und exogener Substanzen beteiligt (FALANY 1997; MARKOVICH 2001). Sulfat liegt in 

wässrigen Medien fast ausschließlich als divalentes Anion, SO₄²⁻, vor, lediglich im sauren 

Milieu des Magensaftes überwiegt das monovalente Anion HSO₄⁻ (COLE und EVROVSKI 

2000). Die Konjugation, für die Sulfat mit Hilfe von ATP zu  

3‘-Phosphoadenosin-5‘-Phosphosulfat, PAPS, aktiviert werden muss, stellt einen wichtigen 

Schritt in Hinblick auf die Detoxifikation von Pharmaka durch Sulfatierung im menschlichen 

Organismus dar (Abbildung 1). PAPS wird von vielen Sulfotransferasen benötigt  

(LOHR et al. 1998). 

ATP-Sulfurase 

ATP + SO4
2-    APS + PPi 

 

APS-Phosphokinase 

APS + ATP    PAPS + ADP 

 

Abbildung 1: Syntheseweg von 3‘-Phosphoadenosin-5‘-Phosphosulfat (PAPS). Die Synthese 

von PAPS läuft in zwei Schritten ab, wobei im ersten Schritt Adenosin-5‘-Phosphosulfat (APS) 

entsteht, das in einem zweiten Schritt über die APS-Phosphokinase in PAPS umgewandelt 

wird (Schema nach LOHR et al. 1998, S. 124).  

 

Durch verschiedene Sulfotransferasen, die hauptsächlich in der Leber, aber auch in den 

Nieren vorkommen, wird im Rahmen der Biotransformation und Detoxifikation von 
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Xenobiotica, Steroiden, Katecholaminen und Gallensäuren Sulfat übertragen (FALANY 1997). 

Die Synthese zahlreicher aktiver biologischer Substrate ist sulfatabhängig: Die größte Gruppe 

in Säugetieren sind hier die sulfatierten Proteoglykane, die bezüglich ihrer Struktur und 

Funktion eine Hauptkomponente des Knochens und Knorpels darstellen (MARKOVICH 2001). 

In der Leber wird das Sulfat zur Aktivierung des Heparins benötigt (MARKOVICH und MURER 

2004). Durch die Sulfatierung können verschiedene physiologische Aktivitäten beeinflusst 

werden, so führt zum Beispiel eine gesteigerte Sulfatierung von Heparansulfat und 

Dermatansulfat zu einer Verstärkung der antikoagulatorischen Wirkung (OFOSU et al. 1987). 

Bei Schwangeren ist eine deutliche Erhöhung des Sulfatspiegels messbar (COLE et al. 1985). 

Dies ist insbesondere auffällig, da der messbare Serumspiegel der meisten anderen im Blut 

gelösten Substanzen im Rahmen der physiologischen Hämodilution während der 

Schwangerschaft sinkt (LIND 1980). Die erhöhte Sulfatkonzentration im Serum von Feten 

verdeutlicht die wichtige Rolle des Sulfats im Hinblick auf Wachstum und Entwicklung (COLE 

et al. 1984). Es sind altersabhängige Änderungen der Sulfatkonzentration im Serum 

beobachtet worden, jedoch keine geschlechtsspezifischen Unterschiede (COLE und 

EVROVSKI 2000).  

Sulfat als hydrophiles Anion ist im Blut nur geringfügig an Serumproteine gebunden 

(MARKOVICH 2001; MARKOVICH und ARONSON 2007). Durch renale Elimination wird der 

Sulfatspiegel konstant gehalten: Zunächst erfolgt die freie Filtration des Sulfats, gefolgt von 

einer starken Rückresorption im proximalen Tubulus. Die Rückresorption liegt dabei schon 

unter normalen Bedingungen fast bei der maximalen Rückresorptionsrate und führt zur 

Wiederaufnahme von 70 bis 90 % des frei filtrierten Sulfats (GOUDSMIT et al. 1939). Durch 

verstärkte Aufnahme von Sulfat kann es zu einem Anstieg des Plasmasulfatspiegels um das 

Zweifache kommen. Eine kompensatorisch erhöhte Ausscheidung von Sulfat im Urin 

ermöglicht in diesem Fall das Erreichen des normalen Spiegels innerhalb von zwölf Stunden 

(MARKOVICH 2001; MARKOVICH und ARONSON 2007). Bei akutem Nierenversagen steigt die 

Konzentration des Sulfats im Serum auf 2 bis 8 mM an (COLE und EVROVSKI 2000).  

Störungen des Sulfathaushalts und des Sulfattransports können zahlreiche schwerwiegende 

Folgen für den menschlichen Organismus mit sich bringen. Einige dieser Störungen werden 

als Beispiele in Kapitel 1.5 beschrieben. 

 



                                                                                                                                                                    Einleitung 

3 
 

1.2 Transport des Sulfats 

Die intrazelluläre Sulfatkonzentration kann durch die intrazelluläre Hydrolyse von 

Sulfokonjugaten, die Oxidation schwefelhaltiger Aminosäuren oder aber durch den 

Transport von Sulfat über die Zellmembran konstant gehalten werden, wobei letzteres der 

entscheidende Prozess ist (MARKOVICH 2001). Da in jeder Zelle Sulfotransferasen vorhanden 

sind und das Anion hydrophil ist, sind spezielle Transportproteine für den Transport über die 

lipophilen Membranen notwendig (MARKOVICH 2001; MARKOVICH und ARONSON 2007).  

Im Darm erfolgt die Aufnahme des mit der Nahrung aufgenommenen Sulfats vor allem im 

Ileum und Jejunum durch den luminal lokalisierten natriumabhängigen Transporter für 

Sulfat, NaSi-1 (MARKOVICH 2001; MURER und BURCKHARDT 1983). Dieser transportiert 

elektrogen drei Natrium-Ionen und ein Sulfat-Anion und wird sekundär aktiv angetrieben 

durch den Gradienten für Natrium, der durch die basolateral lokalisierte  

Natrium-Kalium-ATPase aufgebaut wird (BUSCH et al. 1994; MURER und BURCKHARDT 

1983).  

Das im Darm aufgenommene Sulfat wird im Blut nicht an Protein gebunden transportiert. 

Die wichtigsten Organe bezüglich der Aufgaben des Sulfats im menschlichen Organismus und 

der Konstanthaltung des Sulfatspiegels sind Niere und Leber (COLE und EVROVSKI 2000). 

Abbildung 2 stellt den Sulfattransport in den proximalen Tubuluszellen und in den 

Hepatozyten dar.  

Die Niere ist das am besten erforschte Organ im Hinblick auf die vorhandenen 

Sulfattransporter (MARKOVICH und ARONSON 2007). Die freie Filtration, der aber nur eine 

fraktionelle Exkretion von ungefähr 10 % folgt, setzt eine suffiziente Reabsorption durch 

Transportproteine voraus, die im proximalen Tubulus stattfindet (GOUDSMIT et al. 1939; 

HIERHOLZER et al. 1960). Dort wird das Sulfat zunächst über den in der 

Bürstensaummembran lokalisierten natriumabhängigen Sulfattransporter 1, NaSi-1 

(Genname: SLC13A1), aus dem Urin in die Zelle aufgenommen. An der basolateralen 

Membran wird das Sulfat durch den Sulfat-Anionen-Transporter 1, sat-1 (Genname: 

SLC26A1), aus der Zelle des proximalen Tubulus ins Blut abgegeben. sat-1 arbeitet dabei als 

Sulfat-Oxalat- beziehungsweise Sulfat-Bicarbonat-Austauscher (KRICK et al. 2009). Das im 

Austausch gegen Sulfat aufgenommene Bicarbonat wird an der basolateralen Membran über 
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den Natrium-Bicarbonat/Carbonat-Cotransporter, NBC1 (Genname: SLC4A4), aus der Zelle 

transportiert, um den pH-Wert in der Zelle und im Blut konstant zu halten (ROMERO und 

BORON 1999; ROMERO et al. 1997). Der Formiat-Anionen-Antiporter CFEX (Genname: 

SLC26A6) ist unter anderem in der Bürstensaummembran proximaler Tubuli lokalisiert 

(KNAUF et al. 2001). Eine Funktion von CFEX ist die Ausscheidung des Oxalats, das ein 

metabolisches Endprodukt darstellt (JIANG et al. 2002). 

In den Hepatozyten ist die Aufnahme des Sulfats aufgrund der zahlreichen dort 

stattfindenden Sulfatierungsprozesse erforderlich. Das Sulfat wird über den in der 

sinusoidalen Membran lokalisierten sat-1 aufgenommen. Im Austausch gegen Sulfat erfolgt 

die Ausscheidung des Stoffwechselmetaboliten Oxalat (KRICK et al. 2009). Sat-1 kommt 

somit sowohl im hepatischen als auch im renalen Sulfatmetabolismus eine entscheidende 

Rolle zu. 

 

Abbildung 2: Mechanismus der Aufnahme von Sulfat in proximale Tubuluszellen und 

Hepatozyten. Die Resorption von Sulfat aus dem Ultrafiltrat erfolgt in den proximalen 

Tubuluszellen über den natriumabhängigen Sulfattransporter 1 (NaSi-1). Aus den 

Tubuluszellen wird Sulfat über einen Sulfataustauscher (sat-1) in das Blut abgegeben. Über 

die sinusoidale Membran der Hepatozyten wird Sulfat über sat-1 im Austausch gegen in den 

Hepatozyten gebildetes Oxalat aufgenommen. Dieses Oxalat wird im Blut wieder zu den 

Nieren transportiert und dort entweder frei filtriert oder über sat-1 im Austausch gegen 

Sulfat aufgenommen und über den CFEX, einen Chlorid-Formiat-Austauscher, in den Urin 

abgegeben. NBC1, der Natrium-Bicarbonat/Carbonat-Cotransporter 1, transportiert Natrium 

und Bicarbonat aus den Zellen des proximalen Tubulus ins Blut (Abbildung modifiziert aus 

KRICK et al. 2009, S. F152). 
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1.3 Die SLC13-Genfamilie 

Die Mitglieder der Genfamilie der Solute Linked Carrier 13 (SLC13) lassen sich in zwei 

funktionell nicht verwandte Gruppen einteilen. Es wird unterschieden zwischen den  

Natrium-Sulfat-Cotransportern sowie den Natrium-Carboxylat-Cotransportern (MARKOVICH 

und MURER 2004). Zu den Natrium-Sulfat-Cotransportern gehören der natriumabhängige 

Sulfattransporter 1, NaSi-1 oder NaS1, und ein weiterer natriumabhängiger 

Sulfattransporter, SUT-1 oder auch NaS2, auf den in dieser Arbeit nicht weiter eingegangen 

wird (GIRARD et al. 1999; MARKOVICH und MURER 2004; MARKOVICH et al. 1993; PAJOR 

2006). Die natriumabhängigen Dicarboxylattransporter, NaDC-1 und NaDC-3, und der 

natriumgekoppelte Citrattransporter, NaCT, bilden die Gruppe der  

Natrium-Carboxylat-Cotransporter (MARKOVICH und MURER 2004; PAJOR 2006). 

Tetraoxyanionen werden hauptsächlich über den natriumabhängigen Sulfattransporter 1 

transportiert, Substrate der natriumabhängigen Dicarboxylattransporter und des 

natriumgekoppelten Citrattransporters sind Produkte des Citratzyklus (MARKOVICH und 

MURER 2004; PAJOR 2000). Die Transporter arbeiten elektrogen, das heißt sie 

transportieren eine Überschussladung (PAJOR 2000). In vielen Spezies ist die Funktion der 

Transporter noch nicht geklärt. Die Transporter sind in vielen Geweben nachweisbar, vor 

allem jedoch in der Niere und im Gastrointestinaltrakt (MARKOVICH und MURER 2004).  

 

1.4 Der natriumabhängige Sulfattransporter NaSi-1  

Der natriumabhängige Sulfattransporter, NaSi-1, ist ein Vertreter der SLC13-Genfamilie. 

Bislang konnten drei NaSi-1 entdeckt werden: hNaSi-1, der mit Northern Blot und RT-PCR 

nur in der Niere nachgewiesen wurde (LEE A et al. 2000), rNaSi-1, der mittels Northern Blot 

in Niere und Dünndarm gefunden wurde (MARKOVICH et al. 1993), und mNaSi-1, der mit 

Hilfe von Northern Blot und RT-PCR in Niere, Dünndarm, Colon und mit schwachen Signalen 

in Fettgewebe, Hoden, Nebenniere und Caecum detektiert wurde (BECK und MARKOVICH 

2000). Die Differenzen bezüglich der nachgewiesenen Lokalisationen von NaSi-1 in den 

genannten Spezies sind gegebenenfalls mit auf die unterschiedlichen zum Nachweis 

benutzten Methoden zurückzuführen. Aufgrund seines Vorkommens im Darm und in der 

Niere ist NaSi-1 ein für die Sulfathomöostase essentieller Transporter.  
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NaSi-1 ist ein elektrogener Transporter, der natriumabhängig Sulfat, Thiosulfat und Selenat 

transportiert (BUSCH et al. 1994). Eine cis-Inhibition der Aufnahme von Sulfat konnte bei 

allen NaSi-1 Transportern durch Thiosulfat, Selenat, Tungstat und Molybdat, sowie bei 

hNaSi-1 zusätzlich durch Succinat und Citrat beobachtet werden (LEE A et al. 2000; 

MARKOVICH und ARONSON 2007). 

Regulierend auf die Konzentration der NaSi-1-mRNA sowie die Expression des Proteins 

wirken in vivo unter anderem die Sulfataufnahme mit der Nahrung, Glukokortikoide, der 

Kaliumspiegel, die metabolische pH-Regulation sowie Vitamin D und Schilddrüsenhormone 

(FERNANDES et al. 1997; LEE HJ et al. 2000; MARKOVICH et al. 1998; MARKOVICH et al. 

1999; PUTTAPARTHI et al. 1999; SAGAWA et al. 1999; TALLGREN 1980). 

Das Fehlen von NaSi-1 in NaSi-1-knockout-Mäusen führt durch verminderte renale 

Reabsorption und damit vermehrte renale Ausscheidung zu Hyposulfatämien mit um 75 % 

reduzierten Sulfatkonzentrationen im Serum (DAWSON et al. 2003). Des Weiteren wurden 

bei NaSi-1-knockout-Mäusen unter anderem Wachstumsretardierung und Reduktion der 

Fertilität bei Weibchen sowie ein verstärktes Tumorwachstum nachgewiesen (DAWSON et 

al. 2003; DAWSON et al. 2010b). 

 

1.5 Die SLC26-Genfamilie 

Die Gruppe der Solute Linked Carrier 26 (SLC26) umfasst Anionentransporter mit 

unterschiedlichen Substratspezifitäten, die bei vielen Spezies vorhanden sind (Tabelle 1). Die 

zahlreichen strukturellen und funktionellen Eigenschaften dieser Genfamilie sind bisher nur 

unzureichend erforscht (OHANA et al. 2009). In einigen Geweben konnten Coexpressionen 

verschiedener Transporter nachgewiesen werden (CHANG et al. 2009) 

Die Transporter der SLC26-Genfamilie werden durch elf Gene kodiert, von denen eines, 

SLC26A10, jedoch wahrscheinlich ein Pseudogen darstellt (OHANA et al. 2009). Es kann eine 

grobe Einteilung der Transporter in drei Hauptkategorien vorgenommen werden: Die 

Sulfattransporter, die Chlorid-Bicarbonat-Austauscher und die Anionenkanäle (DORWART et 

al. 2008; OHANA et al. 2009). Zu den Sulfattransportern gehören SLC26A1 und SLC26A2. 

SLC26A3, SLC26A4 und SLC26A6 stellen die Chlorid-Bicarbonat-Austauscher dar, SLC26A7 
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und SLC26A9 die chloridtransportierenden Ionenkanäle (OHANA et al. 2009). Einzigartig ist 

dabei die Funktion von SLC26A3 und SLC26A6, über die sowohl ein obligat gekoppelter 

Chlorid-Bicarbonat-Austausch als auch ein ungekoppelter Ionentransport stattfinden kann 

(OHANA et al. 2011). SLC26A9 ist neben seiner Funktion als Chloridkanal ein 

Anionenaustauscher sowie ein Natrium-Anionen-Cotransporter und besitzt als einziges 

Mitglied der SLC26-Genfamilie die Fähigkeit der Kationenkoppelung (CHANG et al. 2009). Die 

Transportfunktion von SLC26A8 und SLC26A11 ist unbekannt (OHANA et al. 2009). 

Vorkommen und Transporteigenschaften der verschiedenen Transporter sind in Tabelle 1 

aufgelistet. 

Der bei Säugetieren vorhandene SLC26A5 funktioniert im Gegensatz zum dem bei 

Wirbellosen vorkommenden SLC26A5 nicht als Transporter (OHANA et al. 2009). SLC26A5, 

oder auch Prestin, kodiert bei Säugern für ein membrangebundenes Motorprotein der 

äußeren Haarzelle im Innenohr. Spannungsabhängige Konformationsänderungen des 

Prestins führen zu Oszillationen der äußeren Haarzellen (ZHENG et al. 2000). Diese könnten 

durch einen inkompletten Transport von Chlorid und einen defekten Sulfattransport bei 

Säugern entstehen (SCHAECHINGER und OLIVER 2007). SCHAECHINGER und OLIVER (2007) 

wiesen neben einem Sulfat-Chlorid-Austausch durch SLC26A5 in Zebrafischen einen  

Oxalat-Chlorid-Austausch durch SLC26A5 in Hühnern nach. Des Weiteren wird angenommen, 

dass SLC26A5 auch ein Chlorid-Formiat-Austauscher ist (OHANA et al. 2008). 

Die Tabelle 1 gibt eine Übersicht über die verschiedenen Mitglieder der SLC26-Genfamilie 

und ihre transportierten Substrate sowie über die bislang nachgewiesenen Lokalisationen 

des mRNA-Nachweises. 
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Gen Name Transportierte Substrate Nachweis von mRNA Literaturstelle 

SLC26A1 sat-1 Sulfat, Bicarbonat, 

Oxalat, Glyoxylat 

Niere, Leber, 

Dünndarm, 

Skelettmuskel, Gehirn, 

Plazenta (siehe Kapitel 

1.7) 

BISSIG et al. 1994; LEE A et al. 

2003; REGEER et al. 2003; 

SCHNEDLER et al. 2011 

SLC26A2 DTDST* Sulfat, Protonen, 

Hydroxylionen, Oxalat, 

Chlorid, Thiosulfat 

ubiquitär, 

Chrondrozyten, 

Fibroblasten, 

Osteoblasten  

FORLINO et al. 2005; HÄSTBACKA 

et al. 1994; HÄSTBACKA et al. 

1996; HENEGHAN et al. 2010 

SLC26A3 DRA* Sulfat, Chlorid, 

Bicarbonat 

Dünndarm, Colon MOSELEY et al. 1999; SILBERG et 

al. 1995 

SLC26A4 Pendrin Iodid, Chlorid, 

Bicarbonat 

Schilddrüse, 

Speicheldrüse, Niere, 

Innenohr 

EVERETT et al. 1997; ROYAUX et 

al. 2000; SHCHEYNIKOV et al. 

2008 

SLC26A5 Prestin Kein Substrattransport 

bei Säugern, 

Motorprotein 

Innenohr DETRO-DASSEN et al. 2008; 

ZHENG et al. 2000 

SLC26A6 CFEX* Chlorid, Bicarbonat, 

Sulfat, Formiat, Oxalat, 

Hydroxylionen, Laktat, 

Fettsäuren 

Dünndarm, Pankreas, 

Magen, Herz, Plazenta, 

Leber, Niere, Hoden, 

Gehirn, Lunge, 

Skelettmuskel 

CHERNOVA et al. 2005; CLARK et 

al. 2008; JIANG et al. 2002; 

KNAUF et al. 2001; NOZAWA et 

al. 2004; WALDEGGER et al. 

2001;WANG et al. 2002  

SLC26A7  Chlorid Magen, Niere KIM et al. 2005; PETROVIC et al. 

2003 

SLC26A8 TAT1* Sulfat männliche Keimzellen TOURE et al. 2007 

SLC26A9  Chlorid, geringe 

Leitfähigkeit für 

Bicarbonat 

Lunge, Magen, Niere, 

Gehirn, Herz, 

Dünndarm, Thymus, 

Milz, Ovar 

DORWART et al. 2007; CHANG et 

al. 2009  

SLC26A10  unbekannt, 

wahrscheinlich 

Pseudogen 

 OHANA et al. 2009 

SLC26A11  unbekannt  OHANA et al. 2009 

Tabelle 1: Mitglieder der SLC26-Genfamilie, *DTDST=Diastrophic dysplasia sulphate 

transporter, *DRA=Diarrhoea anion transporter, *CFEX=Chloride-formate-exchanger, 

*TAT1=Testis anion transporter. 
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Defekte in den Genen der SLC26-Familie können zu zahlreichen schwerwiegenden Folgen im 

Organismus führen. Als Beispiele werde hier Mutationen in SLC26A2, SLC26A3 und SLC26A4 

genannt.  

DTDST, SLC26A2, ist der Transporter der SLC26A6-Familie, der am nächsten mit sat-1 

verwandt ist. Mutationen im Sulfat-2-Protonen-Cotransporter und Sulfat-Oxalat- 

beziehungsweise Sulfat-2-Hydroxidionen-Austauscher, der für die Sulfatierung von 

Proteoglykanen notwendig ist, können die letale Achondrogenesie und Atelosteogenesis 

sowie die diastrophe Dysplasie zur Folge haben (HÄSTBACKA et al. 1994; HÄSTBACKA et al. 

1996; HENEGHAN et al. 2010; OHANA et al. 2009; SUPERTI-FURGA et al. 1996).  

DRA, SLC26A3, ist ein DIDS-sensitiver natriumunabhängiger Sulfat-Oxalat-Transporter 

(SILBERG et al. 1995). Defekte in diesem Transporter führen zum Krankheitsbild der 

kongenitalen Chlorid-Diarrhoe (MOSELEY et al. 1999). Pränatal einsetzende Durchfälle 

führen zur Bildung eines Polyhydramnions, welches zu einer Frühgeburt führen kann (KERE 

et al. 1999). Außerdem liegen eine metabolische Alkalose, Dehydratation und 

Hyperbilirubinämie vor; letale Verläufe sind möglich (HOLMBERG 1986). 

Pendrin, SLC26A4, arbeitet als Chlorid-Bicarbonat-, Chlorid-Iodid- und  

Iodid-Bicarbonat-Austauscher (SHCHEYNIKOV et al. 2008). Das Pendred-Syndrom wird durch 

Mutationen im SLC26A4-Gen verursacht. Die Iodidaufnahme in die Schilddrüse ist dabei 

gestört, es kommt zur Bildung einer Struma (SCOTT et al. 1999). Beeinträchtigungen des 

Gehörs sind ein weiteres auftretendes Merkmal (EVERETT et al. 1997). 

 

1.6 Der humane Sulfat-Anionen-Transporter 1  

Das humane Transportprotein hsat-1 besteht aus 701 Aminosäuren und hat eine 

Molekülmasse von ungefähr 75 kDa (MARKOVICH 2001; REGEER et al. 2003). Das strukturell 

sehr ähnliche rsat-1-Protein der Ratte ist 703 Aminosäuren, das msat-1-Protein der Maus 

704 Aminosäuren groß (MARKOVICH 2001). hsat-1 weist deutliche Übereinstimmungen der 

Aminosäuresequenz mit anderen Proteinen der SLC26-Genfamilie auf, unter anderem eine 

Übereinstimmung von 78 % mit rsat-1 und 77 % mit msat-1 sowie 44 % mit DTDST, SLC26A2 

(MARKOVICH 2001; MARKOVICH und ARONSON 2007; REGEER et al. 2003). 
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Das humane hsat-1 kodierende Gen SAT1 liegt auf dem Chromosom 4 p 16.3 im Intron 2 des 

α-L-Iduronidase-Gens IDUA (CLARKE et al. 1994; REGEER et al. 2003). Mutationen des von 

IDUA kodierten Enzyms können zur Mukopolysaccharidose Typ I führen (REGEER et al. 2003). 

SAT1 ist ungefähr 5,8 kb groß, die cDNA ist 3673 bp lang und enthält eine 5´-untranslatierte 

Region, die 378 bp lang ist, sowie eine 1189 bp lange 3´-untranslatierte Region. SAT1 

umfasst vier Exons. Exon II ist ein optionales Exon, das eine zusätzlich mögliche  

„Splice“-Stelle darstellt und so die Voraussetzung für zwei unterschiedliche  

hsat-1-Transkripte ist. Die Lokalisation in der 5´-untranslatierten Region und die bislang 

unbekannte Auswirkung dieser verschiedenen „Splice“-Varianten lassen vermuten, dass die 

Aktivität des kodierten Proteins nicht beeinflusst wird (REGEER et al. 2003).  

Das Startcodon befindet sich auf dem Exon III. Als für die Transkription von SAT1 

ausreichend haben sich 135 bp des SAT1-Promotors herausgestellt. Die 135 bp enthalten 

zwei AP-4-Stellen und eine AP-1-Stelle. Bei einer Mutation im Bereich der AP-1 Stelle kommt 

es nahezu zum kompletten Verlust der Transkription. In dem kodierenden Promotor von 

SAT1 ist keine AP-1-Stelle vorhanden (REGEER et al. 2003).  

Das hsat-1-Protein hat zwölf Transmembrandomänen sowie ein intrazelluär gelegenes 

COOH- beziehungsweise NH₂-Ende und ähnelt damit strukturell einigen anderen  

SLC26-Familienmitgliedern. Starke Ähnlichkeit besteht im Vergleich zu msat-1 und rsat-1 

(Abbildung 3). 

Das hsat-1-Protein enthält mehrere Sequenzabschnitte, die in allen SLC26-Mitgliedern 

vorhanden sind. Die funktionelle Bedeutung dieser Sequenzen, wie unter anderem der 

Sulfattransportersignatur PROSITE PS01130 und der Phosphopantetheinbindungsstelle 

PROSITE PS00012, ist allerdings noch nicht bekannt (REGEER et al. 2003).  

 

 



                                                                                                                                                                    Einleitung 

11 
 

 

Abbildung 3: Das dem hsat-1-Protein strukturell sehr ähnliche rsat-1-Protein der Ratte mit 

Darstellung der zwölf Transmembrandomänen mit drei potentiellen N-Glykosylierungsstellen 

und putativen Phosphorylierungsstellen, sowie intrazellulär liegendem C- und N-Terminus 

(Abbildung aus MARKOVICH 2001, S. 1514). 

 

1.7 Lokalisation des Sulfat-Anionen-Transporters 1 

Eine hsat-1-mRNA-Expression konnte mit Hilfe der PCR in Niere und Leber, sowie in 

Pankreas, Hoden, Prostata, Gehirn, Dünndarm, Dickdarm, Thymus, Milz und Leukozyten 

nachgewiesen werden (REGEER et al. 2003).  

Sat-1-mRNA der Ratte konnte mit Northern Blot nur in Niere, Leber, Gehirn und 

Skelettmuskel nachgewiesen werden, wobei Gehirn und Skelettmuskel einen geringeren  

sat-1-mRNA-Gehalt aufwiesen (BISSIG et al. 1994; REGEER et al. 2003).  

Die Expression von msat-1-mRNA war am stärksten in Niere und Leber. Eine geringe Anzahl 

von Transkripten konnte mit Hilfe der PCR in Caecum, Gehirn, Kalotte, Skelettmuskel und 

Herz (LEE A et al. 2003) sowie in der Plazenta nachgewiesen werden (DAWSON et al. 2012).  

Die unterschiedlichen mRNA-Expressionsmuster können gegebenenfalls auf die 

verschiedenen Nachweismethoden zurückzuführen sein. 
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1.8 Transporteigenschaften des Sulfat-Anionen-Transporters 1 

Bezüglich des Transports durch den Sulfat-Anionen-Transporter 1 muss zwischen hsat-1, 

rsat-1 und msat-1 unterschieden werden.  

Der hsat-1 transportiert Sulfat, Oxalat und Chlorid, aber kein Formiat. Der Sulfattransport, 

der eine Km von 0,19  0,066 mM im Experiment mit Xenopus-laevis-Oozyten aufweist, wird 

durch strukturell verwandte Tetraoxyanionen wie Molybdat, Selenat und Tungstat sowie 

durch Thiosulfat, Stilbenderivate und Phenolrot gehemmt. Glucose und Citrat zeigten keinen 

Einfluss auf die Aufnahme von Sulfat. Die Injektion von hsat-1-mRNA in Oozyten von 

Xenopus laevis führt zu einer 40-fachen Steigerung der Aufnahme von Sulfat in die Oozyten, 

einer sechsfachen Steigerung der Oxalataufnahme und einer fünffachen Steigerung der 

Chloridaufnahme im Vergleich zu wasserinjizierten Oozyten (REGEER et al. 2003). 

Rsat-1 transportiert Sulfat mit einer Km von 0,14 mM (BISSIG et al. 1994). Weitere 

transportierte Substrate sind Bicarbonat, Oxalat und Glyoxylat (KARNISKI et al. 1998; KRICK 

et al. 2009; SCHNEDLER et al. 2011). Ob Chlorid durch rsat-1 transportiert wird oder 

allosterisch moduliert, ist weiterhin unklar (KRICK et al. 2009). DIDS, SITS, Probenecid und 

Phenolrot sowie Acetazolamid, Thiosulfat und Sulfit wirken hemmend auf die Aufnahme von 

Sulfat über rsat-1 (KRICK et al. 2009; MARKOVICH et al. 1994; QUONDAMATTEO et al. 2006). 

Durch Cholat und Succinat sowie Sulfid und Sulfamat konnte keine Hemmung nachgewiesen 

werden (BISSIG et al. 1994; KRICK et al. 2009; MARKOVICH et al. 1994).  

Im Versuch mit Xenopus-laevis-Oozyten transportiert msat-1 Sulfat chloridabhängig mit 

einer Km von 0,31  0,05 mM. Weitere transportierte Substrate sind Oxalat und Chlorid, aber 

kein Formiat, L-Leucin und Succinat. Auf die Sulfataufnahme über msat-1 hemmend wirken 

Molybdat, Selenat, Tungstat, DIDS, Thiosulfat, Phenolrot und Probenecid. Ohne Einfluss auf 

die Sulfataufnahme blieben Citrat und Glucose. In Abwesenheit von extrazellulärem Chlorid 

findet kein Sulfattransport statt. Die Injektion von msat-1 in Xenopus-laevis-Oozyten führt zu 

einer 20-fachen Steigerung der Aufnahme von Sulfat im Vergleich zu wasserinjizierten 

Oozyten, sowie zu einer Steigerung der Chlorid- und Oxalataufnahme um das Sechsfache 

(LEE A et al. 2003). 

Tabelle 2 stellt eine Übersicht über die Transporteigenschaften von hsat-1, msat-1 und rsat-1 

dar. 
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 hsat-1 rsat-1 msat-1 

Transport radioaktiv markierter Substrate durch sat-1 

Sulfat + + + 

Oxalat + + + 

Bicarbonat    

Glyoxylat  +  

Chlorid +  + 

L-Leucin   - 

Formiat - - - 

Hemmung der Aufnahme von [³⁵S] Sulfat 

Thiosulfat + + + 

Sulfit  +  

Sulfid  -  

Sulfamat  -  

DIDS + + + 

SITS  +  

Probenecid  + + 

Molybdat +  + 

Selenat +  + 

Tungstat +  + 

Phenolrot + + + 

Citrat -  - 

Glucose -  - 

Succinat  -  

Cholat  -  

Acetazolamid  -  

Abhängigkeit der Sulfataufnahme 

Chlorid   + 

pH  + + 

Tabelle 2: Transporteigenschaften von hsat-1, rsat-1 und msat-1 (BISSIG et al. 1994; KRICK et 

al. 2009; LEE A et al. 2003; MARKOVICH et al. 1994; REGEER et al. 2003; QUONDAMATTEO et 

al. 2006; SCHNEDLER et al. 2011; XIE et al. 2002). 
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1.9 Regulation des Sulfat-Anionen-Transporters 1 

In der SAT1 Promotorregion sind zahlreiche potentielle cis-acting elements vorhanden, die 

für die Regulation von SAT1 bedeutsam sein können. Des Weiteren befinden sich in dieser 

Region Elemente, die durch Vitamin D sowie das Schilddrüsenhormon Triiodthyronin 

stimulierbaren Elementen strukturell sehr ähnlich sind (REGEER et al. 2003). Es konnte 

jedoch kein direkter Einfluss von Vitamin D und Schilddrüsenhormonen auf das hsat-1 

kodierende Gen, wohl aber eine Aktivierung des msat-1 Promotors durch 

Schilddrüsenhormone nachgewiesen werden (LEE A et al. 2003; REGEER et al. 2003).  

Im SAT1 Gen sind zwei N-Glykosylierungsstellen vorhanden, in dem für rsat-1 kodierenden 

Gen finden sich drei (BISSIG et al. 1994; REGEER et al. 2003). Die Möglichkeit der 

Phosphorylierung ist bei hsat-1 an sieben Stellen durch Vorhandensein der Proteinkinase C, 

an sieben weiteren Stellen durch die Caseinkinase II sowie an einer  

Thyrosin-Phosphorylierungsstelle gegeben (REGEER et al. 2003). 

Da SAT1 im IDUA Gen lokalisiert ist (CLARKE et al. 1994), wurde zunächst von 

wechselseitigen Effekten von SAT1 und IDUA ausgegangen. Eine selektive Unterbrechung im 

IDUA Gen von Mäusen führte jedoch nicht zu Veränderungen der sat-1-mRNA-Level, ebenso 

hatte das Fehlen von sat-1 in sat-1-knockout-Mäusen keinen Einfluss auf die funktionelle 

Aktivität des IDUA Gens (DAWSON et al. 2010a). 

Es konnten klare Geschlechtsunterschiede bezüglich der Expression von sat-1 festgestellt 

werden. Bei männlichen Ratten war die sat-1-Expression im Vergleich zu den weiblichen 

Tieren deutlich verstärkt, bei denen die Expression in der Leber durch Estradiol und 

Progesteron herunterreguliert ist (BRZICA et al. 2009). In Versuchen mit trächtigen Mäusen 

konnte zudem in der frühen Schwangerschaft eine verstärkte renale Expression von msat-1 

nachgewiesen werde, die Expression im Darm blieb unbeeinträchtigt (DAWSON et al. 2012). 

Bei Kindern mit chronischer Niereninsuffizienz konnte eine erhöhte Serumkonzentration von 

Sulfat gemessen werden (MICHALK et al. 1981). In Versuchen mit Ratten, die an einer 

chronischen Niereninsuffizienz litten, konnte ebenfalls eine signifikante Reduktion der  

sat-1-mRNA-Konzentration und der Proteinexpression nachgewiesen werden (FERNANDES et 

al. 2001; FREEL und HATCH 2012). Ratten, bei denen eine Hyperoxalurie ohne 
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Niereninsuffizienz vorlag, wiesen jedoch keine Veränderung der Expression von sat-1 auf 

(FREEL und HATCH 2012). 

SCHNEDLER et al. (2011) wiesen eine erhöhte sat-1-mRNA-Konzentration und 

Proteinexpression in Zellen der humanen hepatozellulären Leberkarzinom Zelllinie, HepG2, 

nach Behandlung mit Glyoxylat nach. 

 

1.10 Darstellung der Relevanz von sat-1 im Organismus anhand der sat-1-knockout-Maus 

Um eine Darstellung der physiologischen Aufgaben von sat-1 in vivo zu ermöglichen, wurden 

mit Hilfe der Gen-Disruption sat-1-knockout-Mäuse gezüchtet (DAWSON et al. 2010a).  

In den sat-1-knockout-Mäusen wurde im Vergleich zu Mäusen vom Wildttyp kein 

Unterschied bezüglich des Gewichts der Tiere oder der Histologie der Leber und des Gehirn 

festgestellt. In Niere, Leber, distalem Ileum, Caecum und proximalem Colon wurde jedoch 

eine starke Reduktion der Sulfat- und Oxalataufnahme nachgewiesen. 

Die Oxalatkonzentration im Plasma von sat-1-knockout-Mäusen stieg im Vergleich zu den 

physiologischen Werten der Mäuse vom Wildtyp um ungefähr 60 % an, die Hyperoxalämie 

führte eine Hyperoxalurie mit sich. Die Sulfatkonzentration im Plasma war um 60 % 

reduziert, somit war eine deutliche Hyposulfatämie feststellbar. Im Urin war die 

Konzentration des Sulfats erhöht.  

Die sulfatabhängige Detoxifikation in der Leber erwies sich in den sat-1-knockout-Mäusen als 

stark eingeschränkt. Die Gabe von einer unter physiologischen Bedingungen problemlos mit 

Sulfat detoxifizierten Dosis Acetamionophen führte zu einer deutlichen Leberzellnekrose in 

den sat-1-knockout-Mäusen. 

In den Rinden- und äußeren Markbereichen der Niere sowie in der Harnblase der  

sat-1-knockout-Mäuse entstanden kristalline Ablagerungen aus Calciumoxalat (DAWSON et 

al. 2010a). Eine die Löslichkeit von Calciumsalzen steigernde Wirkung von Sulfat im Urin ist 

bekannt (COLE und EVROVSKI 2000). 

Das Entstehen der Calciumoxalatsteine in den ableitenden Harnwegen der  

sat-1-knockout-Mäuse lässt auf eine bedeutsame Rolle des Oxalattransports durch sat-1 
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schließen. Als Ursache der Hyperoxalämie wurde zunächst eine reduzierte intestinale 

Sekretion des Oxalats durch sat-1 vermutet, neuere Versuche zeigten jedoch, dass die 

Oxalatsekretion in sat-1-knockout-Mäusen nicht reduziert ist (DAWSON et al. 2010a; KO et 

al. 2012). Die Sekretion des Oxalats zeigte sich in diesen Versuchen als unabhängig von der 

Sulfat- und Bicarbonatkonzentration (KO et al. 2012). 

 

1.11 Fragestellung und Ziele dieser Arbeit  

Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung von Chlorid auf den Sulfat-Anionen-Transporter 1 der 

Ratte durch die Untersuchung des Transportverhaltens von sat-1 in chloridreichen und 

chloridarmen Lösungen zu untersuchen. Weiterhin wurde in dieser Arbeit untersucht, wie 

der Sulfattransport über sat-1 durch eine Veränderung des intrazellulären pH-Wertes der 

Oozyte durch Ansäuerung mit Ammoniumchlorid beeinflusst wird und wie eine erhöhte 

extrazelluläre Calciumchloridkonzentration das Membranpotential der Oozyten beeinflusst. 

Bislang ist nicht vollständig geklärt, welches intrazelluläre Anion sat-1 gegen Sulfat 

austauscht. Substrate von sat-1 sind Sulfat, Bicarbonat, Oxalat und Glyoxylat. Die Wirkung 

von Chlorid auf sat-1 scheint speziesabhängig zu sein (KRICK et al. 2009). In Versuchen mit 

hsat-1 und msat-1 konnte eine deutlich gesteigerte Chloridaufnahme in  

sat-1-exprimierenden Oozyten im Vergleich zu wasserinjizierten Oozyten nachgewiesen 

werden (LEE A et al. 2003; REGEER et al. 2003). KRICK et al. (2009) wiesen in  

rsat-1-exprimierenden Oozyten in chloridhaltigen Medien einen höheren Sulfatefflux als in 

chloridfreien Medien nach. Unklar ist jedoch, wie Chlorid genau auf den  

Sulfat-Anionen-Transporter 1 der Ratte wirkt. Möglich wären ein Symport, ein Antiport oder 

eine allosterische Modulation durch Chlorid.  

Für die Versuche wurde rsat-1-cRNA in Oozyten des Krallenfrosches Xenopus laevis injiziert. 

Wasserinjizierte Oozyten dienten als Kontrolle. Zunächst wurden elektrophysiologische 

Versuche im „Current-Clamp-Modus“ durchgeführt. Nach einer festgelegten Inkubationszeit 

ließ die Messung des elektrophysiologischen Potentials der Oozyten während der Perfusion 

mit Kontroll- und Testlösungen Rückschlüsse auf den Transport von Ionen über die 

Zellmembran zu. In den durchgeführten radiochemischen Versuchen wurde die Aufnahme 

radioaktiv markierten Sulfats gemessen.  
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2 Material und Methoden 

  2.1 Chemikalien und Lösungen 

  2.1.1 Chemikalien für die elektrophysiologischen und radiochemischen Messungen 

                                                                                                                                                          

Tabelle 3: Angabe des Molekulargewichtes und der Bezugsfirmen der verwendeten 

Substrate; * HEPES: N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N'-(Ethansulfonsäure). 

 

 Spezifische Aktivität [Ci/mmol] Bezugsfirma 

[³⁵S]-markiertes H₂SO₄ 1,200  Hartmann, Braunschweig 

Tabelle 4: Angabe der spezifischen Aktivität und der Bezugsfirma des verwendeten  

[³⁵S]-markierten H₂SO₄. 

 

 

 Molekulargewicht 

[g/mol] 

Bezugsfirma 

NaCl (Natriumchlorid) 58,44 Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

NaC₆H₁₁O₇ (Natriumgluconat) 218,13 Merck, Darmstadt 

NaSCN (Natriumthiocyanat) 81,07 Fluka Chemika AG, Buchs 

NaNO₃ (Natriumnitrat) 84,99 Merck, Darmstadt 

Na₂SO₄ (Natriumsulfat) 142,04 Merck, Darmstadt 

KCl (Kaliumchlorid) 74,56 Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

KC₆H₁₁O₇ (Kaliumgluconat) 234,25 AppliChem GmbH, Darmstadt 

KSCN (Kaliumthiocyanat) 97,18 Merck, Darmstadt 

KNO₃ (Kaliumnitrat) 101,11 Merck, Darmstadt 

CaCl₂ (Calciumchlorid) 147,02 Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

HEPES* 238,31 Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

NH₄Cl (Ammoniumchlorid) 53,49 Merck, Darmstadt 

C₆H₁₄O₆ (Mannit) 182,17 AppliChem GmbH, Darmstadt 
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2.1.2 Kontrolllösungen für die elektrophysiologischen und radiochemischen Messungen 

Die Lagerung der für die Versuche verwendeten Oozyten erfolgte in Oozytenringerlösung, 

die im Folgenden als ORi bezeichnet wird (Tabelle 5). Alle verwendeten Lösungen wurden 

mit Trishydroxymethylaminomethan, Tris, auf einen pH-Wert von 7,5 titriert.   

 

Variationen der extrazellulären Anionen 

In der chloridreduzierten Kontrolllösung ORi₁ wurden Natriumchlorid (NaCl) und 

Kaliumchlorid (KCl) durch eine äquimolare Menge Natriumgluconat (NaC₆H₁₁O₇) und 

Kaliumgluconat (KC₆H₁₁O₇) ersetzt. In der chloridreduzierten ORi₂ wurden statt 

Natriumchlorid und Kaliumchlorid Natriumthiocyanat (NaSCN) und Kaliumthiocyanat (KSCN) 

verwendet, die chloridreduzierte ORi₃ enthielt statt Natriumchlorid und Kaliumchlorid 

äquimolare Mengen Natriumnitrat (NaNO₃) und Kaliumnitrat (KNO₃). 

 ORi (mM) ORi₁ (mM) ORi₂ (mM) ORi₃ (mM) 

NaCl 110 - - - 

NaC₆H₁₁O₇ - 110 - - 

NaSCN - - 110 - 

NaNO₃ - - - 110 

KCl 3 - - - 

KC₆H₁₁O₇ - 3 - - 

KSCN - - 3 - 

KNO₃ - - - 3 

CaCl₂ 2 2 2 2 

HEPES 5 5 5 5 

Tabelle 5: Zusammensetzung der Kontrolllösungen ORi, ORi₁, ORi₂ und ORi₃ mit Variationen 

der extrazellulären Anionen; ORi= Oozytenringerlösung. 
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Variation des extrazellulären Calciumchloridgehaltes 

Die Kontrolllösung ORi₄ enthielt eine im Vergleich zu den anderen Kontrolllösungen erhöhte 

Calciumchloridkonzentration von 4 mM. ORi₅ enthielt 6 mM Calciumchlorid. 

 ORi₄ (mM) ORi₅ (mM) 

NaC₆H₁₁O₇ 110 110 

KC₆H₁₁O₇ 3 3 

CaCl₂ 4 6 

HEPES 5 5 

Tabelle 6: Variation der extrazellulären Calciumchloridkonzentration in den Lösungen ORi₄ 

und ORi₅. Als Kontrolle diente ORi (siehe Tabelle 5, Calciumkonzentration 2 mM). 

 

Veränderung des intraoozytären pH-Wertes  

Die ammoniumchloridhaltige Kontrolllösung ORiNH₄Cl enthielt neben Natrium-, Kalium- und 

Calciumchlorid und HEPES zusätzlich 10 mM NH₄Cl. 

 ORiNH₄Cl (mM) 

NaCl 110 

KCl 3 

CaCl₂ 2 

HEPES 5 

NH₄Cl 10 

Tabelle 7: Zusammensetzung der zur Ansäuerung der Oozyten verwendeten ORiNH₄Cl, die 

mittels Zugabe von 10 mM Ammoniumchlorid zu ORi hergestellt wurde. Der pH-Wert der 

Lösung wurde mittels Titration mit Tris auf 7,5 eingestellt. 

 

2.1.3 Testlösungen der elektrophysiologischen und radiochemischen Messungen 

Zur Herstellung der Testlösungen wurde den oben beschriebenen Kontrolllösungen 

Natriumsulfat hinzugefügt. Die in den elektrophysiologischen Messungen verwendeten 

Testlösungen enthielten jeweils 1 mM Na₂SO₄ und sind im Folgenden stets mit „s“ 

gekennzeichnet. Den radiochemischen Testlösungen wurde 20 µM unmarkiertes Na₂SO₄ 
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sowie 0,01 µM markiertes [³⁵S]H₂SO₄ hinzugefügt. Die Kennzeichnung dieser Lösungen 

erfolgt durch „s*“.  

Die eingesetzten Sulfatkonzentrationen basierten auf Erfahrungswerten früherer 

Publikationen (KRICK et al. 2009).  

 

2.2 Verwendung von Xenopus-laevis-Oozyten als Expressionssystem 

Für die gesamten Versuche wurden Oozyten des afrikanischen Krallenfrosches  

Xenopus laevis als Expressionssystem verwendet. Die im Institut verwendeten Frösche sind 

speziell für wissenschaftliche Zwecke gezüchtet und stammen von der Firma Nasco, Fort 

Atkinson, USA. 

Zur Entnahme der Oozyten war eine Ausnahmegenehmigung nach §9 Abs.1 des 

Tierschutzgesetzes notwendig, die einige Mitarbeiterinnen des Instituts besaßen. Da das 

Ovar eines Xenopus-laevis-Weibchens über 30.000 reife Oozyten enthält, wurden nur Teile 

des Ovars entnommen. Vor der Entnahme der Oozyten wurde der Frosch ungefähr  

30 Minuten in einem Becken mit Eiswasser, dem 0,2 % Tricain zugesetzt war, gelagert. 

Nachdem keine Bewegung des Tieres mehr feststellbar war, konnten unter der Lagerung auf 

Eis anschließend je ein separater Haut- und Muskelschnitt in der inguinalen Region gesetzt 

werden, durch den die Oozyten entnommen wurden (Abbildung 4). Die Operation konnte 

unter aseptischen Bedingungen durchgeführt werden, da die Haut der Krallenfrösche 

Peptide mit antimikrobieller Aktivität absondert, die eine Wundinfektion verhindern.  

Die einzelnen Oozyten sind durch bindegewebige Strukturen miteinander zu kleinen 

Läppchen verbunden, so dass zunächst eine Trennung der Oozyten erfolgen musste. Zuerst 

wurde eine grobe Trennung mit Hilfe von Pinzetten durchgeführt, um die anschließende 

chemische Trennung mittels Abdau des Bindegewebes durch Inkubation in Kollagenase  

(Typ CLS II, Biochrom AG, Berlin, 7 µg/20 ml ORi) bei 16 bis 18 °C über Nacht zu verbessern. 

Am folgenden Tag fand zunächst eine zehnminütige Inkubation in calciumfreier 

Oozytenringerlösung statt. Im Anschluss daran wurden die Oozyten mehrmals in ORi 

gewaschen, um Reste zerstörter Oozyten und des Bindegewebes zu entfernen. Die so 

erhaltenen einzelnen Oozyten ermöglichten eine einfache Selektion der zur Injektion von 
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cRNA benötigten Oozyten. Diese ist notwendig, da im Ovar stets Oozyten aller Reifestufen 

gleichzeitig nebeneinander vorhanden sind. Für die Durchführung der 

elektrophysiologischen und radiochemischen Versuche sind jedoch lediglich die Stadien V 

und VI nach Dumont (DUMONT 1972) geeignet, die leicht erkennbar sind an einem klar 

abgrenzbaren animalischen und vegetativen Pol (Abbildung 5). Nur Oozyten dieser Stadien 

können artfremde cRNA transkribieren und translatieren.  

Anschließend folgte die Injektion der sat-1-cRNA mit einer Konzentration von 1 µg/µl, die mit 

dem Testkit T7 (T7 mMESSAGE mMACHINE, Ambion) im Institut hergestellt wurde. Um eine 

Kontamination mit RNAsen, die einen Abbau der cRNA mit sich geführt hätte, zu verhindern, 

wurden die folgenden Arbeitsschritte ausschließlich unter RNAse-freien Bedingungen 

durchgeführt. Unter stereomikroskopischer Kontrolle (M3C, Leica Microsystems GmbH, 

Wetzlar) wurde mit einer Mikroinjektionspumpe (Nanoliter 2000, World Precision 

Instruments, Sarasota, FL, USA) und einem in drei Ebenen beweglichen Mikromanipulator 

(Leitz, Wetzlar) durch eine Glasmikrokapillare die cRNA injiziert. Die Herstellung der 

Glasmikroinjektionskanüle aus Sodaklarglas (World Precision Instruments) erfolgte unter 

Verwendung des Kapillarschlingenziehgerätes „Puller“ (Typ PE-2, Narishige, Tokio, Japan) 

(Abbildung 6) im Institut.  

 

 

Abbildung 4: Ansicht der rechten Inguinalregion eines Xenopus-laevis-Weibchens nach 

erfolgtem Haut- und Muskelschnitt während der Entnahme eines Ovarläppchens, das hier 

bereits sichtbar ist. 
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Abbildung 5: Oozyten des Stadiums V und VI nach Dumont (DUMONT 1972) mit deutlich 

voneinander abgrenzbaren animalischen und vegetativen Polen. A: Animalischer Pol;  

V: Vegetativer Pol. Der Pfeil kennzeichnet das unpigmentierte äquatoriale Band. 

 

Abbildung 6: Das Kapillarschlingenziehgerät „Puller“ zur Herstellung von 

Glasmikroinjektionskanülen und Glasmikroelektroden. Eine dünne, unter Zugspannung 

stehende Glaskapillare wird in der Mitte von einer Heizspirale erhitzt und die beiden Enden 

werden mit hoher Geschwindigkeit durch einen Elektromagneten auseinandergezogen. So 

entstehen Glaskapillaren mit konisch zulaufenden Spitzen. Der offene Pfeil kennzeichnet das 

Steuerungsgerät, die Fixierung der Glaskapillare erfolgt an den mit schwarzen Pfeilen 

gekennzeichneten Stellen. 
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Vor der Injektion wurde die Nadelspitze manuell unter dem Stereomikroskop mit einer 

Schere gekürzt, so dass eine Öffnung mit einem Durchmesser zwischen 10 und 20 µm 

entstand. Zunächst wurde vom Kanülenende her RNAse-freies Mineralöl (Mineral Oil for 

Molecular Biology, Sigma Aldrich Corporation, St. Louis, USA) in die Kanüle gefüllt. 

Anschließend konnte mit Hilfe der Mikroinjektionspumpe eine bestimmte Menge der 

aufgetauten cRNA in die Glasmikroinjektionskanüle gesaugt werden. Zur nun folgenden 

Injektion wurden die Oozyten auf ein spezielles Injektionsbänkchen aus Plexiglas gelegt, in 

dessen Vertiefungen die Oozyten platziert wurden. Dies ermöglichte eine Fixierung der 

Oozyten, so dass diese leichter mit der Mikroinjektionskanüle angestochen werden konnten 

(Abbildung 7). Pro Oozyte wurden 23 µl cRNA mit einer Konzentration von 1 µg/µl injiziert. 

Die Injektion erfolgte zwischen vegetativem und animalischem Pol, da im Bereich des 

animalischen Pols der Zellkern der Oozyte vermutet wird (DUMONT 1972). Da neben den 

Versuchen mit rsat-1-injizierten Oozyten auch immer eine Darstellung der endogenen 

Transporter notwendig war, wurde auch immer in einige Oozyten als Kontrolle 23 µl 

nucleasefreies Goldwasser (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) injiziert. Diese Oozyten werden im 

Folgenden als „Mocks“ bezeichnet. 

 

 

Abbildung 7: Injektion der Oozyten mit Hilfe einer Mikroinjektionspumpe, die 23 µl cRNA 

über eine Glasmikroinjektionskanüle injiziert. In die wasserinjizierten Oozyten werden 23 µl 

nucleasefreies Goldwasser injiziert. Der schwarze Pfeil kennzeichnet die 

Glasmikroinjektionskanüle. Die Eindellung der Oozyte durch die eingestochene 

Glasmikroinjektionskanüle ist zur besseren Sichtbarkeit markiert. Das die Fixierung der 

Oozyte ermöglichende Plexiglasbänkchen ist mit dem weißen Pfeil markiert. 
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Alle Oozyten wurden nach der Injektion in „24-Well“-Platten (Sarstedt, Nümbrecht) 

aufbewahrt. Um eine bakterielle Besiedlung zu verhindern, wurden der ORi 50 mg/l 

Gentamycin (AppliChem GmbH, Darmstadt) sowie 2,5 mM Natriumpyruvat (Sigma Aldrich 

Corp., St. Louis, USA) als Nährstoff für die Oozyten hinzugefügt. Es folgte eine 

zwei- bis dreitägige Inkubation bei 16 °C in einem Inkubator (Liebherr AG, Kirchdorf, Umbau 

auf 16°C durch die Institutswerkstatt). Diese war notwendig, um einen ausreichenden 

Proteineinbau des zu untersuchenden Transporters in die Membran der Oozyten zu 

gewährleisten. Wäre die Messung zu einem früheren Zeitpunkt erfolgt, wäre das Signal der 

induzierten Ströme beziehungsweise die Aufnahme von Sulfat zu gering gewesen. Diese 

Expressionszeit hatte sich in Versuchen von BISSIG et al. (1994) als optimal herausgestellt. 

Um während der Inkubationszeit eine Verunreinigung des Nährmediums durch 

abgestorbene und beschädigte Oozyten zu vermeiden, wurden diese täglich sorgfältig unter 

mikroskopischer Kontrolle während einer Erneuerung des Nährmediums, dem sogenannten 

Umsetzen der Oozyten, entfernt.  

Die ausführliche Diskussion der Eignung der Oozyten von Xenopus laevis für diese Versuche 

folgt in Kapitel 4.1. 
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2.3 Elektrophysiologische Messungen 

2.3.1 Two-Electrode-Voltage-Clamp: Die Zwei-Elektroden-Spannungsklemme 

Die elektrophysiologischen Messungen wurden an einer Zwei-Elektroden-Spannungsklemme 

im „Current-Clamp-Modus“ durchgeführt, die zur Messung von Änderungen des 

Membranpotentials über die Zellmembran und damit zur Erforschung von elektrogenen 

Transportproteinen genutzt werden kann. Die zwei Mikroelektroden sind für die Messung 

des Membranpotentials und die Einspeisung von Strom erforderlich (Abbildung 8). Das von 

den Ionenströmen abhängige Membranpotential kann sich im „Current-Clamp-Modus“ frei 

verändern, das Potential wird also von der Zelle selbst generiert.  

 

Abbildung 8: Schema des Versuchsaufbaus zur Messung des Membranpotentials der Oozyte 

im „Current-Clamp-Modus“. Dargestellt ist die im Bad platzierte Oozyte, in die die 

Spannungs-messende und die Strom-einspeisende Elektrode eingestochen sind. 

 

2.3.2 Aufbau der Messapparatur 

Da die Messung der Membranspannung der Oozyte einen Schutz gegen äußere elektrische 

und mechanische Einflüsse unbedingt notwendig machte, fanden die gesamten 

elektrophysiologischen Messungen in einem Faradayschen Käfig statt (Eigenbau der 

Institutswerkstatt) (Abbildung 9, A). Um zu gewährleisten, dass externe Erschütterungen die 

Messergebnisse nicht verfälschen, war die Tischplatte mit einem stoßdämpfenden Unterbau 

(Eigenbau der Institutswerkstatt) versehen. Zentral im Versuchsaufbau lag eine 

Perfusionskammer, die im Wesentlichen aus einer ca. 1,5 cm dicken Plexiglasscheibe 

bestand (Abbildung 9, C). Vertiefungen in dieser Platte ermöglichten die genaue 

Positionierung der Oozyte auf dieser Platte, ein zusätzlich mittig gelegener Steg diente 

während des Einstechens der Mikroelektroden in die Oozyte als Widerlager (Abbildung 10). 
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Auf der schmalen Seite der Vertiefung führten zwei Polyäthylenschläuche die Testlösungen 

zu, die an der Oozyte vorbei auf der anderen Seite der Plexiglasscheibe durch eine Öffnung 

und einen daran angeschlossenen Schlauch direkt in einen Sammelbehälter abflossen 

(Abbildung 9, B und G). Die Perfusionsgeschwindigkeit war manuell einstellbar. Die 

Perfusionskammer war über eine Agarbrücke und ein mit 3 M KCl gefülltes Gefäß mit zwei 

Silberchloridelektroden verbunden. Diese dienten als Erdung und Referenzpunkt, sobald 

beide Mikroelektroden in die Oozyte eingestochen wurden. Aus Borosilikatglaskapillaren 

(Biomedical Instruments, Zöllnitz) wurden hierzu mit Hilfe des Pullers dünne Kapillaren 

gezogen, die mit 3 M KCl gefüllt wurden. Die Füllung mit KCl ermöglichte die Herstellung des 

elektrischen Kontaktes mit den chlorierten Silberdrahtelektroden (A-MSystems Inc., 

Carlsborg WA, USA), die in die Borosilikatglaskapillare eingeführt wurden (Abbildung 9, D). 

Das gegenüberliegende Einstechen der Mikroelektroden in die Oozyte erfolgte unter 

mikroskopischer Kontrolle (Wild M3 Mikroskop, Herburg, Schweiz) (Abbildung 9, E; 

Abbildung 10). Die Spannungselektrode maß das Membranpotential der Zelle und war an 

einen Verstärker (Oocyte clamp OC-725C, Warner Instruments Corp., Hamden, USA) 

angeschlossen, der mit der Strom-einspeisenden Elektrode verbunden war. Da nur im 

„Current-Clamp-Modus“ gemessen wurde, diente die Strom-einspeisende Elektrode nur zur 

zusätzlichen Fixierung der Oozyte im Bad.   
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Abbildung 9: Aufbau der Versuchsapparatur A Faradayscher Käfig B Gefäße für  

Kontroll- und Testlösungen C Perfusionskammer D Position der Borosilikatglaskapillaren mit 

enthaltenen Silberdrahtelektroden E Mikroskop F Manipulatoren mit den KCl-gefüllten 

Mikroelektroden G Schlauch für ablaufende Perfusionslösungen 

 

 

Abbildung 10: Oozyte während der Messung des Membranpotentials. Sichtbar sind die  

KCl-gefüllten Mikroelektroden aus Borosilikatglas (weiße Pfeile), in denen die 

Silberdrahtelektroden platziert sind. Zur besseren Handhabung des Anstechens der Oozyte 

liegt diese vor einem Steg, der jedoch die Perfusion der Kammer nicht beeinträchtigt 

(schwarzer Pfeil). 
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2.3.3 Vorgehensweise bei den elektrophysiologischen Messungen 

Nach dem Einstechen der beiden Mikroelektroden erfolgte die Perfusion der Oozyte mit ORi, 

bis sich ein stabiles Membranpotential einstellte. Nach Erreichen dieses konstanten 

Potentials erfolgte jeweils zunächst die Perfusion mit Kontroll- und anschließend mit 

Testlösungen, unter denen sich wieder ein stabiles Potential einstellen sollte. Das 

Membranpotential, das von einem Verstärker gemessen wurde, wurde dabei kontinuierlich 

von einem Schreiber (Kipp & Zonen Schreibgerät, Delft, Niederlande) notiert. Nach dieser 

Methode wurde bei allen Untersuchungen verfahren, wobei zwischen der Messung mit 

unterschiedlichen Kontroll- oder Testlösungen stets die Perfusion mit ORi erfolgte, bis sich 

wieder ein konstantes Potential eingestellt hatte, das im Idealfall dem Potential zu Beginn 

der Messung entsprach. Dieses Vorgehen wurde gewählt um Wechselwirkungen der 

verschiedenen Lösungen zu vermeiden. Nach der Messung wurden die Oozyten verworfen. 

 

2.4 Aufnahme von [³⁵S]-markiertem Sulfat 

Ziel der radiochemischen Versuche war die Messung der Aufnahme von [³⁵S]H₂SO₄ durch 

rsat-1 pro Zeiteinheit. Die Versuche fanden im Isotopenlabor des Instituts unter 

Plexiglasabschirmung (Eigenbau der Institutswerkstatt) statt. Zunächst wurden die Oozyten 

in ORi gewaschen, um Gentamycin- und Natriumpyruvatreste zu entfernen. In einem 

Schnappdeckelglas wurden die Oozyten über eine definierte Zeit in 1 ml einer  

[³⁵S]H₂SO₄-haltigen Lösung bei Raumtemperatur inkubiert. Um die Aufnahme von  

[³⁵S]-markiertem Sulfat durch den untersuchten Sulfattransporter sat-1 zu beenden und 

nicht aufgenommenes [³⁵S]H₂SO₄ von der äußeren Membran der Oozyte zu entfernen, 

wurden die Oozyten anschließend dreimal in auf Eis gekühlter ORi gewaschen. Jede Oozyte 

wurde in ein Szintillationsgefäß (Mini-Vial 6 ml, Sarstedt, Nümbrecht) gegeben und mit  

250 µl 1 N NaOH (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) lysiert. Dieser Vorgang wurde mechanisch 

durch eine Schüttelplatte beschleunigt (Köttermann GmbH & Co. KG, Uetze/Hänigsen), auf 

der die Oozyten zwei Stunden mit einer Frequenz von 150/min geschüttelt wurden. Die 

Neutralisation wurde anschließend mit 250 µl 1 N HCl durchgeführt. Unter einem Abzug 

wurden pro Szintillationsgefäß 2,5 ml Szintillationslösung (Lumasafe, Lumac LSC, Groningen, 

Niederlande) hinzugefügt. Danach wurden die Gefäße von Hand verschlossen und 
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geschüttelt. Zur Ermittlung der Standardwerte wurden jeweils 5 µl jedes [³⁵S]H₂SO₄-haltigen 

Inkubationsmediums in vier Szintillationsgefäße gefüllt und ebenfalls mit 2,5 ml 

Szintillationslösung aufgefüllt. Die Auszählung erfolgte im Flüssigkeits-Szintillations-Zähler 

(TRI-CARB 1500, Packard, Meriden, CT, USA), in dem die Messung pro Probe fünf Minuten 

dauerte und eine Angabe der Aktivität in decays per minute (dpm) erfolgte. Abbildung 11 

zeigt eine schematische Darstellung des Ablaufs. 

 

 

 

Abbildung 11: Schema der radiochemischen Versuche. Die genaue Beschreibung des Ablaufs 

ist Kapitel 2.4 entnehmbar (Abbildung modifiziert aus MARKOVICH 2008, S. 1979). 
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Anhand der gemessenen Aktivität der Standardwerte konnte nun die spezifische Aktivität 

(Aspez[dpm/pmol]) der einzelnen Inkubationsmedien errechnet werden: 

 

Aspez=(Astand/Csulf) • Vstand 

 

Die Konzentration des radioaktiv markiertes Sulfats im Inkubationsmedium, [³⁵S] H₂SO₄, hier 

als CSulf bezeichnet, betrug bei allen in dieser Arbeit durchgeführten Versuchen 0,01 µmol/l, 

wobei zusätzlich jeweils 20 µmol/l Na₂SO₄ enthalten waren. Das Standardvolumen Vstand 

betrug 5 µl pro Gefäß. Die Ermittlung des Quotienten aus der gemessenen Aktivität jeder 

einzelnen Oozyte (AOozyte[dpm]) und der errechneten spezifischen Aktivität des 

entsprechenden Inkubationsmediums (Aspez) sowie die Kenntnis der Inkubationszeit 

(TTransport), erlaubten die Bestimmung der Aufnahme von Sulfat (Tsulf [pmol/min]). 

 

Tsulf= (AOozyte/Aspez) •  TTransport 

 

Die Inkubationszeit für die Aufnahme des radioaktiv-markierten Substrates, TTransport, 

variierte bei den einzelnen Versuchen. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Elektrophysiologische Versuche 

Die Durchführung der elektrophysiologischen Messungen erfolgte im  

„Current-Clamp-Modus“, der in Kapitel 2.3.1 beschrieben ist. Zur Untersuchung des 

Einflusses von Sulfat auf sat-1 wurde den Testlösungen jeweils 1 mM Na₂SO₄ hinzugefügt. 

Die genaue Zusammensetzung der Perfusionslösungen ist in Kapitel 2.1.2 und 2.1.3 

beschrieben. 

Die im Weiteren genannten Werte sind allesamt Mittelwerte der gemessenen 

Membranpotentiale, die jeweils abgelesen wurden, wenn das Membranpotential fünf 

Minuten konstant war. Teilweise wurden sehr starke Variationen zwischen den 

Membranpotentialen der einzelnen untersuchten Oozyten beobachtet. Im Falle sehr starker 

Abweichungen der Membranpotentiale beziehungsweise der Änderung der 

Membranpotentiale einzelner Oozyten sind diese explizit erwähnt.  

 

3.1.1 Sulfatapplikation 

Um die Reaktion des Membranpotentials der Oozyten auf die Perfusion mit Sulfat zu testen, 

wurden die rsat-1-exprimierenden Oozyten sowie die wasserinjizierten Oozyten „Mocks“ 

zunächst mit ORi und anschließend mit 1 mM Na₂SO₄-haltiger ORis perfundiert. Die Anzahl 

der für diesen Versuch verwendeten Oozyten und Spendertiere ist in Tabelle 8 aufgeführt. 

Tabelle 8: Anzahl der verwendeten Oozyten und Spendertiere zur Untersuchung der 

Änderung des Membranpotentials der Oozyten unter Zusatz von Sulfat zu ORi. 

 

Das Ruhemembranpotential aller in dieser Arbeit untersuchten sat-1-exprimierenden 

Oozyten lag während der Perfusion mit ORi bei -32,7  10,6 mV. Die Perfusion mit 

sulfathaltiger ORis führte zu einer minimalen Hyperpolarisation auf -33,2  10,9 mV 

 sat-1-exprimierende Oozyten „Mocks“ 

Oozyten 31 19 

Spendertiere 13 10 
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(Abbildung 12 A und B). Bei den wasserinjizierten Oozyten „Mocks“ betrug das 

Membranpotential unter der Perfusion mit ORi -37,8  9,5 mV und blieb während der 

Perfusion mit ORis mit der Einstellung eines Potentials von -37,9  9,2 mV nahezu konstant 

(Abbildung 12 A und C). Um die Änderungen des Potentials der einzelnen Oozyten auf die 

Applikation von Sulfat besser erfassen zu können, wurden in Abbildung 12 B und C die 

Einzelwerte separat dargestellt. Bei den sat-1-exprimierenden Oozyten änderte sich das 

Membranpotential auf Gabe von Sulfat nicht; einige Oozyten hyperpolarisierten und nur 

wenige Oozyten depolarisierten auf Gabe von 1 mM Sulfat. In der Summe resultierte eine 

geringfügige, doch nicht signifikante Hyperpolarisation (Abb. 12 A). Auch die „Mocks“ 

zeigten entweder keine Änderung des Membranpotentials, hyperpolarisierten leicht oder 

depolarisierten unter Perfusion mit sulfathaltiger ORis. 
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Abbildung 12: Reaktion der sat-1-exprimierenden Oozyten und der wasserinjizierten 

Kontrolloozyten „Mocks“ unter Perfusion mit ORi und sulfathaltiger ORis. Dargestellt sind 

sowohl die Mittelwerte der Messungen (A) als auch die Einzelmessungen (B, C) um das 

Ausmaß der Schwankungen der einzelnen Messungen zu verdeutlichen. Die entsprechenden 

Mittelwerte sind jeweils noch einmal rechts und links der Einzelmessungen zu sehen. 

 

3.1.2 Chloridersatz durch Gluconat, Thiocyanat und Nitrat 

Um den Chloridgehalt der Perfusionslösungen zu verändern wurden Lösungen verwendet, in 

denen sowohl Natriumchlorid als auch Kaliumchlorid durch das Natrium- oder Kaliumsalz 

eines anderen Anions ersetzt wurden. In der Kontrolllösung ORi₁ wurden Natrium- und 

Kaliumchlorid durch äquimolare Mengen an Natrium- und Kaliumgluconat, in ORi₂ durch 
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Natrium- und Kaliumthiocyanat und in ORi₃ durch Natrium- und Kaliumnitrat, das heißt 

Zugabe von 110 mM des entsprechenden Natrium- und 3 mM des entsprechenden 

Kaliumsalzes, ersetzt. Untersucht wurde auch die Veränderung des Membranpotentials der 

Oozyten unter Zugabe von Sulfat zu den jeweiligen Lösungen. Die Tabelle 9 gibt Auskunft 

über die Anzahl der verwendeten Oozyten und Spendertiere. 

Tabelle 9: Anzahl der verwendeten Oozyten und Spendertiere beim Versuch des 

Chloridersatzes in den perfundierenden Lösungen durch Gluconat, Thiocyanat und Nitrat. 

 

Der Abbildung 13 ist der gesamte Verlauf der Änderungen des Membranpotentials unter der 

Perfusion mit den verschiedenen Lösungen entnehmbar. Aufgrund der geringen Änderungen 

des Membranpotentials der sat-1-exprimierenden Oozyten und der „Mocks“ unter Perfusion 

mit den sulfathaltigen Testlösungen sind zusätzlich in den Abbildungen 14 bis 17 alle 

Einzelwerte dargestellt. 

Bei den sat-1-exprimierenden Oozyten lag das Ruhemembranpotential in diesen Messreihen 

unter Perfusion mit ORi bei durchschnittlich -26,8  12,5 mV. Auf Sulfatapplikation 

reagierten nahezu alle sat-1-exprimierenden Oozyten mit einer Hyperpolarisation von im 

Mittelwert -1,4  2,1 mV auf -28,2  13,2 mV, wobei Veränderungen des Membranpotentials 

zwischen -6,5 mV und +1 mV zu beobachten waren (Abbildung 14 A). Nach der erneuten 

Perfusion mit ORi und der Einstellung eines Ruhemembranpotentials von -29,9  13,3 mV, 

das durch eine Hyperpolarisation um -1,8  2 mV verursacht wurde, fand unter Perfusion mit 

gluconathaltiger ORi₁ eine deutliche Depolarisation um 8,2  10,1 mV auf -21,7  18,6 mV 

statt. Zwei Oozyten hyperpolarisierten bei dieser Messung jedoch um -5 mV 

beziehungsweise -12 mV. Während der Perfusion mit ORi₁s hyperpolarisierten die Oozyten 

schwach um durchschnittlich -1,8  4,5 mV auf -23,5  20 mV, wobei der Wert einer Oozyte 

sich mit einer Hyperpolarisation von -11,5 mV stark von den anderen Oozyten unterschied  

(Abbildung 15 A). Die Perfusion mit thiocyanathaltiger ORi₂ führte nach einer Perfusion mit 

ORi und einer Hyperpolarisation um -11,6  9,7 mV auf -35,1  15,4 mV zu einer 

 sat-1-exprimierende Oozyten „Mocks“ 

Oozyten 10 5 

Spendertiere 4 3 
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Hyperpolarisation um -15,1  7 mV auf -50,1  11,7 mV, die Perfusion mit ORi₂s führte zu 

einer leichten Depolarisation um 2,3  0,9 mV auf -47,8  11,5 mV (Abbildung 16 A). Nach 

der erneuten Perfusion mit ORi, die zur Depolarisation und Einstellung eines Ruhepotentials 

von -31  15,7 mV führte, folgte die Perfusion mit nitrathaltiger ORi₃, unter der eine 

Hyperpolarisation um -10,3  9 mV auf -41,3  13,4 mV gemessen werden konnte. Drei 

Oozyten hyperpolarisierten dabei mit Membranpotentialänderungen von -21 bis -23 mV 

wesentlich stärker als die anderen untersuchten Oozyten, bei denen Hyperpolarisationen im 

Wert von -2 bis -8 mV detektiert wurden. Unter Zugabe von Sulfat zu ORi₃ depolarisierten 

die Oozyten um 0,8  2,1 mV auf -40,3  13,7 mV (Abbildung 17 A). 

Die wasserinjizierten Oozyten „Mocks“ besaßen unter Perfusion mit ORi in diesen 

Messreihen ein Membranpotential von -33,7  13 mV. Bei der Zugabe von Sulfat zu ORi 

wurde eine Hyperpolarisation von -0,5  1,1 mV auf -34,2  13,2 mV beobachtet (Abbildung 

14 B). Nach der erneuten Perfusion mit ORi und einer leichten Repolarisation auf  

-34,0  12,9 mV führte die Perfusion mit gluconathaltiger ORi₁ zur Depolarisation um  

6,5  13,4 mV auf -27,5  19,2 mV. Zu beachten ist, dass lediglich zwei der Oozyten um  

-29 beziehungsweise -9 mV depolarisierten, drei Oozyten hyperpolarisierten hingegen sehr 

leicht. Die Zugabe von Sulfat zu ORi₁ führte zu einer marginalen Änderung des Potentials, 

dieses befand sich nun um 0,1  0,9 mV reduziert bei -27,4  19,7 mV (Abbildung 15 B). 

Unter der erneuten Perfusion mit ORi hyperpolarisierten die Oozyten um -10,6  5 mV auf  

-38  12,9 mV. Die Perfusion mit thiocyanathaltiger ORi₂ führte zu einer Hyperpolarisation 

um -11,2  2,5 mV auf -49,2  11 mV, unter Zugabe von Sulfat depolarisierten die Oozyten 

um 2,7  1 mV auf -46,5  11,8 mV (Abbildung 16 B). Nach der Perfusion mit ORi und der 

Einstellung des Potentials bei -40  11,6 mV, konnte während der Perfusion mit 

nitrathaltiger ORi₃ eine Hyperpolarisation um -2,7  1,9 mV auf -42,7  12,8 mV gemessen 

werden. Unter der Perfusion mit sulfathaltiger ORi₃s war eine leichte Depolarisation um  

1,5  1,4 mV auf -41,2  12,6 mV feststellbar (Abbildung 17 B). 
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Abbildung 13: Reaktion der sat-1-exprimierenden Oozyten und der wasserinjizierten 

Kontrolloozyten „Mocks“ unter Perfusion mit Lösungen verschiedener Anionen in Ab- und 

Anwesenheit von Sulfat (1 mM). Es wurden die Lösungen ORi, ORi₁, ORi₂ und ORi₃ 

verwendet, um das Verhalten der Oozyten in An- und Abwesenheit von Chlorid, Gluconat, 

Thiocyanat und Nitrat zu untersuchen, sowie die Lösungen ORis, ORi₁s, ORi₂s und ORi₃s um die 

Änderung des Membranpotentials unter der Zugabe von Sulfat darzustellen. Die mit „#“ 

gekennzeichneten Punkte zeigen das Membranpotential der Oozyten unter der Perfusion mit 

ORi: Die Perfusionsreihenfolge der verwendeten Lösungen ist somit ORi, ORis, ORi, ORi₁, ORi₁s, 

ORi, ORi₂, ORi₂s, ORi, ORi₃ und ORi₃s. Die Anzahl der verwendeten Oozyten und Spendertiere 

zeigt die Tabelle 10. 

 

A                                                                                     B 

 

Abbildung 14: Darstellung der Einzelwerte des Membranpotentials der  

sat-1-exprimierenden Oozyten (A) und der „Mocks“ (B) unter Perfusion mit chloridhaltiger 

ORi und ORis. Die Oozyten hyperpolarisierten oder hatten ein unverändertes 

Membranpotential, es fand sich jedoch nur bei den „Mocks“ eine Depolarisation auf 

Sulfatapplikation. 
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A                                                                                      B 

 

Abbildung 15: Einzelwerte des Membranpotentials der sat-1-exprimierenden Oozyten (A) 

und der „Mocks“ (B) unter Perfusion mit natrium- und kaliumgluconathaltiger ORi₁ in An- 

und Abwesenheit von Sulfat (ORi₁s). Auffällig war ein breit gestreutes 

Ruhemembranpotential bei Ersatz des Chlorids durch Gluconat.  
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Abbildung 16: Einzeldarstellung des Membranpotentials der sat-1-exprimierenden Oozyten 

(A) und der „Mocks“ (B) während der Perfusion mit thiocyanathaltiger ORi₂ und 

thiocyanat- sowie sulfathaltiger ORi₂s. Die Sulfatapplikation führte zur Depolarisation aller 

Oozyten, unabhängig davon, ob es sich um sat-1-exprimierende oder wasserinjizierte 

Oozyten handelte.  
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Abbildung 17: Einzelwerte des Membranpotentials der sat-1-exprimierenden (A) und der 

wasserinjizierten Oozyten (B) unter der Perfusion mit nitrathaltiger ORi₃ und nitrat- sowie 

sulfathaltiger ORi₃s.  

 

3.1.3 Reduktion der intrazellulären Chloridkonzentration der Oozyten durch Inkubation in 

chloridreduzierter ORi₁ 

Um die Abhängigkeit der Sulfataufnahme durch sat-1 von dem intrazellulären Chloridgehalt 

der Oozyte zu untersuchen, wurden elektrophysiologische Messungen nach einer Inkubation 

in chloridreduzierter ORi₁ durchgeführt. Dabei wurden die sat-1-exprimierenden Oozyten 

sowie die „Mocks“ nach der Dauer der Inkubation in jeweils fünf Gruppen aufgeteilt. Der 

Tabelle 10 sind die Oozytenzahl und die Anzahl der Spendertiere sowie die Inkubationszeiten 

der einzelnen Gruppen zu entnehmen. 
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Gruppe Inkubationszeit (h) Spendertiere Oozyten 

sat-1-exprimierende Oozyten 

I 0 6 9 

II <3 2 3 

III <6 3 5 

IV <9 3 6 

V <20 3 4 

 „Mocks“ 

VI 0 7 12 

VII <3 2 2 

VIII <6 3 6 

IX <9 2 4 

X <20 3 3 

Tabelle 10: Einteilung der sat-1-exprimierenden Oozyten sowie der „Mocks“ in Gruppen nach 

Dauer der Inkubation in chloridreduzierter ORi₁ mit Angabe der Anzahl der verwendeten 

Oozyten und Spendertiere. 

 

Die in chloridreicher ORi inkubierten sat-1-exprimierenden Oozyten (Zeitpunkt 0) besaßen 

unter Perfusion mit gluconathaltiger ORi₁ ein Membranpotential von -18,4  7,9 mV. Die 

Perfusion mit ORi₁s führte zu einer leichten Hyperpolarisation um -2,5  4,8 mV auf  

-20,9  9,1 mV. Nach der erneuten Perfusion der Oozyten mit ORi₁ hyperpolarisierten die 

Oozyten um -1,7  3 mV, es stellte sich ein Membranpotential von -22,6  10,6 mV ein. 

Während der Perfusion der Oozyten mit sulfathaltiger ORis konnte eine Hyperpolarisation 

von im Mittel -5,4  7,6 mV auf -28,1  5,9 mV beobachtet werden. 

Nach zwei- bis dreistündiger Inkubation in chloridreduzierter und gluconathaltiger ORi₁ 

betrug das mittlere Membranpotential der sat-1-exprimierenden Oozyten in Gruppe II 

während der Perfusion mit ORi₁ -31  18,3 mV. Die Zugabe von Sulfat veränderte das 

Potential nur marginal um -1,2  2 mV auf -32,2  20,1 mV, jedoch sind generell in dieser 

Gruppe sehr große Schwankungen der Potentiale zu beobachten gewesen. Es erfolgte keine 

Änderung des Membranpotentials nach erneuter Perfusion mit ORi₁, unter Perfusion mit 
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sulfathaltiger ORis verringerte sich das Membranpotential um -0,8  4,6 mV auf  

-33  14,7 mV. 

Bei den sat-1-exprimierenden Oozyten der Gruppe III konnte nach vier- bis sechsstündiger 

Inkubation in ORi₁ unter der Perfusion mit ORi₁ die Einstellung eines Membranpotentials von  

-11,4  7,1 mV beobachtet werden. Die Perfusion mit ORi₁s führte zu einer leichten 

Hyperpolarisation der Oozyten um -1,2  1,4 mV auf 12,6  8,4 mV. Unter erneuter 

Perfusion mit ORi₁ änderte sich das Membranpotential um 0,3  0,9 mV und betrug  

-12,3  8,6 mV. Während der anschließenden Perfusion mit sulfathaltiger ORis wurde eine 

Hyperpolarisation von -7,1  2,8 mV auf -19,4  10,8 mV detektiert. Abbildung 18 stellt das 

Membranpotential dieser Gruppe dar.  

Die sechs- bis achtstündige Inkubation in ORi₁ der in Gruppe IV untersuchten  

sat-1-exprimierenden Oozyten führte zur Einstellung eines Membranpotentials von  

-16,3  10 mV unter der Perfusion mit ORi₁. In sulfathaltiger ORi₁s wurde ein um  

-0,3  1,3 mV reduziertes Membranpotential von -16,6  10,1 mV registriert. Nach der 

wiederholten Perfusion mit ORi₁, unter der nach einer Depolarisation um 1,5  1,9 mV ein 

Membranpotential von -15,1  10,6 mV detektiert wurde, hyperpolarisierten die Oozyten 

während der Perfusion mit sulfathaltiger ORis um durchschnittlich -4,8  4,8 mV auf  

-19,8  12,7 mV. 

In der Gruppe V der sat-1-exprimierenden Oozyten wurde nach neun- bis zwanzigstündiger 

Inkubation unter der Perfusion mit ORi₁ ein Membranpotential von im Mittelwert  

-21,3  9,8 mV gemessen, das nach Zugabe von Sulfat eine Depolarisation um 2,1  6 mV auf 

-19,1  11,5 mV zeigte. Die Perfusion mit ORi₁ führte zu einer leichten Hyperpolarisation der 

Oozyten um -2,8  4,1 mV auf -21,9  11,9 mV. Nach der folgenden Perfusion mit 

sulfathaltiger ORis, die zu einer Hyperpolarisation um -4,3  5,5 mV führte, wurde ein 

Membranpotential von -26,3  8,6 mV detektiert.  

Bei den in chloridreicher ORi inkubierten „Mocks“ der Gruppe VI wurde unter Perfusion mit 

ORi₁ ein Membranpotential von -28  20,4 mV gemessen, das nach Zugabe von Sulfat leicht 

um -1,3  2,2 mV auf -29,3  21,4 mV hyperpolarisierte. Der erneuten Perfusion mit ORi₁, bei 

der ein Membranpotential von -29,5  21,8 mV detektiert wurde, folgte unter Perfusion mit 

ORis eine marginale Hyperpolarisation um -1,1  5,2 mV auf -30,6  21,6 mV. 
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Die „Mocks“ der Gruppe VII wiesen nach zwei- bis dreistündiger Inkubation in chloridarmer 

ORi₁ unter Perfusion mit ORi₁ ein Membranpotential von -10,3  3,2 mV auf, das während 

der Perfusion mit ORi₁s um 7,5  7,1 mV auf -2,8  10,3 mV depolarisierte. Nach erneuter 

Perfusion mit ORi₁ hyperpolarisierte das Membranpotential der Oozyten um -23,5  14,8 mV 

auf -26,3  25,1 mV. Unter der Perfusion mit sulfathaltiger ORis hyperpolarisierten die 

Oozyten um -4  7,1 mV auf -30,3  18 mV. 

Das in der Gruppe VIII der vier bis sechs Stunden in ORi₁ inkubierten „Mocks“ gemessene 

Membranpotential, das in Abbildung 18 dargestellt ist, betrug unter der Perfusion mit ORi₁  

-28,6  10,6 mV. In ORi₁s änderte sich das Membranpotential um -0,4  4,6 mV auf  

-29  12 mV. In ORi₁ wurde nach erneuter Perfusion ein Membranpotential von  

-37  15,1 mV beobachtet. Es depolarisierten jedoch nur zwei Oozyten um  

-39,5 beziehungsweise -8,5 mV, bei allen anderen Oozyten war keine Änderung des 

Membranpotentials messbar. Während der Perfusion mit ORis hyperpolarisierten die 

Oozyten abschließend um -5,9  16 mV auf -42,9  6,5 mV. Hier waren erneut starke 

Schwankungen zwischen den einzelnen Oozyten messbar. Drei Oozyten hyperpolarisierten 

um -37,5 bis -2,5 mV, drei depolarisierten hingegen um 1,5 bis 6 mV. 

Nach einer sechs- bis achtstündigen Inkubation in ORi₁ wiesen die „Mocks“ der Gruppe IX 

unter Perfusion mit ORi₁ ein Membranpotential von -25,1  8,1 mV auf, das unter Zugabe 

von Sulfat zu ORi₁ um 0,9  1,5 mV auf -24,2  8,5 mV depolarisierte. Unter der wiederholten 

Perfusion mit ORi₁ hyperpolarisierten die Oozyten wieder marginal um -1  1,1 mV auf  

-25,1  9,5 mV. Unter der anschließenden Perfusion mit ORis war eine Hyperpolarisation um 

-10,9  7,1 mV auf -36  5,6 mV messbar. 

Die Gruppe X der neun bis zwanzig Stunden in ORi₁ inkubierten „Mocks“ wies unter Perfusion 

mit ORi₁ ein Membranpotential von -14  12,3 mV auf. Unter Zugabe von Sulfat zu ORi₁ 

depolarisierten die Oozyten marginal um 0,4  2,9 mV auf -13,6  10,8 mV. Die 

anschließende Perfusion mit ORi₁ ließ die Oozyten auf -21,3  11 mV hyperpolarisieren. In 

ORis verstärkte sich dieser Effekt um -12,5  19,8 mV, es wurde ein Membranpotential von  

-33,8  8,8 mV gemessen. 
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Abbildung 18: Membranpotential sat-1-exprimierender Oozyten und „Mocks“ nach 

Inkubation in chloridreicher ORi und chloridreduzierter ORi₁ während der Perfusion mit ORi₁ 

und anschießender Zugabe von Sulfat. Die Abbildung zeigt Mittelwerte von jeweils zwei bis 

drei Oozyten aus zwei Spendertieren. Die Oozyten wurden für vier bis sechs Stunden in den 

jeweiligen Lösungen inkubiert bevor die Applikation von Sulfat erfolgte. Die  

sat-1-exprimierenden Oozyten depolarisierten durch Inkubation in chloridreduzierter ORi₁, 

das Membranpotential der „Mocks“ blieb von diesem Manöver weitgehend unbeeinflusst. 

 

3.1.4 pH-Abhängigkeit der Aufnahme von Sulfat: Ansäuerung der Oozyten mit 

Ammoniumchlorid 

Zur Untersuchung der pH-Abhängigkeit des Sulfattransports durch sat-1 wurden die Oozyten 

bei diesem Versuch 15 Minuten mit ORiNH₄Cl, die 10 mM Ammoniumchlorid enthielt, 

perfundiert. Auf den Mechanismus der Ansäuerung der Xenopus-laevis-Oozyten durch 

Ammoniumchlorid wird im Kapitel 4.5 näher eingegangen. Die Anzahl der für diesen Versuch 

verwendeten Oozyten und Spendertiere ist in Tabelle 11 aufgeführt. 

Tabelle 11: Anzahl der verwendeten Oozyten und Spendertiere bei dem Versuch der 

Ansäuerung der Oozyten mit Ammoniumchlorid. 
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Die Abbildung 19 gibt den Verlauf des Membranpotentials der sat-1-exprimierenden 

Oozyten und der „Mocks“ wieder. 

Bei den sat-1-exprimierenden Oozyten stellte sich unter Perfusion mit ORi zunächst ein 

Membranpotential von -38,3  7,5 mV ein. Nach der Zugabe von Sulfat zu ORi änderte sich 

das Potential marginal um -0,3  1,3 mV und betrug -38,6  8,3 mV, unter erneuter Perfusion 

mit ORi konnte ein Abfall des Potentials um -0,8  1,7 mV auf -39,3  9,1 mV detektiert 

werden. Die Zugabe von 10 mM Ammoniumchlorid zu ORi führte zu einer signifikanten 

Depolarisation um 24,2  6 mV auf -15,1  5,8 mV. Nach 15-minütiger Perfusion mit dieser 

Lösung kam es unter der Perfusion mit sulfathaltiger ORis zur Hyperpolarisation um  

26,8  10,2 mV und Einstellung eines Potentials von -42  14 mV. Die anschließende 

Perfusion mit ORi führte zu einer leichten Hyperpolarisation um -0,6  1,8 mV auf  

-42,5  14 mV.  

Bei den wasserinjizierten Oozyten betrug das Membranpotential bei Perfusion mit ORi  

-43,5  4,8 mV, bei Perfusion mit sulfathaltiger ORis verschob sich das Potential um 

1,4  2 mV auf -42,1  5,6 mV. Unter erneuter Perfusion mit ORi konnte eine 

Potentialänderung von 0,4  2,1 mV auf -41,7  7,4 mV detektiert werden. Während der 

Perfusion mit ammoniumchloridhaltiger ORiNH₄Cl depolarisierten die Oozyten um 31,9  7 mV 

auf -9,8  10,7 mV. Eine starke Hyperpolarisation um –35,6  11,5 mV auf -47  7,9 mV 

konnte unter der folgenden Perfusion mit sulfathaltiger ORis beobachtet werden. Die 

anschließende Perfusion mit ORi führte zu einer Hyperpolarisation um -2,1  0,9 mV auf  

-49,1  7,3 mV. 
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Abbildung 19: Reaktion der sat-1-exprimierenden und wasserinjizierten Oozyten auf eine 

15-minütige Inkubation mit Ammoniumchlorid. Als Kontrolle erfolgte die Perfusion mit ORi. 

Deutlich zu erkennen ist die starke Depolarisation während der Perfusion mit 

ammoniumchloridhaltiger ORiNH4Cl, die bei den wasserinjizierten Oozyten stärker ausgeprägt 

zu sein scheint als bei den sat-1-exprimierenden Oozyten. 

 

3.1.5 Abhängigkeit der Sulfataufnahme von der extrazellulären 

Calciumchloridkonzentration 

Um den Einfluss von Calcium auf die sat-1-exprimierenden Oozyten genauer zu untersuchen, 

wurden die Potentialänderungen bei unterschiedlichen Calciumchloridkonzentrationen 

gemessen. Die Oozyten wurden zunächst mit ORi und anschließend mit chloridreduzierter 

ORi₁ perfundiert, in der Natrium- und Kaliumchlorid durch äquimolare Mengen Natrium- und 

Kaliumgluconat ersetzt wurden. Weiterhin enthielten die chloridreduzierten Lösungen 

steigende Mengen Calciumchlorid: ORi₁ enthielt 2 mM, ORi₄ 4 mM und ORi₅ 6 mM 

Calciumchlorid. Untersucht wurde die Änderung des Potentials sat-1-exprimierender 

Oozyten und „Mocks“ in An- und Abwesenheit von Sulfat. Die Tabelle 12 zeigt die Anzahl der 

verwendeten Oozyten und der Spendertiere. 

Tabelle 12: Anzahl der verwendeten Oozyten und Spendertiere im Versuch der Variation der 

extrazellulären Calciumkonzentration in chloridreduzierter ORi₁, ORi₄ und ORi₅. 
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Die Änderungen des Membranpotentials der sat-1-exprimierenden Oozyten sowie der 

„Mocks“ während der Perfusion mit den Lösungen mit steigenden 

Calciumchloridkonzentrationen ist in Abbildung 20 dargestellt. 

Die sat-1-exprimierenden Oozyten zeigten unter Perfusion mit ORi zunächst eine Einstellung 

des Membranpotentials von -32,6  8,4 mV. Bei einigen Oozyten wurde die Reaktion unter 

der Zugabe von Sulfat zu ORi gemessen, die zu einer geringen Depolarisation um  

+0,4  1,3 mV auf -32,3  8,2 mV führte. Nach erneuter Perfusion mit ORi wurde die 

Einstellung eines Potentials von -34,4  8,8 mV beobachtet. Alle sat-1-exprimierenden 

Oozyten wurden anschließend mit ORi₁ perfundiert, dabei war eine starke Depolarisation auf 

-20,7  10,9 mV detektierbar. Bei drei der gemessenen Oozyten fand nur eine sehr geringe 

Depolarisation um 1,5 bis 2 mV statt, zwei Oozyten depolarisierten stark um 20 bis 24 mV. 

Der Zusatz von Sulfat zu ORi₁ verstärkte die Depolarisation um 2,1  5,5 mV auf  

-18,6  12,7 mV. Durch erneute Perfusion mit ORi kam es zur Hyperpolarisation von  

-16  11,8 mV und Einstellung eines Membranpotentials von -34,6  8,6 mV. Bei vier der 

untersuchten Oozyten konnte eine starke Hyperpolarisation im Bereich von -27 bis -33 mV 

registriert werden, drei weitere hyperpolarisierten im Bereich von -3,5 bis -14,5 mV, eine 

Oozyte depolarisierte hingegen um 3 mV. Unter der Perfusion mit ORi₄ fand eine 

Depolarisation um 5,4  5,2 mV auf -29,3  12,6 mV statt, die unter der Zugabe von Sulfat 

noch um 4,3  8,6 mV auf -25  13,7 mV gesteigert werden konnte. Eine Oozyte 

hyperpolarisierte während der Applikation von ORi₄ um -4 mV. Die Perfusion der Oozyten 

mit sulfathaltiger ORi₄s zeigte bei zwei Oozyten starke Reaktionen im Sinne einer 

Depolarisation um 12 beziehungsweise 28 mV. Alle anderen Oozyten zeigten nahezu keine 

Veränderungen. Eine erneute Hyperpolarisation um -6  9,2 mV auf -31  9,6 mV konnte 

unter der Perfusion mit ORi beobachtet werden. Zwei Oozyten hyperpolarisierten sehr stark. 

Diese Oozyten hatten sich bereits unter Perfusion mit ORi₄s in ihrem Verhalten von den 

anderen Oozyten unterschieden. Es wurde keine Änderung des mittleren Potentials der 

Oozyten unter der Perfusion mit ORi₅ registriert, das weiterhin 31  9,7 mV betrug. Die zwei 

erwähnten Oozyten unterschieden sich jedoch auch hier deutlich, da sie um  

6 beziehungsweise 11 mV depolarisierten, nahezu alle anderen Oozyten jedoch nur 

marginale, eher hyperpolarisierende Änderungen des Potentials aufwiesen. Auch unter 
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Zugabe von Sulfat zu ORi₅ änderte sich das Potential nur unwesentlich um 0,7  3 mV auf  

-30,3  11,3 mV. 

Bei den „Mocks“ stellte sich unter Perfusion mit ORi ein Potential von  

-35,4  8,3 mV ein. Während der Perfusion mit sulfathaltiger ORis hyperpolarisierten die 

Oozyten leicht um -1,3  0,8 mV auf -36,8  7,9 mV. Nach der erneuten Perfusion mit ORi 

und Einstellung eines um -0,4  1,2 mV reduzierten Potentials von -37,2  8,2 mV führte die 

Perfusion mit ORi₁ zu einer Depolarisation um 12,8  8,9 mV auf -24,4  12,9 mV, die sich 

unter der Zugabe von Sulfat leicht um 1,1  1,7 mV auf -23,3  13,7 mV erhöhte. Nach der 

erneuten Perfusion mit ORi war eine Hyperpolarisation um 17,8  15,1 mV auf  

-41,2  13,9 mV messbar. Unter ORi₄ hyperpolarisierten die Oozyten um -5,6  7,6 mV auf  

-46,8  12 mV. Drei Oozyten zeigten lediglich marginale Hyperpolarisationen von -0,5 mV, 

zwei hyperpolarisierten um -5 beziehungsweise -7 mV und eine Oozyte hyperpolarisierte um 

-20 mV. Die Zugabe von Sulfat änderte das Potential mit einer Verschiebung von  

0,2  1,4 mV auf -46,6  11,1 mV nur marginal. Einer Depolarisation von 2,2  2,2 mV auf  

-44,4  10,1 mV während der Perfusion mit ORi folgte unter Perfusion mit ORi₅ die 

Einstellung eines Potentials von -43,2  8,3 mV. Nur eine Oozyte depolarisierte stark um  

29 mV, alle anderen hyperpolarisierten hingegen leicht. Nach der Zugabe von Sulfat zu ORi₅ 

konnte eine Depolarisation um 7,1  16,1 mV auf -36,1  15,5 mV gemessen werden.    
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Abbildung 20: Änderung des Membranpotentials der sat-1-exprimierenden Oozyten und 

der „Mocks“ unter Perfusion mit ORi und den chloridreduzierten Oozytenringerlösungen 

ORi₁, ORi₄ und ORi₅ mit steigender Calciumchloridkonzentration. Die mit „#“ 

gekennzeichneten Punkte stellen das Membranpotential unter der Perfusion mit ORi dar: 

Reihenfolge der verwendeten Perfusionslösungen ist somit ORi, ORis, ORi, ORi₁, ORi₁s, ORi, 

ORi₄, ORi₄s, ORi, ORi₅ und ORi₅s. 

 

3.2 Radiochemische Aufnahmeversuche  

In den radiochemischen Versuchen wurde die Aufnahme von radioaktiv markiertem Sulfat in        

sat-1-exprimierende Oozyten sowie in „Mocks“, das heißt wasserinjizierten Oozyten, 

gemessen. Die genannten Werte sind Mittelwerte der Versuchsergebnisse. 

 

3.2.1 Sat-1-Zeitreihe 

Um die Aufnahme von Sulfat über sat-1 genauer zu bestimmen, wurde eine Zeitreihe 

aufgenommen. Dabei wurde die Sulfataufnahme sat-1-exprimierender Oozyten nach jeweils 

ein-, zwei-, fünf-, zehn- und 20-minütiger Inkubation in 20 µM Na₂SO₄ sowie 0,01 µM 

[³⁵S]H₂SO₄-haltiger ORis* gemessen. Somit konnte das zeitliche Verhalten der Sulfataufnahme 

zu definierten Zeitpunkten bestimmt werden. Tabelle 13 führt die Anzahl der in diesem 

Versuch verwendeten Oozyten und Spendertiere auf. 

 

sat-1 
„Mocks" 
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 sat-1-exprimierende Oozyten „Mocks“ 

Oozyten, eine Minute Inkubiert 10 9 

Oozyten, zwei Minuten inkubiert 11 11 

Oozyten, fünf Minuten inkubiert 11 8 

Oozyten, zehn Minuten inkubiert 8 8 

Oozyten, 20 Minuten inkubiert 10 11 

Spendertiere 1 1 

Tabelle 13: Anzahl der pro Inkubationszeit verwendeten Oozyten und Spendertiere bei dem 

Versuch zur Anfertigung einer sat-1-Zeitreihe. 

 

Die sat-1-exprimierenden Oozyten hatten nach einer Inkubationsdauer von einer Minute 

2,79 ± 0,44 pmol pro Oozyte aufgenommen. Nach einer zweiminütigen Inkubationsdauer 

betrug die Aufnahme 2,16 ± 0,35 pmol pro Oozyte. Die Aufnahme steigerte sich auf  

5,03 ± 1,16 pmol pro Oozyte nach fünfminütiger Inkubation, 6,06 ± 1,45 pmol pro Oozyte 

nach einer Inkubationsdauer von zehn Minuten und 12,57 ± 2,63 pmol pro Oozyte nach  

20-minütiger Inkubation. 

Bei den „Mocks“ wurde nach einer einminütigen Inkubation eine Sulfataufnahme von  

1,03 ± 0,29 pmol pro Oozyte gemessen. Nach einer Inkubationsdauer von zwei Minuten lag 

die Aufnahme bei 2,06 ± 0,73 pmol pro Oozyte. Die Sulfataufnahme nach fünfminütiger 

Inkubation betrug 1,68 ± 0,4 pmol pro Oozyte und fiel nach zehnminütiger Inkubation auf 

1,27 ± 0,16 pmol pro Oozyte ab. Nach einer 20-minütigen Inkubation wurde in den „Mocks“ 

eine Aufnahme von 4,02 ± 1,29 pmol pro Oozyte gemessen. 

Aufgrund des in Abbildung 21 dargestellten Aufnahmeverhaltens von sat-1 wurde für die in 

dieser Arbeit durchgeführten radiochemischen Aufnahmeversuche eine Inkubationszeit von 

fünf Minuten pro Bedingung gewählt. In diesem Zeitfenster verläuft die Aufnahme von Sulfat 

nahezu linear. 
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Abbildung 21: Sulfataufnahme sat-1-exprimierender Oozyten und „Mocks“ in Abhängigkeit 

der Inkubationsdauer von einer bis 20 Minuten in sulfathaltiger ORis*. 

 

3.2.2 Chloridabhängigkeit der Aufnahme von [³⁵S]Sulfat 

Zur Untersuchung der Chloridabhängigkeit des Sulfattransports durch sat-1 wurden die im 

Folgenden beschriebenen Versuche durchgeführt. Dabei wurde die Sulfataufnahme in die 

Oozyten nach einer fünfminütigen Inkubation in 20 µM Na₂SO₄- sowie  

0,01 µM [³⁵S]H₂SO₄-haltiger ORis* untersucht. 

 

3.2.2.1 Chloridersatz durch Gluconat, Thiocyanat und Nitrat 

Wie bei den elektrophysiologischen Messungen wurden Natrium- und Kaliumchlorid in ORi₁ 

durch Natrium-und Kaliumgluconat, in ORi₂ durch Natrium- und Kaliumthiocyanat und in 

ORi₃ durch Natrium- und Kaliumnitrat ersetzt. Den Lösungen wurden jeweils 20 µM Na₂SO₄ 

sowie 0,01 µM [³⁵S]H₂SO₄ hinzugefügt. Die Inkubationszeit der Oozyten betrug fünf Minuten. 

Die Tabelle 14 nennt die Anzahl der pro Bedingung untersuchten Oozyten und der 

Spendertiere. 

 In Abbildung 22 ist die Sulfataufnahme der sat-1-exprimierenden Oozyten und der „Mocks“ 

dargestellt. 

 

 
sat-1 
„Mocks“ 
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Tabelle 14: Anzahl der pro Lösung verwendeten Oozyten und Spendertiere bei dem Versuch 

des Natrium- und Kaliumchloridersatzes durch Gluconat, Thiocyanat und Nitrat. 

 

Die sat-1-exprimierenden Oozyten zeigten eine Sulfataufnahme von  

4,28  0,84 pmol/5 Minuten pro Oozyte in ORis*, in ORi₁s* war die Aufnahme um 35,81 % auf 

6,38  2,4 pmol/5 Minuten pro Oozyte erhöht. In ORi₂s* konnte eine um  

61,84 % auf 1,79  0,51 pmol/5 Minuten pro Oozyte verringerte Sulfataufnahme gemessen 

werden. Die Sulfataufnahme in ORi₃s* war ebenfalls um 32,77 % auf  

3,16  1,61 pmol/5 Minuten pro Oozyte reduziert.  

Bei den „Mocks“ fand in ORis* eine Aufnahme von 3,79  3 pmol/5 Minuten pro Oozyte statt. 

Die Aufnahme in ORi₁s* war um 6,52 % auf 3,54  1,46 pmol/5 Minuten pro Oozyte 

vermindert. In ORi₂s* steigerte sich die Aufnahme um 19,5 % auf 4,53  2 pmol/5 Minuten 

pro Oozyte, in ORi₃s* wurde eine Steigerung der Sulfataufnahme um 73,26 % auf  

6,57  4,48 pmol/5 Minuten pro Oozyte registriert. 

 

 sat-1-exprimierende Oozyten „Mocks“ 

Oozyten, in ORis* inkubiert 53 54 

Oozyten, in ORi₁s* inkubiert 53 59 

Oozyten, in ORi₂s* inkubiert 51 55 

Oozyten, in ORi₃s* inkubiert 54 54 

Spendertiere 4 4 
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Abbildung 22: Sulfataufnahme von sat-1-exprimierenden und wasserinjizierten Oozyten 

„Mocks“ in ORis*, ORi₁s*, ORi₂s* und ORi₃s*. Die mit „*“ gekennzeichneten Balken zeigen einen 

signifikanten Unterschied bezogen auf die [³⁵S]Sulfataufnahme. Die gewählte Signifikanz ist  

p < 0,1. Gezeigt werden die Daten aus vier unabhängig voneinander durchgeführten 

Experimenten, pro Bedingung wurden jeweils elf bis 16 Oozyten untersucht. 

 

3.2.2.2 Natriumchloridersatz durch Mannit 

In der Kontrolllösung ORi₂₂₀Ms* wurden die in ORi enthaltenen 110 mM Natriumchlorid durch 

220 mM Mannit ersetzt, die Kalium- sowie die Calciumchloridkonzentrationen blieben 

jedoch unverändert. Die so hergestellte ORi₂₂₀Ms* enthielt zusätzlich 20 µM Na₂SO₄ und  

0,01 µM [³⁵S]H₂SO₄. Die Inkubationszeit der Oozyten betrug fünf Minuten. Der Tabelle 15 

sind die Anzahl der untersuchten Oozyten sowie der Spendertiere entnehmbar. Abbildung 

23 stellt die Sulfataufnahme der sat-1-exprimierenden Oozyten und der „Mocks“ nach 

Inkubation in ORis* und ORi₂₂₀Ms* dar. 

Tabelle 15: Anzahl der pro Bedingung eingesetzten Oozyten und Spendertiere bei dem 

Versuch des Natriumchloridersatzes durch Mannit. 

 

 sat-1-exprimierende Oozyten „Mocks“ 

Oozyten, in ORis* inkubiert 58 57 

Oozyten, in ORi₂₂₀Ms* inkubiert 58 58 

Spendertiere 4 4 

sat-1 
„Mocks“ 
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In ORi nahmen die sat-1-exprimierenden Oozyten 3,39  1,11 pmol/5 Minuten pro Oozyte 

auf. Die in ORi₂₂₀Ms* inkubierten, sat-1-exprimierenden Oozyten nahmen  

5,52  1,82 pmol/5 Minuten pro Oozyte auf, das heißt die Aufnahme war um 62,72 % 

gesteigert.  

Bei den wasserinjizierten Oozyten „Mocks“ fand unter Inkubation in ORis* eine Aufnahme 

von 1,08  0,19 pmol/5 Minuten pro Oozyte statt. Die Inkubation in ORi₂₂₀Ms* führte zu einer 

Steigerung der Aufnahme um 88,99% auf 2,03  1,07 pmol/5 Minuten pro Oozyte in den 

wasserinjizierten Oozyten. 

 

 

Abbildung 23: Sulfataufnahme von sat-1-exprimierenden und wasserinjizierten Oozyten 

„Mocks“ nach Ersatz des gesamten Natrium- und Kaliumchlorids durch Mannit (ORis* und 

ORi₂₂₀Ms*). Die in der Abbildung mit „*“ gekennzeichneten Säulen zeigen einen signifikanten 

Unterschied bezogen auf die [³⁵S]Sulfataufnahme. Die gewählte Signifikanz ist p < 0,1. 

Gezeigt werden die Daten aus vier unabhängig voneinander durchgeführten Experimenten, 

pro Bedingung wurden jeweils zwölf bis 21 Oozyten untersucht.  

 

3.2.2.3 Aufnahme von Sulfat nach Inkubation der Oozyten in chloridreduzierter ORi₁ 

Um die Oozyten intrazellulär an Chlorid zu verarmen, fand eine dem Aufnahmeversuch 

vorrausgehende Inkubation in ORi₁ über 180 Minuten statt. Für den Aufnahmeversuch 

wurden in chloridreduzierter ORi₁ inkubierte Oozyten sowie in chloridreicher ORi inkubierte 

Oozyten als Kontrolle fünf Minuten in 20 µM Na₂SO₄- sowie 0,01 µM [³⁵S]H₂SO₄-haltiger 

sat-1 
„Mocks“ 
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ORis* inkubiert. Die Anzahl der untersuchten Oozyten und der Spendertiere ist der Tabelle 16 

entnehmbar. 

Tabelle 16: Anzahl der pro Lösung verwendeten Oozyten und Spendertiere bei dem Versuch 

der Chloridverarmung der Oozyten durch Inkubation in chloridreduzierter ORi₁. 

 

Abbildung 24 zeigt die Sulfataufnahme der chloridverarmten und nicht chloridverarmten 

Oozyten. 

Die in der chloridhaltigen Kontrolllösung ORi inkubierten sat-1-exprimierenden Oozyten 

nahmen in ORis* 4,67  2,23 pmol/5 Minuten pro Oozyte auf. In chloridreduzierter ORi₁ 

inkubierte sat-1-exprimierende Oozyten zeigten eine Aufnahme von  

12,72  6,46 pmol/5 Minuten pro Oozyte, die Aufnahme war im Vergleich zu den in ORi 

inkubierten Oozyten um 172,08 % gesteigert. 

Die wasserinjizierten Oozyten „Mocks“ nahmen in ORis* 3,58  2,33 pmol/5 Minuten pro 

Oozyte auf. Nach Inkubation in chloridverarmter ORi₁ nahmen die „Mocks“  

5,5  4,87 pmol/5 Minuten pro Oozyte, das heißt 53,64 % mehr, auf.  

 

 

 sat-1-exprimierende Oozyten „Mocks“ 

Oozyten, nicht chloridverarmt 35 36 

Oozyten, durch Inkubation in 

chloridreduzierter ORi₁ chloridverarmt 

36 33 

Spendertiere 3 3 
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Abbildung 24: Sulfataufnahme von sat-1-exprimierenden und wasserinjizierten Oozyten 

„Mocks“ abhängig von der vorausgehenden Inkubation in chloridreduzierter ORi₁ und 

chloridreicher ORi. Die mit „*“ gekennzeichneten Balken zeigen einen signifikanten 

Unterschied bezüglich der [³⁵S]Sulfataufnahme. Die gewählte Signifikanz ist p < 0,1. Gezeigt 

werden die Daten aus drei unabhängig voneinander durchgeführten Experimenten, pro 

Bedingung wurden zehn bis 14 Oozyten untersucht. 

 

3.2.3 pH-Abhängigkeit der Aufnahme von [³⁵S]Sulfat: Ansäuerung der Oozyten mit 

Ammoniumchlorid 

Zur Untersuchung der pH-Abhängigkeit der Sulfataufnahme durch sat-1 wurden einige 

Oozyten 15 Minuten in 10 mM ammoniumchloridhaltiger ORiNH₄Cl inkubiert. Unmittelbar 

nach der Ansäuerung fand der Aufnahmeversuch mit einer Inkubationszeit von fünf Minuten 

in ORis* statt. Eine Messung des intrazellulären pH-Wertes wurde nicht vorgenommen. 

Ammoniumchlorid führt über einen in Kapitel 4.5 genauer erläuterten Mechanismus zur 

Ansäuerung der Oozyten. Die Tabelle 17 führt die Anzahl der verwendeten Oozyten und 

Spendertiere auf. In Abbildung 25 ist die Sulfataufnahme der nicht angesäuerten sowie der 

angesäuerten Oozyten dargestellt. 

 

 

 

 

sat-1 
„Mocks“ 

 

In ORi₁ inkubiert  In ORi inkubiert 
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Tabelle 17: Anzahl der pro Lösung verwendeten Oozyten und Spendertiere bei dem Versuch 

der Ansäuerung der Oozyten mit Ammoniumchlorid. 

 

Die sat-1-exprimierenden Oozyten nahmen in ORis* 4,25  0,67 pmol/5 Minuten pro Oozyte 

auf, nach der Inkubation in ORiNH₄Cl steigerte sich die Aufnahme um 15,61 % auf  

4,92  0,81 pmol/5 Minuten pro Oozyte.  

Bei den wasserinjizierten Oozyten fand eine Steigerung der Aufnahme um 6,03 % von  

1,03  1,28 pmol/5 Minuten pro Oozyte ohne Inkubation auf 1,16  0,9 pmol/5 Minuten pro 

Oozyte nach Inkubation in ORiNH₄Cl statt. 

 

 

Abbildung 25: Sulfataufnahme von sat-1-exprimierenden und wasserinjizierten Oozyten 

„Mocks“ abhängig von der vorausgehenden Inkubation in ammoniumchloridhaltiger 

ORiNH₄Cl. Die mit „*“ gekennzeichneten Balken zeigen einen signifikanten Unterschied 

bezogen auf die [³⁵S]Sulfataufnahme. Die gewählte Signifikanz ist p < 0,1. Gezeigt werden die 

Daten aus vier unabhängig voneinander durchgeführten Experimenten, pro Bedingung 

wurden neun bis 17 Oozyten untersucht. 

 sat-1-exprimierende Oozyten „Mocks“ 

Oozyten, nicht inkubiert 49 49 

Oozyten, in ORiNH₄Cl inkubiert 55 53 

Spendertiere 4 4 

sat-1 
„Mocks“ 
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4 Diskussion  

4.1 Oozyten des Krallenfrosches Xenopus laevis 

In allen Versuchen dieser Arbeit wurden die für die Expression heterologer Proteine 

genutzten Oozyten des Krallenfrosches Xenopus laevis als Expressionssystem für sat-1 

verwendet.  

Die Oozyten können nach DUMONT in sechs verschiedene Stadien eingeteilt werden, die 

aufgrund der asynchronen Oogenese alle gleichzeitig im Ovar vorhanden sind. 

Makroskopisch unterscheiden sich die Oozyten der unterschiedlichen Stadien vor allem in 

ihrer Farbe und Größe, die von 50 μm im Stadium I bis 1300 μm im Stadium VI reicht 

(DUMONT 1972). 

Während der Oogenese, die ungefähr acht Monate dauert, kommt es zur Akkumulation von 

Ribosomen, Glykogen, Lipiden, Dotter und zelleigener mRNA in den Oozyten, die in der 

ersten meiotischen Prophase arretiert sind (WEBER 1999a). Oozyten des Stadiums VI 

verharren zunächst in diesem, bevor es zur Atresie kommt (WAGNER et al. 2000). Für die in 

dieser Arbeit durchgeführten Versuche sind lediglich Oozyten der Stadien V und VI nach 

DUMONT (1972) geeignet, da nur Oozyten dieser Stadien artfremde cRNA transkribieren und 

translatieren können. Ein durch ein unpigmentiertes äquatoriales Band klar abgrenzbarer 

animalischer und vegetativer Pol und die entsprechende Größe ermöglichen die einfache 

Selektion dieser Oozyten.  

Die durch Stimulation mit β-HCG auslösbare Ovulation des Krallenfroschs wurde historisch 

zur Durchführung diagnostischer Schwangerschaftstests genutzt (DUMONT 1972). GURDON 

et al. (1971) demonstrierten, dass die Oozyten nach Injektion von mRNA zur Produktion von 

Hämoglobin fähig sind. 

Die Injektion von cRNA in Xenopus-laevis-Oozyten, deren Größe eine sehr einfache 

Handhabung zulässt, ermöglicht das Untersuchen exprimierter Membranproteine innerhalb 

von kurzer Zeit durch einen hohen Grad der Expression dieser Proteine in der Membran der 

Oozyte (SIGEL 1990). Die Membran der Oozyten besitzt zahlreiche Mikro- und Makrovilli, die 

die Oberfläche um das Vierfache vergrößern (DUMONT 1972; WEBER 1999a). Es besteht die 

Möglichkeit der funktionellen Untersuchung von Membranproteinen aller Spezies 
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(MARKOVICH 2008). Während der Inkubationszeit der mRNA-injizierten Oozyten ist eine 

einfache Kontrolle der Umgebungsbedingungen möglich, außerdem ist die Oozyte mit allen 

für Wachstum und Translation notwendigen Substraten ausgestattet (SIGEL 1990; WAGNER 

et al. 2000). Bei regelmäßigem Wechsel des Inkubationsmediums und der Lagerung der 

Oozyten bei einer konstanten Temperatur von 14 bis 16 °C sind die Oozyten zehn bis 15 Tage 

für Experimente verwendbar. Die in der Oozyte exprimierten Proteine können unter 

anderem mit verschiedenen elektrophysiologischen und radiochemischen Techniken 

untersucht werden (MARKOVICH 2008; WAGNER et al. 2000; WEBER 1999a).  

Neben den genannten Vorteilen, die die Oozyten von Xenopus laevis bieten, sind jedoch 

auch einige Nachteile feststellbar. Saisonale Schwankungen sind sowohl in Hinblick auf die 

Qualität als auch bezüglich des Membranpotentials zu verzeichnen (SIGEL 1990; WEBER 

1999a). Stammen die Oozyten von verschiedenen Fröschen, können deutliche Unterschiede 

im gemessenen Ruhemembranpotential sichtbar sein, das sich normalerweise zwischen  

-30 und -70 mV, in Ausnahmefällen sogar um -90 mV, bewegt (WEBER 1999a). Starke  

inter- und intraindividuelle Schwankungen zeigten auch die intrazellulären 

Ionenkonzentrationen. Oozyten, die am selben Tag von einem Weibchen entnommen 

wurden, weisen jedoch ähnliche Ionenkonzentrationen auf (BARISH 1983; WEBER 1999a). 

Schwankungen der Temperatur während der Lagerung der Oozyten haben sich als sehr 

ungünstig erwiesen. Die kurze Lebensdauer von ungefähr 14 Tagen stellt ebenfalls einen 

limitierenden Faktor in der Verwendung der Xenopus-laevis-Oozyten dar (WEBER 1999b). Da 

die zelluläre Umgebung Einfluss auf die Funktion von Proteinen hat, kann es zu einer 

Beeinträchtigung der Transporteigenschaften der Transporter durch eine modifizierte 

extrazelluläre Umgebung kommen (WAGNER et al. 2000). Falls das exogene, exprimierte 

Protein eine toxische Wirkung auf die Oozyte hat, ist eine Beeinträchtigung der 

Lebensfähigkeit der Oozyte möglich. Die exprimierten, exogenen Proteine können auf 

vielfältige Weise die Funktion der endogenen Proteine beeinflussen, so können 

beispielsweise Komplexe aus endogenen und exogenen Proteinen entstehen oder es kann 

eine gegenseitige Regulation der Transportfunktion stattfinden (WAGNER et al. 2000). In 

Hinblick auf die Wirkung von Chlorid auf sat-1 könnten Konfigurationsänderungen durch 

eine allosterische Modulation stattfinden. 
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4.2 Endogene Ionenkanäle der Xenopus-laevis-Oozyten 

Die Oozyte selbst besitzt zahlreiche endogene Transporter und Ionenkanäle (Übersichten in 

DASCAL 1987; WAGNER et al. 2000; WEBER 1999b). Diese können mit den durch die 

Injektion von RNA exprimierten heterologen Proteinen interagieren, weshalb genaue 

Kenntnisse über die endogenen Transportproteine notwendig sind (WAGNER et al. 2000). Zu 

den endogen vorhandenen Transportproteinen gehören unterschiedliche Natrium-, Kalium-, 

Calcium-, Chlorid- und Wasserkanäle und die Natrium-Kalium-ATPase (WEBER 1999a; WEBER 

1999b). Der Hauptionenstrom durch die endogenen Ionenkanäle, der das mittlere 

Ruhemembranpotential von -40 mV erzeugt, findet durch calciumregulierte Chloridkanäle 

statt (DASCAL 1987). Um eine genaue Beurteilung der durch die Injektion von RNA 

exprimierten exogenen Transporter und Kanäle zu ermöglichen, muss bei der 

experimentellen Verwendung von Xenopus-laevis-Oozyten stets der Einfluss der endogenen 

Transporter auf die Messergebnisse betrachtet werden. Die Messungen an wasserinjizierten 

Oozyten, die nur die Ionenströme der endogenen Transporter darstellen, ermöglichen eine 

Darstellung der Ströme durch endogene Transporter und lassen so eine Unterscheidung der 

durch endogene und mRNA-injizierte Transporter verursachten Ionenströme zu. Aus diesem 

Grund wurden bei den elektrophysiologischen und radiochemischen Versuchen neben den 

sat-1-exprimierenden Oozyten stets auch wasserinjizierte Oozyten untersucht. 

 

4.2.1 Die endogenen Chloridkanäle der Xenopus-laevis-Oozyten 

Chlorid gehört mit einer intraoozytären Konzentration von 24 bis 62 mM zu den am 

höchsten konzentrierten Ionen in den Xenopus-laevis-Oozyten (Übersicht in WEBER 1999a). 

Der größte Teil der zelleigenen Anionenströme der Oozyten wird von Chlorid vermittelt 

(WEBER 1999a). Mit Hilfe von radioaktiv markiertem Iod, ¹²⁵I, das selektiv durch 

Chloridkanäle transportiert wird und das Isotop der Wahl zum Untersuchen der 

Chloridleitfähigkeit darstellt, konnten vier Gruppen von Chloridkanälen identifiziert werden 

(CHAO und KATAYAMA 1991). 

In den Oozyten einiger Frösche wurden hyperpolarisationsaktivierte Chloridkanäle entdeckt. 

Die Chloridströme durch diese Kanäle variierten bei Oozyten unterschiedlicher Spendertiere 

stark. Die hyperpolarisationsaktivierten Chloridkanäle weisen keine hohe Selektivität für 



                                                                                                                                                                  Diskussion 

59 
 

Chlorid auf, sondern transportieren auch die Anionen Iodid, Nitrat, Bromid, Propionat und 

Acetat (KOWDLEY et al. 1994).  

Volumensensitive Chloridkanäle, die durch Aktivierung von Chloridkanälen in hypotonen 

Medien entdeckt wurden, transportieren neben Chlorid unter anderem Thiocyanat, Iodid, 

Nitrat, Bicarbonat und Gluconat (ACKERMAN et al. 1994).  

Calciumaktivierte Chloridkanäle werden durch eine Erhöhung der intrazellulären 

Calciumkonzentration aktiviert (BARISH 1983; WEBER 1999a). In Versuchen von BARISH 

(1983) führten bereits sehr geringe Änderungen der extrazellulären Calciumkonzentration zu 

einer Aktivierung transienter Chloridströme. Dies könnte dadurch bedingt sein, dass ein 

geringer Calciumeinstrom in die Oozyte eine Calciumfreisetzung aus intrazellulären 

Speichern triggert (BARISH 1983). Neben der intrazellulären Calciumkonzentration gibt es 

diverse andere Stimulatoren der calciumaktivierten Chloridkanäle, die außer Chlorid auch 

selektiv Iodid und Bromid akzeptieren (KATAYAMA und WIDDICOMBE 1991). Bislang konnte 

nicht geklärt werden, ob unterschiedliche calciumaktivierte Chloridkanäle existieren (WEBER 

1999a).  

Calciuminaktivierte Chloridkanäle werden durch den Abfall des extrazellulären Calciums 

aktiviert und führen zu einem Efflux des Chlorids aus der Oozyte (WEBER et al. 1995). Die 

Funktion der calciuminaktivierten Chloridkanäle ist bislang noch nicht geklärt (WEBER 

1999b).  

Die Untersuchungen des Chloridtransports durch endogene Transporter von Xenopus laevis 

zeigten, dass der Ersatz von Chlorid durch Gluconat in Perfusionslösungen zu einer 

Depolarisation um 40  5 mV führt (KATAYAMA und WIDDICOMBE 1991). Diese Reaktion der 

Oozyten konnte auch in unseren Versuchen beim Wechsel der Perfusionslösung von ORi auf 

ORi₁ beobachtet werden (Abbildung 13; Abbildung 20). Die Depolarisation von  

Xenopus-laevis-Oozyten in chloridfreien Medien ist dabei durch den nach extrazellulär 

abfallenden Chloridgradienten begründet (KATAYAMA und WIDDICOMBE 1991). Während 

der Perfusion von Xenopus-laevis-Oozyten fand eine Depolarisation statt, wenn die Oozyten 

für ein Anion weniger durchlässig als für Chlorid waren. Die Oozyten hyperpolarisierten 

hingegen, wenn sie für das perfundierende Anion permeabler waren als für Chlorid, so zum 
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Beispiel für Bromid (KATAYAMA und WIDDICOMBE 1991) und in den in dieser Arbeit 

beschriebenen Versuchen mit Thiocyanat und Nitrat (Abbbildung 13). 

Die Sensitivität der endogenen Chloridkanäle für blockierende Substanzen hat sich in 

Versuchen als gering erwiesen. Nach einer sieben- bis 14-tägigen Lagerung bei 4 °C ist die 

endogene Chloridleitfähigkeit der Xenopus-laevis-Oozyten jedoch auch nach dem erneuten 

Erwärmen auf Raumtemperatur stark eingeschränkt. Durch diese Eigenschaft wäre 

gegebenenfalls eine Reduktion der Einflüsse der endogenen Chloridkanäle auf exogene 

Transportmoleküle wie sat-1 möglich (KATAYAMA und WIDDICOMBE 1991). 

 

4.3 Substrattransport durch sat-1: aktueller Stand 

Bislang ist nicht vollständig geklärt, welches intrazelluläre Anion sat-1 im Austausch gegen 

Sulfat transportiert. Sulfat und Bicarbonat, nicht jedoch Oxalat, scheinen unter 

physiologischen Bedingungen die hauptsächlich von sat-1 transportierten Substrate zu sein. 

Da die extrazelluläre Bindungsstelle unter physiologischen Bedingungen bereits zu 90 % mit 

Bicarbonat besetzt ist, wird die Sulfataufnahme in Anwesenheit von Bicarbonat um  

78,3  10,6 % gehemmt. Die Inhibitionskonstante Kᵢ dieser kompetitiven Hemmung der 

Sulfataufnahme durch Bicarbonat beträgt 2,7 mM und liegt damit weit unter der 

physiologischen Konzentration von Bicarbonat. Aufgrund einer höheren intrazellulären als 

extrazellulären Sulfatkonzentration könnte also die extrazelluläre Bindungsstelle von sat-1 

vorzugsweise von Bicarbonat und die intrazelluläre von Sulfat besetzt sein. 

Physiologische Oxalatkonzentrationen hingegen führen nicht zu ausgeprägten Änderungen 

der Sulfataufnahme. Die Sulfataufnahme wird mit einer Kᵢ von 63,5 µM durch Oxalat 

gehemmt. Für einen zusätzlich vorhandenen Oxalat-Sulfat-Austausch spricht die Hemmung 

der Oxalataufnahme durch Sulfat mit einer Kᵢ von 85,9  9,5 µM. Unter gleichzeitiger 

Anwesenheit von Bicarbonat und Oxalat wurde ein Rückgang der Sulfataufnahme auf 8  4 % 

des Ausgangswertes verzeichnet.  

Da der Transport durch sat-1 scheinbar elektroneutral ist, findet im Falle eines  

Bicarbonat-Sulfat-Austauschs wahrscheinlich der Transport von zwei Bicarbonatmolekülen 

oder einem Carbonatmolekül im Austausch gegen ein Sulfatmolekül statt. Ebenfalls möglich 

wären ein Oxalat-Bicarbonat-, ein 2-Chlorid-Sulfat- sowie ein bidirektionaler  
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Oxalat-Sulfat-Austausch (KRICK et al. 2009), wie er in Abbildung 2 skizziert ist. Bei Patienten 

mit Störungen der Synthese von Oxalat wäre ein solcher Mechanismus denkbar, der zu einer 

erhöhten Konzentration von Oxalat im Urin führen könnte und dadurch die Bildung von 

Calciumoxalatsteinen begünstigen könnte (KRICK et al. 2009). 

 

4.4 Einfluss des Chlorids auf den Sulfattransport durch sat-1 

Vermutet wird, dass eine speziesabhängige Rolle von sat-1 in Bezug auf den Chloridtransport 

vorliegt (KRICK et al. 2009). In Versuchen von REGEER et al. (2003) führte die Expression von 

hsat-1 in Xenopus-laevis-Oozyten zu einer fünffachen Steigerung der Chloridaufnahme im 

Vergleich zu wasserinjizierten Oozyten. LEE A et al. (2003) wiesen eine sechsfache Steigerung 

der Chloridaufnahme in msat-1-exprimierenden Oozyten nach. Der Sulfattransport über  

rsat-1 und msat-1 zeigte sich als vom extrazellulären Chlorid abhängig (LEE A et al. 2003; 

MARKOVICH und ARONSON 2007). Aufnahmeversuche mit radioaktiv markiertem ³⁶Cl⁻ von 

XIE et al. (2002) zeigten sowohl in An- als auch in Abwesenheit von extrazellulärem Sulfat 

eine nur minimale Aufnahme von radioaktiv markiertem Chlorid über msat-1 in  

Xenopus-laevis-Oozyten. Die Sulfataufnahme durch msat-1 wurde durch monovalente 

Anionen wie Chlorid in den Versuchen jedoch stark erhöht (XIE et al. 2002). In den von KRICK 

et al. (2009) durchgeführten Versuchen zeigten rsat-1-exprimierende Oozyten in der 

Anwesenheit von Chlorid einen höheren Sulfatefflux als Oozyten, die sich in chloridfreiem 

Medium befanden. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass Chlorid zumindest teilweise durch 

einen Sulfat-Chlorid-Austausch den Sulfatefflux begünstigt. Die Menge des über diesen 

Mechanismus transportierten Chlorids könnte so gering sein, dass sie aufgrund der niedrigen 

spezifischen Aktivität des in den vorausgehenden von XIE et al. durchgeführten Versuchen 

verwendeten radioaktiv markierten Chlorids nicht detektiert wurde (KRICK et al. 2009; XIE et 

al. 2002). Den Ergebnissen nach könnte msat-1 einen funktionellen  

Sulfat-Chlorid-Oxalat-Anionenaustauscher darstellen (MARKOVICH und ARONSON 2007). 

Das Chlorid könnte folglich auf verschiedene Arten am Sulfattransport durch sat-1 beteiligt 

sein. Neben einem Symport mit Sulfat oder einem Austausch gegen Sulfat könnte eine 

allosterische Modulation im Sinne einer Hemmung oder Stimulation des Sulfattransports 

über sat-1 stattfinden. Dabei könnte eine Bindung von Chlorid an eine Bindungsstelle 

erfolgen, die modifizierend auf die Bindungsstelle für Sulfat am Sulfat-Anionen-Transporter 1 
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wirkt. Eine Konfigurationsänderung von sat-1 könnte im Rahmen einer allosterischen 

Förderung eine höhere Affinität von sat-1 für Sulfat bedingen, wohingegen bei einer 

allosterischen Hemmung ein Affinitätsverlust von sat-1 für Sulfat die Folge wäre. 

Im Falle eines Symports wäre die Sulfataufnahme der sat-1-exprimierenden Oozyten in 

Abwesenheit von Chlorid verringert. Folglich müsste in den chloridreduzierten Lösungen 

ORi₁s*, ORi₂s* und ORi₃s* sowie in der mannithaltigen Lösung ORi₂₂₀Ms* die Sulfataufnahme 

reduziert sein. Die Perfusion mit thiocyanathaltiger ORi₂s* führte erwartungsgemäß zu einer 

deutlichen Reduktion der Sulfataufnahme, in nitrathaltiger ORi₃s* war die Sulfataufnahme 

ebenfalls vermindert (Abbildung 22). In gluconathaltiger ORi₁s* war die Sulfataufnahme 

jedoch erhöht, in mannithaltiger ORi₂₂₀Ms* wurde ebenfalls eine Steigerung der 

Sulfataufnahme gemessen (Abbildung 22; Abbildung 23). Die Chloridverarmung der Oozyten 

durch 180-minütige Inkubation in gluconathaltiger ORi₁ führte zu einer Steigerung der 

Sulfataufnahme (Abbildung 24). Das Verhalten der Sulfataufnahme der sat-1-exprimierenden 

Oozyten in ORi₁s* und ORi₂₂₀Ms* spricht gegen einen Symport von Chlorid und Sulfat durch 

sat-1. Die Reduktion der Sulfataufnahme in ORi₂s* und ORi₃s* könnte hingegen für einen 

Symport von Chlorid und Sulfat sprechen.  

KRICK et al. (2009) wiesen einen begünstigenden Einfluss des extrazellulären Chlorids auf 

den Sulfatefflux nach, der durch einen Sulfat-Chlorid-Austausch begründet sein könnte. 

Wenn Chlorid im Rahmen eines Antiports als Austauschpartner des Sulfats über sat-1 

transportiert würde, hätte eine Reduktion des extrazellulären Chloridgehalts eine Steigerung 

der Sulfataufnahme durch den vermehrten Transport von Chlorid aus der Zelle im Rahmen 

eines Konzentrationsausgleichs zur Folge. Die extrazelluläre Bindungsstelle von  

sat-1 könnte weniger Chlorid binden und würde dadurch vermehrt Sulfat binden und in die 

Zelle transportieren. Ebenso würde durch einen kompensatorisch erfolgenden 

Konzentrationsausgleich das Chlorid vermehrt aus der Zelle heraustransportiert werden, was 

im Rahmen eines Antiports von Chlorid und Sulfat zur Aufnahme von Sulfat in die Zelle 

führen könnte. In chloridverarmter ORi₁s*, ORi₂s*, ORi₃s* und mannithaltiger ORi₂₂₀Ms* müsste 

also eine Steigerung der Sulfataufnahme erfolgen. In gluconathaltiger ORi₁s* und ORi₂₂₀Ms* 

konnte in den sat-1-exprimierenden Oozyten eine Steigerung der Sulfataufnahme 

beobachtet werden (Abbildung 22; Abbildung 23). Eine Behandlung der  

sat-1-exprimierenden Oozyten mit thiocyanathaltiger ORi₂s* und nitrathaltiger ORi₃s* führte 
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jedoch zur Reduktion der Sulfataufnahme (Abbildung 22). Die Sulfataufnahme der  

sat-1-exprimierenden Oozyten nach vorausgehender Chloridverarmung hätte im Falle eines 

Sulfat-Chlorid-Austauschs verringert sein müssen, war in den hier durchgeführten Versuchen 

jedoch deutlich gesteigert (Abbildung 24).  

Würde im Rahmen einer allosterischen Modulation eine allosterische Förderung stattfinden, 

so wäre in sämtlichen unter chloridreduzierten Bedingungen stattfindenden 

radiochemischen Versuchen eine Reduktion der Sulfataufnahme zu erwarten. Unter 

Verwendung von gluconathaltiger ORi₁s*, thiocyanathaltiger ORi₂s* und nitrathaltiger ORi₃s* 

sowie mannithaltiger ORi₂₂₀Ms* wäre die Sulfataufnahme folglich im Vergleich zu den in 

chloridreicher ORis* inkubierten Oozyten verringert. Die Chloridverarmung  

sat-1-exprimierender Oozyten würde im Falle einer allosterischen Förderung durch Chlorid 

ebenfalls zu einer Reduktion der Sulfataufnahme führen. Vereinbar mit einer allosterischen 

Förderung durch Chlorid sind in dieser Arbeit jedoch nur die Ergebnisse der mit  

thiocyanat- und nitrathaltigen Lösungen durchgeführten radiochemischen Versuche, die in 

ORi₂s* und ORi₃s* eine Hemmung der Sulfataufnahme aufwiesen (Abbildung 22). Nicht 

vereinbar mit einer allosterischen Förderung durch Chlorid waren hingegen die Ergebnisse 

der Sulfataufnahme unter gluconathaltigen Bedingungen in ORi₁s* (Abbildung 22) und 

mannithaltigen Bedingungen in ORi₂₂₀Ms* (Abbildung 23) sowie nach vorausgehender 

Chloridverarmung (Abbildung 24), in denen eine Steigerung der Sulfataufnahme messbar 

war. 

Eine allosterische Hemmung durch Chlorid sollte eine Steigerung der Sulfataufnahme in 

Abwesenheit von Chlorid zur Folge haben. In ORi₁s*, ORi₂s* und ORi₃s* sowie in 

chloridverarmten Oozyten nach dem „unstirred layers“ Modell sollte also im Falle einer 

allosterischen Hemmung eine Erhöhung der Sulfataufnahme nachweisbar sein. Unter 

chloridreduzierten Bedingungen war die Sulfataufnahme in den durchgeführten 

radiochemischen Versuchen in gluconathaltiger ORi₁s* (Abbildung 22) und in mannithaltiger 

ORi₂₂₀Ms* (Abbildung 23), ebenso wie nach Chloridverarmung der sat-1-exprimierenden 

Oozyten (Abbildung 24) deutlich erhöht. Die in thiocyanathaltiger ORi₂s* (Abbildung 22) 

gemessene Reduktion der Sulfataufnahme stimmt mit Beobachtungen von KRICK et al. 

(2009) überein, die eine Hemmung von sat-1 durch Thiocyanat mit einer Kᵢ von  
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101,7  9,7 µM nachwiesen. In nitrathaltiger ORi₃s* (Abbildung 22) war die Sulfataufnahme 

ebenfalls stark gehemmt. Bislang sind keine Effekte von Nitrat auf sat-1 beschrieben worden.  

Die in chloridreduzierter ORi₁ inkubierten Oozyten sind gesondert zu betrachten, da hier 

zwei verschiedene Optionen zu beachten sind. Zu berücksichtigen bei der Auswertung des 

Versuchs der Chloridverarmung der Oozyten ist das Modell der „unstirred layers“, der 

ungerührten Schichten. Aufgrund der starken Oberflächenvergrößerung durch Mikro- und 

Makrovilli, die den Flüssigkeitsaustausch direkt an der Zellmembran verlangsamt, sind die 

Konzentrationen der Ionen in diesem Bereich anders als im umgebenden Medium. Auch 

nach der Beendung der Inkubation wäre so die Chloridkonzentration direkt an der 

Zellmembran zunächst weiterhin verringert, da sich die Ionenkonzentration in diesem 

Bereich verzögert an die der perfundierenden Lösung angleicht. Geht man hingegen davon 

aus, dass der Chloridspiegel an der äußeren Membran der Oozyte unmittelbar nach der 

Chloridverarmung in ORis* wieder deutlich höher als der intraoozytäre Chloridgehalt ist, so 

ist im Falle eines Symports eine Steigerung der Sulfataufnahme zu erwarten. Im Rahmen 

eines Antiports oder einer allosterischen Hemmung wäre die Sulfataufnahme reduziert. Eine 

allosterische Förderung würde zu keiner signifikanten Veränderung der Sulfataufnahme im 

Vergleich zu den nicht chloridverarmten Oozyten führen. Die erhöhte Sulfataufnahme nach 

der Chloridverarmung wäre in diesem Fall Hinweis auf einen Symport von Chlorid und Sulfat. 

Nach dem Modell der „unstirred layers“ wäre bei den Oozyten auch nach Beendigung der 

Inkubation in chloridreduzierter ORi₁ der Chloridgehalt direkt an der Zellmembran sehr 

niedrig. Dies hätte zur Folge, dass im Rahmen eines Symports, eines Antiports und einer 

allosterischen Förderung des Sulfattransports über sat-1 durch Chlorid die Sulfataufnahme in 

chloridverarmten Oozyten reduziert wäre. Nur im Falle einer allosterischen Hemmung durch 

Chlorid wäre die Sulfataufnahme erhöht. Da die Sulfataufnahme der chloridverarmten 

Oozyten stark gesteigert war (Abbildung 24), würde diesem Modell nach eine allosterische 

Hemmung durch Chlorid vorliegen. Es ist davon auszugehen, dass aufgrund der kurzen 

Inkubationszeit mit [³⁵S]Sulfat eine Aufnahme nach dem Modell der „unstirred layers“ 

stattfindet.  

In den elektrophysiologischen Versuchen wurde die Veränderung des Membranpotentials 

der Oozyten während der Perfusion mit chloridreduzierter ORi₁, ORi₂ und ORi₃ gemessen. 

Hyperpolarisationen weisen dabei auf eine erhöhte Permeabilität der Membran für das 
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perfundierende Anion hin, Depolarisationen auf eine verminderte Permeabilität (KATAYAMA 

und WIDDICOMBE 1991). Die sat-1-exprimierenden Oozyten sowie die „Mocks“ 

depolarisierten in allen Messungen mit gluconathaltiger ORi₁ deutlich (Abbildung 13; 

Abbildung 20). Unter Perfusion mit thiocyanathaltiger ORi₂ (Abbildung 13) hyperpolarisierten 

die sat-1-exprimierenden Oozyten stark. Die Perfusion mit thiocyanat- und sulfathaltiger 

ORi₂s (Abbildung 13; Abbildung 16A) ließ die Oozyten depolarisieren. Die „Mocks“ verhielten 

sich ähnlich, hyperpolarisierten jedoch weniger stark unter Perfusion mit ORi₂ (Abbildung 13; 

Abbildung 16B). Die Perfusion mit nitrathaltiger ORi₃ (Abbildung 13) führte in den  

sat-1-exprimierenden Oozyten ebenfalls zu einer deutlichen Hyperpolarisation, die jedoch 

schwächer als die unter Perfusion mit Thiocyanat ausfiel und von einer leichten 

Depolarisation in Anwesenheit von Sulfat gefolgt war (Abbildung 13; Abbildung 17A). In den 

„Mocks“ waren ebenfalls die gleichen Effekte, jedoch schwächer ausgeprägt, zu beobachten 

(Abbildung 13; Abbildung 17B). Es kann auf eine verminderte Permeabilität der 

Oozytenmembran unter Perfusion mit ORi₁, ORi₂s und ORi₃s im Vergleich zu einer erhöhten 

Durchlässigkeit unter der Perfusion mit ORi₂ und ORi₃ geschlossen werden. Die gesteigerte 

Durchlässigkeit könnte durch eine vermehrte Öffnung von Chloridkanälen zum Ausgleich der 

Chloridkonzentration oder eine Öffnung unselektiver Ionenkanäle durch Thiocyanat und 

Nitrat begründet sein. 

Die elektrophysiologischen Versuche mit chloridverarmten Oozyten ließen weder bei den 

sat-1-exprimierenden Oozyten noch bei den „Mocks“ einen klaren Zusammenhang der 

Inkubationszeit der Oozyten und des gemessenen Membranpotentials erkennen, da sich das 

Ruhemembranpotential der Oozyten kaum veränderte. Aufgrund einer breiten Streuung der 

intrazellulären Chloridkonzentration der Oozyten (BARISH 1983; WEBER 1999a) und der 

Notwendigkeit für jeden Versuch eine neue Oozyte zu verwenden, ist von starken 

Variationen der Chloridkonzentration der Oozyten auszugehen. Zusätzlich ist der Abfall der 

intrazellulären Chloridkonzentration als Faktor der Zeit schwer abschätzbar. Es können also 

bei Oozyten, die gleich lang inkubiert wurden, unterschiedliche intraoozytäre 

Chloridkonzentrationen vorliegen oder ähnliche Chloridkonzentrationen bei 

unterschiedlicher Inkubationsdauer. Insgesamt wurde bei den „Mocks“ ein niedrigeres 

Membranpotential als bei den sat-1-exprimierenden Oozyten detektiert (Abbildung 18). 

Erwartet gewesen wäre eine mit zunehmender Inkubationsdauer gemessene Erniedrigung 

des Membranpotentials aufgrund einer vermehrten Öffnung von Chloridkanälen. In 
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Zusammenhang mit der Dauer der Inkubationszeit sollten die chloridverarmten Oozyten im 

Falle eines Symports unter Perfusion mit ORis eine mit zunehmender Inkubationszeit stärkere 

Hyperpolarisation aufweisen, die durch einen vom Chloridgradienten angetriebenen  

Sulfat-Chlorid-Symport durch sat-1 begründet sein sollte. Im Falle eines Antiports wäre somit 

eine zunehmende Depolarisation festzustellen. In ORi₁s wäre mit steigender 

Inkubationsdauer die Aktivität eines Antiports verringert, was ebenfalls zu einer 

Depolarisation führen würde. Unter der Perfusion mit ORi₁s hyperpolarisierten die  

sat-1-exprimierenden, in chloridreduzierter ORi₁ inkubierten Oozyten ohne zeitlichen 

Zusammenhang marginal, vereinbar mit einer allosterischen Hemmung (Abbildung 18). In 

ORis hyperpolarisierten die Oozyten aller Gruppen ohne zeitlichen Zusammenhang zur 

Inkubationsdauer. Da bei den sat-1-exprimierenden Oozyten, die in chloridhaltiger ORi 

inkubiert wurden jedoch ähnlich Änderungen des Membranpotentials detektiert wurden, 

sind keine eindeutigen Wirkungen der Chloridverarmung auf das vorliegende 

Membranpotential zu erkennen. Die elektrophysiologischen Versuche erlauben daher keine 

Aussage zum Einfluss der intraoozytären Chloridverarmung auf die Ionenströme  

sat-1-exprimierender Oozyten. 

Die vermehrte Durchlässigkeit der Membran unter der Perfusion mit thiocyanathaltiger ORi₂ 

und nitrathaltiger ORi₃ (Abbildung 13) in den elektrophysiologischen Versuchen könnte die 

sehr hohe Sulfataufnahme der „Mocks“ in den radiochemischen Versuchen erklären 

(Abbildung 22). Die Sulfataufnahme der „Mocks“ in ORi₂ und ORi₃ war wesentlich höher als 

die der sat-1-exprimierenden Oozyten. Thiocyanat und Nitrat könnten zu einer vermehrten 

Durchlässigkeit der Membran für Sulfat geführt haben. Das Sulfat hätte sich in diesem Fall in 

den sat-1-exprimierenden Oozyten und den „Mocks“ anreichern können. In den  

sat-1-exprimierenden Oozyten könnte das Sulfat über sat-1 wieder aus der Zelle heraus 

transportiert werden. Dieser Mechanismus würde ebenfalls die in den „Mocks“ deutlich 

höhere Sulfataufnahme erklären. Nachgewiesen ist jedoch ein hemmender Effekt von 

Thiocyanat auf sat-1. Notwendig für das beschriebene Modell wäre eine ausreichende 

Restfunktion von sat-1, die einen Sulfattransport aus den sat-1-exprimierenden Zellen auch 

während der Inkubation in thiocyanathaltiger ORi₂s* gewährleistet. 

Da Nitrat in den vorliegenden radiochemischen Versuchen ebenfalls eine Hemmung der 

Sulfataufnahme verursacht hat, könnte eine Hemmung von sat-1 durch Stickstoff erfolgen. 



                                                                                                                                                                  Diskussion 

67 
 

Um diesen hemmenden Effekt genauer zu untersuchen, könnten Versuche mit nitrit- und 

cyanidhaltigen Verbindungen durchgeführt werden.  

Die Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgeführten Versuche sind folglich nicht hinweisend 

auf einen Chloridtransport durch sat-1 im Sinne eines Symports oder Antiports. Sollte die in 

ORi₂s* und ORi₃s* reduzierte Sulfataufnahme durch eine Hemmung durch Stickstoff 

begründet sein, könnten die Ergebnisse der anderen radiochemischen Versuche 

dahingehend interpretiert werden, dass eine allosterische Hemmung durch Chlorid vorliegt.  

Beim Vergleich der elektrophysiologischen und radiochemischen Versuche muss beachtet 

werden, dass die Versuche aufgrund der unterschiedlich langen Perfusions- und 

Inkubationszeiten nicht uneingeschränkt miteinander vergleichbar sind. Eine Veränderung 

der Perfusions- oder Inkubationszeit kann zu unspezifischen oder toxischen Effekten des 

perfundierenden Anions auf die Oozyte oder sat-1 führen. Eine Angleichung dieser Zeiten in 

weiteren Versuchen könnte weitere Ergebnisse liefern.  

Um die Chloridströme besser darzustellen, könnten weiterhin Aufnahmeversuche mit 

radioaktiv markiertem Iod I¹²⁵ durchgeführt werden. Da I¹²⁵ ein flüchtiger Stoff ist, der sich im 

menschlichen Organismus anreichert, sind hier höhere Sicherheitsvorschriften einzuhalten. 

Eine entsprechende Genehmigung liegt für die Abteilung nicht vor. 

 

4.5 Einfluss des intrazellulären pH-Wertes auf den Sulfattransport durch sat-1 

Bicarbonat ist ein kompetitiver Hemmstoff des Sulfattransports durch sat-1. Bei 

physiologischen Konzentrationen wird der Sulfattransport zu mehr als 75 % durch Bicarbonat 

gehemmt (KRICK et al. 2009). Die Bicarbonatkonzentration ist dabei vom extrazellulären  

pH-Wert abhängig. Sinkt dieser, so fällt auch die Bicarbonatkonzentration ab: Die 

kompetitive Hemmung des Bicarbonats wird reduziert, die Sulfataufnahme über sat-1 ist 

erhöht. Der Sulfattransport über msat-1 zeigte sich insbesondere in der Anwesenheit von 

extrazellulärem Chlorid als signifikant durch einen niedrigen extrazellulären pH-Wert 

stimulierbar (XIE et al. 2002). Eine Alkalisierung führt hingegen zum Anstieg des 

Bicarbonatspiegels mit einer Erhöhung der kompetitiven Hemmung. In Versuchen von KRICK 

et al. (2009) führte die Alkalisierung des Inkubationsmediums von pH-Wert 7,5 auf 8,5 
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beziehungsweise 9,5 zu einer Reduktion der Sulfataufnahme. Der Grad der Inhibition der 

Sulfataufnahme durch Bicarbonat und Carbonationen, CO₃²⁻, sowie durch Bicarbonat und 

Sulfitionen, SO₃²⁻, nahm mit steigendem pH-Wert ab (KRICK et al. 2009).  

Durch den Transport von Bicarbonat über sat-1 wird durch sat-1 auch der intrazelluläre  

pH-Wert beeinflusst. Die Alkalisierung in den Zellen des proximalen Tubulus wird durch 

NBC1 und dessen Funktion als Natrium-Bicarbonat-Cotransporter vermieden (Abbildung 2).  

In den in dieser Arbeit durchgeführten radiochemischen Versuchen zum Einfluss des  

pH-Wertes auf die Sulfataufnahme durch sat-1 wurden die Oozyten durch Inkubation in 

ammoniumchloridhaltigen Medien angesäuert.  

Die Applikation von Ammoniumchlorid führt in den meisten Zellen zunächst zu einer 

Alkalisierung (BOLDT et al. 2003; BORON und DE WEER 1976). Ursache dafür ist eine höhere 

Permeabilität der Membranen für Ammoniak, NH₃, die auch, wenn Ammoniak wesentlich 

niedriger konzentriert ist als die Ammoniumionen, NH₄⁺, zunächst zu einer Anreicherung von 

Ammoniak in den Zellen führt (BORON 2006; BORON und DE WEER 1976). Ein langsamer 

Einstrom der Ammoniumionen, der von der Dissoziation der Ammoniumionen in Ammoniak 

und Protonen gefolgt wird, führt zur langsamen Reazidifizierung (BOLDT et al. 2003; BORON 

und DE WEER 1976; BORON 1983). Bei dem Beenden der Zellexposition für 

Ammoniumchlorid kommt es zu einem Abfall des intrazellulären pH-Wertes unter den 

ursprünglich vorliegenden Ausgangswert, da die Ammoniumionen langsamer als Ammoniak 

aus der Zelle transportiert werden können (BORON und DE WEER 1976; BORON 1983; 

BORON 2006). Ursprünglich wurde für die Xenopus-laevis-Oozyten angenommen, dass die 

oozytäre Membran für Ammoniumionen durchlässiger als für Ammoniak ist, da die 

Anwesenheit von Ammoniak und Ammoniumionen in relativ hohen Konzentrationen wie 

zehn bis 20 mM zu einer paradoxen intrazellulären Azidifizierung der Oozyte sowie einem  

pH-Abfall an der oozytären Membran führt (BOLDT et al. 2003; MUSA-AZIZ et al. 2009). Es 

wurde davon ausgegangen, dass der Transport von Ammoniumionen hauptsächlich durch 

einen nicht selektiven Kationenkanal erfolgt, dessen molekulare Identität bislang nicht 

geklärt ist (BOLDT et al. 2003). Außerdem wurde ein Transport durch die  

Natrium-Kalium-ATPase, den Natrium-Kalium-2-Chlorid-Cotransporter und einen 

Kaliumkanal in Betracht gezogen (BOLDT et al. 2003; COUGNON et al. 1996). Weiterhin 

wurde angenommen, dass die Ammoniumionen in der Oozyte zu Ammoniak und Protonen 
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dissoziieren: Das Ammoniak könnte in zytoplasmatischen Lipidvorräten der Oozyte 

abgelagert werden (BURCKHARDT und FRÖMTER 1992). MUSA-AZIZ et al. (2009) gelangten 

jedoch zu dem Ergebnis, dass vor allem Ammoniak durch die Zellmembran in die Oozyte 

gelangt. In den „unstirred layers“ direkt vor der Oozytenmembran diffundiert Ammoniak 

demnach durch die Membran, Ammoniumionen reagieren aufgrund des Gradienten zu 

Ammoniak und Protonen, deren Anreicherung hier zu einem Abfall des pH-Wertes an der 

Membran der Oozyten führt. Gegebenenfalls besitzen Oozyten von Xenopus laevis einen 

Sensor, der bei Stimulation durch extrazelluläres Ammoniak oder Ammoniumionen durch 

metabolische Prozesse die intrazelluläre Bildung von Protonen anregt, die zusammen mit 

Ammoniak zu Ammoniumionen reagieren. Die Ammoniumionen könnten in intrazellulären 

säurespeichernden Kompartimenten angereichert werden. Neben der Azidifizierung der 

Oozyten konnte eine starke Depolarisation beobachtet werden (BORON und DE WEER 1976; 

BURCKHARDT und BURCKHARDT 1997; BOLDT et al. 2003; MUSA-AZIZ et al. 2009). In von 

BOLDT et al. (2003) durchgeführten Versuchen waren schon vor der Azidifizierung eine 

Änderung der Ionenströme sowie eine Depolarisation messbar. Nach Entfernen des 

Ammoniumchlorids aus der Perfusionslösung konnte erst nach 30 Minuten das 

Membranpotential und der vor der Ammoniumgabe detektierte intrazelluläre pH-Wert 

erreicht werden (BOLDT et al. 2003), sodass angenommen werden muss, dass die der 

Azidifizierung und der Alkalisierung zugrunde liegenden Prozesse unterschiedlich sind. 

Nach dem vorliegenden Modell von sat-1, bei dem Bicarbonat die Sulfataufnahme 

kompetitiv hemmt, müsste der Abfall des intrazellulären pH-Wertes und damit der 

Bicarbonatkonzentration zu einem vermehrten kompensatorischen Transport von 

Bicarbonat über sat-1 in die Oozyte führen, die Sulfataufnahme über sat-1 wäre somit 

vermindert. Da die intrazelluläre Bindungsstelle von sat-1 aufgrund der Ansäuerung weniger 

Bicarbonat binden könnte, würde zudem vermehrt Sulfat aus der Oozyte transportiert, was 

einen zusätzlichen Abfall der intrazellulären Sulfatkonzentration zur Folge hätte. Dieses 

Modell lässt annehmen, dass die Sulfataufnahme der sat-1-exprimierenden  

Xenopus-laevis-Oozyten nach Inkubation in Ammoniumchlorid deutlich vermindert ist. Die 

Inkubation in Ammoniumchlorid führte jedoch in den sat-1-exprimierenden Oozyten zu einer 

Steigerung der Sulfataufnahme (Abbildung 25). In den elektrophysiologischen Versuchen 

depolarisierten die sat-1-exprimierenden Oozyten sowie die „Mocks“ während der Perfusion 

mit ammoniumchloridhaltiger ORiNH₄Cl sehr stark (Abbildung 19), was auf eine verminderte 
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Permeabilität der Membran der Oozyten im angesäuerten Zustand hinweist. Die stärkere 

Ausprägung der Depolarisation bei den „Mocks“ könnte durch eine vermehrte Öffnung von 

sat-1 begründet sein. Nach der 15-minütigen Perfusion mit Ammoniumchlorid war das 

Membranpotential der Oozyten gegenüber den vor der Ansäuerung gemessenen Werten 

unter der Perfusion mit sulfathaltiger ORis reduziert, während der sich anschließenden 

Perfusion mit ORi hyperpolarisierten die Oozyten noch weiter. Dieses Absinken des 

Membranpotentials lässt darauf schließen, dass die Oozyten auch nach Beenden der 

Perfusion mit Ammoniumchlorid noch intrazellulär angesäuert waren. Eine Messung des 

intrazellulären pH-Wertes könnte in weiteren Versuchen durchgeführt werden, aufgrund des 

Umfangs dieser Messungen wurden diese im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgeführt. 

Möglich wäre, dass durch die protonierenden Effekte der Säuren eine 

Konfigurationsänderung der extra- sowie intrazellulären Bindungsstelle des sat-1 

stattgefunden haben könnte. Ammoniumchlorid könnte derart modifizierend wirken, dass 

eine Affinitätssteigerung von sat-1 für Sulfat vorliegt.  

Neben dieser Möglichkeit könnte die Aufnahme der sat-1-exprimierenden Oozyten nach 

Inkubation in Ammoniumchlorid durch das Modell der „unstirred layers“ erklärt werden. 

Demnach wäre nach der Inkubation in Ammoniumchlorid die Säurekonzentration direkt an 

der Membran der Oozyten auch noch nach Beendung der Exposition erhöht. Die 

Bicarbonatkonzentration direkt an der Zellmembran wäre durch den niedrigen pH vorerst 

weiterhin reduziert. Die kompetitive Hemmung durch Bicarbonat würde somit weniger stark 

ausfallen, Sulfat würde vermehrt über sat-1 in die Zelle transportiert. Im Falle der 

Ansäuerung der Oozyten mit Ammoniumchlorid könnte dieses Modell zutreffen, da 

vermehrt Sulfat in die Zelle aufgenommen wurde. Um diese Effekte noch stärker 

herauszuarbeiten, wurden nominal bicarbonatfreie Lösungen verwendet. 

 

4.6 Einfluss des Calciums auf den Sulfattransport durch sat-1 

In von KRICK et al. (2009) durchgeführten Versuchen zeigten sich Sulfataufnahme und Km für 

Sulfat calciumunabhängig. Unter calciumfreien Bedingungen depolarisierten sowohl die  

sat-1-exprimierenden als auch die wasserinjizierten Oozyten um ungefähr 30 mV. In 

calciumhaltigem und calciumfreiem Medium war die Sulfataufnahme gleich: Dies lässt 
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darauf schließen, dass die Sulfataufnahme durch sat-1 sowohl unabhängig von der 

umgebenden Calciumkonzentration als auch vom Membranpotential ist (KRICK et al. 2009). 

Bei elektrogenen Transportern müsste im Fall einer Änderung des Membranpotentials auch 

eine Änderung bezüglich der Transporteigenschaften erfolgen. Die Sulfataufnahme war 

unter nominal calciumfreien Bedingungen sättigbar, wasserinjizierte Oozyten zeigten unter 

diesen Bedingungen keine signifikante Sulfataufnahme. Unter calciumfreien Bedingungen 

betrug die Km für Sulfat nach der Kleinstquadratmethode 162  26 µM und der  

Eadie-Hofstee-Analyse 156  52 µM (KRICK et al. 2009) und war somit nicht verschieden von 

der unter calciumhaltigen Bedingungen gemessenen Km für Sulfat. 

In Xenopus-laevis-Oozyten konnten zahlreiche von Calcium beeinflusste Ionenkanäle sowie 

Calciumkanäle nachgewiesen werden, darunter spannungsabhängige endogene 

Calciumkanäle und durch den Calciumgehalt gesteuerte Calciumkanäle. Außerdem sind 

calciuminaktivierte nichtselektive Kationenkanäle sowie calciumaktivierte und -inaktivierte 

Chloridkanäle entdeckt worden (Übersicht in WEBER 1999b). Unter physiologischen 

Bedingungen ist die Leitfähigkeit der Oozyten für Calcium jedoch gering.  

In von CHAO und KATAYAMA (1991) durchgeführten elektrophysiologischen Versuchen zur 

Darstellung der endogenen Chloridleitfähigkeit führte eine Erhöhung des extrazellulären 

Calciums von 0,4 mM auf 10 mM zu einem deutlichen Anstieg des ¹²⁵Iodefflux‘. Da ¹²⁵Iod 

selektiv durch Chloridtransporter und Kanäle transportiert wird, lässt dieses Ergebnis darauf 

schließen, dass die Leitfähigkeit der endogenen Chloridtransporter der  

Xenopus-laevis-Oozyten unter physiologischen Bedingungen vor allem durch den 

intrazellulären Calciumspiegel reguliert wird (CHAO und KATAYAMA 1991).  

In den in dieser Arbeit durchgeführten elektrophysiologischen Versuchen wurde die 

Reaktion der Oozyten unter der Perfusion mit natrium- und kaliumgluconathaltiger ORi₁, 

ORi₄ und ORi₅ beobachtet. In ORi₁, die 2 mM Calciumchlorid enthielt, depolarisierten sowohl 

die sat-1-exprimierenden Oozyten als auch die „Mocks“ deutlich, die Zugabe von Sulfat 

führte zu einer weiteren Depolarisation. Während der Perfusion mit 4 mM 

calciumchloridhaltiger ORi₄ fand eine schwächere Depolarisation der sat-1-exprimierenden 

Oozyten statt, die „Mocks“ hyperpolarisierten leicht. Die Perfusion mit Sulfat führte bei den  

sat-1-exprimierenden Oozyten zu einer ähnlich starken Depolarisation wie unter Perfusion 

mit sulfathaltiger ORi₁. Unter der Perfusion mit 6 mM calciumchloridhaltiger ORi₅ änderte 
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sich das Membranpotential der sat-1-exprimierenden Oozyten und der „Mocks“ nur 

marginal (Abbildung 20). Die Ausprägung der Veränderungen des Membranpotentials war 

bei den sat-1-exprimierenden Oozyten und den „Mocks“ nahezu identisch. Die „Mocks“ 

zeigten jedoch nahezu durchgehend geringfügig niedrigere Potentiale.  

Da ORi₁ die gleiche Calciumchloridkonzentration wie ORi enthält, kann die Depolarisation 

unter Perfusion mit ORi₁ auf den Austausch von Natrium- und Kaliumchlorid gegen  

Natrium- und Kaliumgluconat zurück geführt werden, durch den zahlreiche Chloridkanäle 

der Oozyte inaktiviert werden. In sämtlichen anderen Versuchen, in denen eine Perfusion 

mit chloridreduzierter, gluconathaltiger ORi₁ stattfand, depolarisierten die Oozyten ebenfalls 

deutlich. Die steigenden Calciumchloridkonzentrationen in ORi₄ und ORi₅ führten zu weniger 

stark ausgeprägten Depolarisationen. Diese Ergebnisse könnten mit den Ergebnissen von 

KRICK et al. (2009) vereinbar sein, nach denen die Oozyten in calciumfreien Medien 

depolarisieren. Es sind keine signifikanten Änderungen der Reaktion des Membranpotentials 

während der Perfusion mit sulfathaltigen Lösungen steigender 

Calciumchloridkonzentrationen feststellbar. Um den Einfluss der Veränderung des 

Chloridgehaltes auf die Oozyten auszuschließen, müsste die Calciumkonzentration in ORi bei 

gleichbleibendem Chloridgehalt verändert werden. Des Weiteren könnten Versuche mit 

Perfusion der Oozyten mit chloridreduzierten und gluconathaltigen Lösungen mit höheren 

Calciumchloridkonzentrationen als den hier genannten durchgeführt werden, in denen es zu 

einer weiteren Verminderung der Depolarisation kommen sollte.  

Da Gluconat Calcium chelatiert, entsprechen 6 mM Calcium in einer gluconathaltigen Lösung 

etwa 2 mM Calcium in einer chloridhaltigen Lösung (COTE' et al. 1987). Um den Einfluss von 

Calcium auf das Membranpotential sat-1-exprimierender Oozyten weiter zu untersuchen 

könnten Versuche mit gluconathaltigen Lösungen, die höhere 

Calciumchloridkonzentrationen enthalten, durchgeführt werden. Außerdem könnte der 

Calciumchloridgehalt in natrium- und kaliumchloridhaltiger ORi verändert werden, um den 

calciumchelatierenden Effekt des Gluconats zu umgehen. 
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5 Zusammenfassung  

Der Sulfat-Anionen-Transporter 1 ist ein elektroneutraler Sulfattransporter. Bislang konnte 

eine speziesabhängige Transportfunktion für Sulfat, Oxalat, Bicarbonat, Chlorid und 

Glyoxylat im Rahmen eines Anionenaustauschs nachgewiesen werden. Die Expression von 

sat-1 in Niere und Leber ist für die Sulfathomöostase unabdingbar. Eine mRNA-Expression 

konnte in zahlreichen Geweben, eine Expression des Proteins jedoch bislang nur in Nieren 

und Leber nachgewiesen werden.  

In dieser Arbeit wurde die Transportfunktion des Sulfat-Anionen-Transporters 1 der Ratte, 

rsat-1, untersucht. Das Ziel war, eine genauere Kenntnis über den Einfluss von Chlorid, des 

intrazellulären pH-Wertes und der extrazellulären Calciumkonzentration auf den 

Sulfattransport durch rsat-1 zu erlangen.  

Als Expressionssystem für rsat-1 wurden Oozyten des Krallenfrosches Xenopus laevis 

verwendet. Neben den rsat-1-exprimierenden Oozyten wurden Versuche mit 

wasserinjizierten Oozyten zur Kontrolle durchgeführt. Elektrophysiologische Versuche, die 

im „Current-Clamp-Modus“ durchgeführt wurden, ermöglichten eine Messung von 

substratinduzierten Potentialänderungen. Durch radiochemische Versuche konnte die 

Sulfataufnahme durch sat-1 unter variierenden Bedingungen bestimmt werden.   

Die Rolle des Chlorids in Hinblick auf den Sulfattransport durch sat-1 konnte nicht gänzlich 

geklärt werden. Da Thiosulfat und Nitrat in den durchgeführten Versuchen die Aufnahme 

von Sulfat über rsat-1 hemmten, könnte das Stickstoffatom den Transport von Sulfat 

beeinflussen. Hier wären weitere Versuche notwendig, um den Effekt zu bestätigen. In 

diesem Fall wären die Ergebnisse dieser Arbeit mit einer allosterischen oder kompetitiven 

Hemmung vereinbar. Eine genauere Untersuchung des Chloridtransports über sat-1 wäre 

durch Versuche mit radioaktiv markiertem Iod¹²⁵ möglich, das wie Chlorid transportiert wird. 

Die intrazelluläre Ansäuerung der Oozyten durch Ammoniumchlorid führte zu einer 

erhöhten Sulfataufnahme in die rsat-1-exprimierenden Oozyten. Diese könnte durch eine 

verminderte Bicarbonatkonzentration an der äußeren Zellmembran mit einer reduzierten 

kompetitiven Hemmung begründet sein. Ebenso könnte Ammoniumchlorid durch eine 

protonierende Wirkung eine Konformationsänderung mit einer Affinitätssteigerung von  
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sat-1 für Sulfat zur Folge haben. Das detektierte Membranpotential der angesäuerten 

Oozyten könnte auf eine auch nach der Inkubation weiterhin bestehende Ansäuerung 

hinweisen. Hier wären zur näheren Untersuchung Messungen des intrazellulären pH-Wertes 

nötig. 

Mit steigender Calciumkonzentration wurde die Depolarisation rsat-1-exprimierender 

Oozyten in chloridreduzierten und gluconathaltigen Lösungen geringer. Es sind keine 

signifikanten Änderungen des Membranpotentials unter Perfusion mit sulfathaltigen 

Lösungen verschiedener Calciumkonzentrationen gemessen worden. Um genauere Aussagen 

über das Verhalten der rsat-1-exprimierenden Oozyten machen zu können, könnten weitere 

Versuche mit höheren Calciumchloridkonzentrationen durchgeführt werden.  
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7 Abkürzungsverzeichnis 

ADP Adenosindiphosphat 

AOozyte Gemessene Aktivität einzelner Oozyten 

AP  Activator protein 

APS Adenosin-5‘-Phosphosulfat 

Aspez Spezifische Aktivität 

Astand Aktivität der Standardwerte 

ATP Adenosintriphosphat 

bp Basenpaar 

°C Grad Celsius 

CaCl₂ Calciumchlorid 

cDNA Komplementäre DNA 

CFEX Chlorid-Formiat-Austauscher 

C₆H₁₄O₆ Mannit 

Ci Curie 

³⁶Cl⁻ Radioaktiv markiertes Chlorid 

cm Zentimeter 

CO₃²⁻ Carbonat 

CSulf Konzentration des radioaktiv markierten Sulfats im Inkubationsmedium 

DIDS 4,4´-Diisothiocyanatostilben-2,2´-Disulfonsäure 

dpm Decays per minute 

DRA Diarrhoea anion transporter 

DTDST Diastrophic dysplasia sulphate transporter 

g Gramm 

HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N'-(Ethansulfonsäure) 

HepG2 Human hepatocellular liver carcinoma cell line 

hNaSi-1 Humaner natriumabhängiger Sulfattransporter 1  

hsat-1 Sat-1 des Menschen 

H₂SO₄ Schwefelsäure 

 ¹²⁵I Radioaktiv markiertes Iod 

IDUA α-L-Iduronidase 

kb Kilobasenpaare 

KC₆H₁₁O₇  Kaliumgluconat 

KCl Kaliumchlorid 

Kᵢ Inhibitionskonstante 

Km Michaeliskonstante 

KNO₃ Kaliumnitrat 

KSCN Kaliumthiocyanat 

M Molar 
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µg Mikrogramm 

min Minute 

µl Mikroliter 

mM Millimol/l 

µM Mikromol 

µm Mikrometer 

mmol Millimol 

mNaSi-1 Natriumabhängiger Sulfattransporter 1 der Maus 

mol Mol 

mRNA Messenger RNA 

msat-1 Sat-1 der Maus 

mV Millivolt 

N Normalität 

NaC₆H₁₁O₇ Natriumgluconat 

NaCl  Natriumchlorid 

NaCT Natriumgekoppelter Citrattransporter 

NaDC-1 Natriumabhängiger Dicarboxylattransporter 1 

NaDC-3 Natriumabhängiger Dicarboxylattransporter 3 

NaNO₃ Natriumnitrat 

NaSCN Natriumthiocyanat 

NaSi-1 Natriumabhängiger Sulfattransporter 1 

Na₂SO₄ Natriumsulfat 

NBC₁ Natrium-Bicarbonat-Cotransporter 1 

NH₃ Ammoniak 

NH₄⁺ Ammoniumion 

NH₄Cl Ammoniumchlorid 

ORi Oozytenringerlösung 

PAPS Adenosin-3’Phosphat-5’Sulfatophosphat 

pmol Pikomol 

PPi Anorganisches Pyrophosphat 

rNaSi-1 Natriumabhängiger Sulfattransporter 1 der Ratte 

rsat-1 Sat-1 der Ratte 

RT-PCR Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion 

Sat-1 Sulfat-Anionen-Transporter 1 

SAT1 Sat-1 kodierendes Gen 

[³⁵S]H₂SO₄ Radioaktiv markiertes Sulfat 

SITS 4-Acetamido-4´-isothiocyanatostilben-2,2´-disulfonat 

SLC13 Solute Linked Carrier 13 

SLC26 Solute Linked Carrier 26 

SO₃²⁻ Sulfit 

SUT-1 Sulfat-Transporter 1 
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TAT1 Testis anion transporter 

Tris Trishydroxymethylaminomethan 

Tsulf Sulfataufnahme 

TTransport Transportzeit 

Vstand Standardvolumen 
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