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1 Einleitung 

 
1.1 Die Funktion der Dicarboxylate im Organismus 

 

Dicarboxylate wie α-Ketoglutarat, Fumarat, Malat, Malonat, Oxalacetat und Succinat, 

daneben auch Tricarboxylate wie z.B. Citrat, spielen eine wichtige Rolle für eine Vielzahl von 

Stoffwechselprozessen im Organismus. Einige wichtige Funktionen werden hier einführend 

dargestellt.  

Der in allen aeroben Organismen im Mitochondrium zu findende Citratzyklus stellt das 

Bindeglied zwischen dem Substratabbau der drei großen Nahrungsstoffgruppen und der 

Energiegewinnung durch oxidative Phosphorylierung dar.  Im Rahmen seiner Funktion als 

Drehscheibe im Gesamtstoffwechsel des Organismus verbindet er fast alle Abbauwege und 

viele Synthesewege miteinander, in denen den  Dicarboxylaten eine essentielle Bedeutung 

zukommt. Ziel des Citratzyklus ist der oxidative Abbau von Acetyl-CoA, dem gemeinsamen 

Abbauprodukt von Kohlenhydraten, Fettsäuren und einiger Aminosäuren. Der Zyklus beginnt 

mit der Übertragung eines Acetylrestes auf Oxalacetat, wobei Citrat entsteht, welches über 

die Intermediärprodukte Isocitrat, α-Ketoglutarat, Succinyl-CoA, Succinat, Fumarat und 

Malat wieder zu Oxalacetat wird. In der Bilanz wird der Acetylkohlenstoff dabei zu 2 CO2 

oxidiert, wobei neben GTP auch NADH/H+ und FADH2 entstehen, die in der Atmungskette 

durch oxidative Phosphorylierung 12 ATP ergeben. Somit sind die Dicarboxylate des 

Citratzyklus ein essentieller Bestandteil in der für den Organismus lebensnotwendigen 

Energieerzeugung in Form von ATP. 

Der amphibolen Natur des Citratzyklus entsprechend sind seine dicarboxylierten 

Intermediate neben dem eben beschriebenen oxidativen Substratabbau auch an zahlreichen 

wichtigen Biosyntheseprozessen beteiligt. So ist mitochondriales Acetyl-CoA Grundbaustein 

der zytoplasmatischen Fettsäure-Biosynthese. Es kann das Mitochondrium allerdings nur an 

Oxalacetat gebunden in Form von Citrat verlassen. Im Zytoplasma angekommen entsteht 

über die Citrat-Lyase wieder Acetyl-CoA, aus welchem dann zusammen mit  CoA-aktiviertem 

Malonat (Malonyl-CoA) Fettsäuren synthetisiert werden können. Darüber hinaus ist 

Oxalacetat ein wichtiger Baustein der Glukose-Biosynthese. Pyruvat, über welches die 

Glukoneogenese am häufigsten betrieben wird, wird im Mitochondrium zu Oxalacetat 

carboxyliert. Oxalacetat verlässt nun nach Reduktion zu Malat über den  
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Malat-α-Ketoglutarat-Antiporter das Mitochondrium und wird im Zytoplasma wieder zu 

Oxalacetat oxidiert, dort kann dann die Glukoneogenese beginnen. CoA-aktiviertes Succinat 

(Succinyl-CoA) wird für die Häm-Biosynthese und den Ketonkörperabbau benötigt. Häm 

benötigt der Organismus, um es in Hämoglobin zum Transport von O2 oder in Cytochrom 

zum Transport von Elektronen einzubauen. Grundbaustein dieses Synthesevorganges ist die  

δ-Aminolävulinsäure, welche aus Succinyl-CoA und Glycin entsteht.  

Im Ketonkörperstoffwechsel wird Succinyl-CoA benötigt, um Acetoacetat zu Acetoacetyl-CoA 

abzubauen, welches dann als Acetyl-CoA im Citratzyklus Verwendung finden kann.  

α-Ketoglutarat und Oxalacetat spielen eine zentrale Rolle im Stoffwechsel der Aminosäuren. 

So können durch Transaminierung Amino-Gruppen von verschiedenen Aminsäuren auf  

α-Ketoglutarat bzw. Oxalacetat übertragen werden. Die beiden wichtigsten Enzyme, die 

solche Reaktionen katalysieren, sind die Alanin-Aminotransferase (ALT) und die Aspartat-

Aminotransferase (AST), mit deren Hilfe Alanin, Aspartat und Glutamat synthetisiert werden 

können. Auch die direkte Überführung von freiem neurotoxischem Ammoniak in eine 

kovalent gebundene Form benötigt α-Ketoglutarat. Mit Hilfe der Glutamat-Dehydrogenase 

wird  aus α-Ketoglutarat  unter Einbau von NH3 Glutamat und aus diesem über die Glutamin-

Synthetase durch Einbau eines weiteren NH3 schließlich Glutamin. Der so fixierte Ammoniak 

kann nun in der Leber freigesetzt werden und durch Einspeisung in den Harnstoffzyklus 

entgiftet werden. Auf diesem Wege gelangt das erste Ammoniakmolekül in den Kreislauf. 

Das benötigte zweite Ammoniakmolekül gelangt über den Aminogruppendonator Aspartat 

in den Zyklus. Im Harnstoffzyklus entstehendes Fumarat wird im sog. Aspartatzyklus über die 

Zwischenstufen Fumarat, Malat und Oxalacetat (Aspartat-Aminotransferase) in Aspartat 

umgewandelt, welches dann wieder in den Harnstoffzyklus eingespeist wird.  Somit teilen 

sich Harnstoff- und Citratzyklus eine ganze Reihe von Dicarboxylaten und sind über diese 

gewissermaßen funktionell gekoppelt.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Dicarboxylate ein unverzichtbarer Bestandteil vieler 

lebenswichtiger Stoffwechselprozesse, wie z.B.  der Biosynthese von Kohlenhydraten, Fetten 

und Aminosäuren, sind. Darüber hinaus sind sie zwingend notwendig für den oxidativen 

Substratabbau zur Energiegewinnung und zur Ammoniakentgiftung des Organismus.  
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In dieser Arbeit wurde der Natrium-abhängige Dicarboxylat-Cotransporter-3 der 

Winterflunder (fNaDC-3) näher untersucht, welcher zusammen mit anderen Substraten 

(siehe Tabelle 2) oben genannte Di- und Tricarboxylate transportiert.   

 
 
1.2 Die Funktion des Natrium-abhängigen Dicarboxylat-Cotransporters-3 im 

Organismus 

 

Der Natrium-abhängige Dicarboxylat-Cotransporter-3 ist  in verschiedenen Organsystemen 

mehrerer Spezies entdeckt worden. Neben den hier ausführlicher behandelten Organen 

Niere, Leber und Zentralnervensystem kommt er auch Spezies-spezifisch in Darm, Pankreas 

und  Plazenta vor. Einen Überblick über das Vorkommen des  NaDC-3 in den verschiedenen 

Spezies und den jeweiligen Organen gibt Tabelle 1. Darüber hinaus scheint der NaDC-3 eine 

Rolle im Zellalterungsprozess zu spielen.  

 

Transporter Spezies  Organ Referenz 

hNaDC-3 Mensch Gehirn, Leber, Niere, 

Pankreas, Plazenta 

WANG H et al. 2000 

rNaDC-3 Ratte Gehirn, Leber, Niere, 

Plazenta 

CHEN X et al. 1999; 

KEKUDA et al. 1999 

mNaDC-3 Maus Gehirn, Niere PAJOR et al. 2001 

xNaDC-3 Frosch (Xenopus) Herz, Darm, Leber, 

Niere 

OSHIRO und PAJOR 

2005 

fNaDC-3 Flunder (Pleuronectes 

americanus) 

Niere STEFFGEN et al. 1999 

 

Tabelle 1: Überblick über den klonierten Transporter NaDC-3 und seine Organverteilung in den 

jeweiligen Spezies.   

 

Niere 

In der proximalen Nierentubuluszelle werden Di- und Tricarboxylate sowohl über die 

luminale als auch über die basolaterale Membran aufgenommen (PAJOR 1999; PAJOR 2000; 

MARKOVICH und MURER 2004). Hierfür verantwortlich sind die Natrium-abhängigen 

Dicarboxylat-Cotransporter-1 (NaDC-1) in der luminalen und die Natrium-abhängigen 
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Dicarboxylat-Cotransporter-3 (NaDC-3) in der basolateralen Membran, welche v. a. im S3-

Segment des proximalen Tubulus vorkommen (CHEN XZ et al. 1998; SEKINE et al. 1998).  

Die Aufgaben der NaDCs bestehen zum einen in der Versorgung proximaler Tubuluszellen 

mit Di- und Tricarboxylaten des Citratzyklus als Substrate der Glukoneogenese (SIMPSON 

1983; MANDEL 1985; WIRTHENSON und GUDER 1986). Daneben speist ein Großteil der 

intrazellulär akkumulierenden Dicarboxylate (DANTZLER 2002) jedoch die Aufnahme 

organischer Anionen über die basolaterale Membran (SHIMADA et al. 1987; PRITCHARD 

1988) und dient somit der Fremdstoffausscheidung. Beide NaDCs transportieren ca. 60% des 

α-Ketoglutarates in die Zelle, wobei der NaDC-3 mit ca. 85 % die Hauptarbeit leistet. So 

weisen NaDC-1 defiziente Mäuse, außer einer erhöhten Dicarboxylatausscheidung, keinerlei 

Beeinträchtigung der Nierenfunktion unter physiologischen und ischämischen 

Stressbedingungen auf (HO et al. 2007). Die restlichen 40 %  der Dicarboxylate werden über 

den Zellstoffwechsel zur Verfügung gestellt (DANTZLER 2002). 

Mittlerweile sind zwei Transporter für organische Anionen, die Organischen-Anionen-

Transporter-1 und -3 (OAT-1 und OAT-3), in der basolateralen Membran lokalisiert worden 

(MOTOASHI et al. 2002; KOJIMA et al. 2002). Diese funktionieren als Anionenaustauscher, 

indem sie organische Anionen aus dem Interstitium im Austausch gegen intrazelluläres  

α-Ketoglutarat in die Zelle aufnehmen. Diese funktionelle Kopplung des basolateralen  

NaDC-3 an OAT-1 und -3 (Übersichtsarbeiten in: BURCKHARDT BC und BURCKHARDT G 2003; 

KOEPSELL und ENDOU 2004; ANZAI et al. 2006) ist die Voraussetzung für die Sekretion einer 

großen Anzahl von organischen Anionen, darunter viele Fremdstoffe wie z.B. Pharmaka. 

Motor dieser Transportprozesse ist die Na+/K+-ATPase in der basolateralen Membran. Dieser 

(primär-)aktive Transport schafft die Voraussetzung für den  

(sekundär-)aktiven Transport von α-Ketoglutarat in die Zelle, welcher wiederum die  

(tertiär-)aktive Aufnahme organischer Anionen ermöglicht (DANTZLER 2002). Diese werden 

anschließend in einem zweiten Schritt über weitere Proteine in der luminalen Membran, wie 

z.B. den OAT-4 (HAGOS et al. 2006), in das Tubuluslumen ausgeschieden.  

Klinische Bedeutung erlangt der NaDC-3 durch seine Beteiligung an der Sekretion einer 

Vielzahl häufig eingesetzter Pharmaka wie z.B. ß-Laktam-Antibiotika, nicht-steroidale 

Antirheumatika (NSAR), Diuretika, ACE-Hemmer, AT1-Rezeptorantagonisten und 

antiretrovirale Medikamente (SEKINE et al. 2000; BURCKHARDT G und WOLFF 2000; INUI et 

al. 2000; DRESSER et al. 2001; BURCKHARDT BC und BURCKHARDT G 2003). Des Weiteren 
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könnte eine Überexpression von NaDC im proximalen Tubulus die Entstehung von 

Nierensteinen durch Hypocitratämie im Primärharn begünstigen. Citrat fungiert als 

Chelatkomplexbildner für Calcium-Ionen und senkt so die Konzentration freien Calciums, 

dem Risikofaktor für die Entstehung von Nierensteinen, im Primärharn ab (PAK 1987). 

 

Leber 

Der Natrium-abhängige Dicarboxylat-Cotransporter-3 der Leber ist in der 

Sinusoidalmembran (= basolaterale Membran) der perivenösen Hepatozyten zu finden 

(CHEN X et al. 1999). Ebenfalls nur perivenös lokalisiert ist die Glutamin-Synthase, welche 

durch Einbau von Ammoniak in Glutamat einen wichtigen Beitrag zur Ammoniakfixierung 

leistet. Für die Glutamin-Synthese werden Dicarboxylate benötigt, die über den NaDC-3 in 

die Hepatozyten transportiert werden können (CHEN X et al. 1999). Der Großteil des aus der 

Pfortader kommenden Ammoniaks wird durch Enzyme des in den periportalen Hepatozyten 

gelegenen Harnstoffzyklus entgiftet. Diejenige Menge an Ammoniak, die nicht im 

vorgeschalteten Harnstoffzyklus eliminiert werden konnte, kann so mit Hilfe des NaDC-3 in 

perivenösen Hepatozyten als Glutamin fixiert werden.  

Ähnlich wie in der Niere besteht auch in der Leber eine funktionelle Kopplung zwischen 

Transportern für Dicarboxylate (Chen X et al. 1999) und den ebenfalls in der 

Sinusoidalmembran gelegenen Transportern für organische Anionen oder Polypeptide 

(OATP). Diese Kopplung ist aber noch nicht ausreichend geklärt.  

 

Zentralnervensystem 

Im Zentralnervensystem von Menschen und Ratten konnte der Natrium-abhängige 

Dicarboxylat-Cotransporter-3 in den Meningen in Arachnoida und Pia mater, im Cortex in 

Astrozyten und im Cerebellum in den Bergmann-Gliazellen nachgewiesen werden  

(HUANG et al. 2000).   N-Acetylaspartat, welches in den Neuronen synthetisiert wird, wird 

über den NaDC-3 in Astrozyten aufgenommen, wo die Acetyl-Gruppe durch Aspartoacylase II 

abgespalten wird (HUANG et al. 2000; GEORGE et al. 2004). Die Acetyl-Gruppen werden für 

die Synthese von Neurolipiden verwendet, die besonders für die Hirnentwicklung eine 

wichtige Rolle spielen und eng mit dem Myelinisierungsprozess verknüpft sind (BURRI et al. 

1991). Ein Defekt der Aspartatoazyklase II stellt die Ursache des Morbus Canavan dar, der zu 

spongiformer Degeneration der weißen Substanz (Leukodystrophie) mit mentaler 

Retardierung und Optikusneuropathie führt (MATALON und MICHALS-MATALON 1999). Dies 
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lässt vermuten, dass ein Defekt des N-Acetyl-Aspartat-Transportes via NaDC-3 ebenfalls 

ursächlich sein könnte für degenerative Erkrankungen der weißen Substanz durch gestörte 

Myelinisierung (FUJITA et al. 2005).  

 

Zellalterung 

An Menschen- und Rattennieren konnte beobachtet werden, dass der  Natrium-abhängige 

Dicarboxylat-Cotransporter-3 der proximalen Tubuluszellen mit zunehmendem Alter 

vermehrt exprimiert wird, so dass Nieren älterer Menschen oder älterer Ratten im Vergleich 

zu Nieren jüngerer Menschen und Ratten eine signifikant höhere Anzahl dieser 

Transportproteine aufweisen (WANG J et al. 2003). Dadurch werden vermehrt  Dicarboxylate 

zur Energiegewinnung durch oxidative Phosphorylierung in die Zelle transportiert, was 

neben vermehrter Energiebereitstellung auch zur vermehrten Entstehung freier 

Sauerstoffradikale führt. Diese spielen eine entscheidende Rolle in der Zellalterung  

(LENAZ et al. 2002). Vereinbar mit diesen Erkenntnissen ist, dass eine Mutation des INDY-

Genes von Drosophila melanogaster durch verminderte Expression von NaDC-3 zu einer 

deutlichen Verlängerung der Lebenserwartung führt (ROGINA et al. 2000).  Dies lässt darauf 

schließen, dass eine moderate kalorische Reduktion durch Verminderung der NaDC-3-

Aktivität zu erhöhter Lebenserwartung von Zellen bzw. Organismen führt (ROGINA et al. 

2000). Diese Spekulation bezieht sich aber nur auf den in Fruchtfliegen vorhandenen 

Transporter. 

 
 
1.3 Charakterisierung des Natrium-abhängigen Dicarboxylat-Cotransporters-3 

 
1.3.1 Die SLC13-Genfamilie 

 

Der Natrium-abhängige Dicarboxylat-Cotransporter-3 (NaDC-3) ist ein Mitglied der SLC13- 

Genfamilie, zu welcher neben den Natrium-Dicarboxylat-Transportern auch Natrium-Sulfat-

Transporter gehören (MARKOVICH und MURER 2004; PAJOR 2006). SLC ist die Abkürzung für 

Solute Carrier (HEDIGER et al. 2004). Die Transporter dieser Genfamilie kommen sowohl in 

Eukaryonten als auch in Prokaryonten vor (MARKOVICH und MURER 2004). Neben den 

Vertebraten (siehe Tabelle 1) wurden in jüngerer Zeit neue Mitglieder der SLC13-Familie in 

Insekten, Nematoden, Pflanzen und Bakterien entdeckt (PAJOR 2006). Die Transporter von 

Vertebraten und Non-Vertebraten unterscheiden sich in ihren Eigenschaften voneinander. 



Einleitung  7 
 

So sind alle Proteine der vertebragenen Vertreter Na+- abhängige Cotransporter, die auf der 

Plasmamembran exprimiert werden. Sie präferieren Natrium als kationisches Substrat und 

transportieren dieses im Symport mit dem Anion, Sulfat oder entsprechenden Dicarboxylat 

in einem stöchiometrischen Verhältnis von 3:1 (MARKOVICH und MURER 2004). Die 

Genfamilie der Vertebraten gliedert sich in die Unterfamilien SLC13A 1-5 auf  

(siehe Abbildung 1). Die Vertreter der Non-Vertebraten dagegen sind nicht zwingend Na+-

abhängige Cotransporter und sind meist intrazellulär lokalisiert (PAJOR 2006).  

 

 

 

Abbildung 1: Darstellung des phylogenetischen Baumes der SLC13A3-Genfamilie (aus: MARKOVICH 

und MURER 2004, S.596). Die gewählten Abkürzungen stehen für: human (h), mouse (m), opossum 

(o), rat (r), winter flounder (f), xenopus (x), zebrafish (z).  Es besteht eine enge Verwandschaft 

zwischen dem Ortholog der Maus und dem der Ratte. Dem fNaDC-3 der Flunder ist der hNaDC-3 am 

nächsten verwandt.  
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1.3.2 Eigenschaften des Natrium-abhängigen Dicarboxylat-Cotransporters der 

Flunder (fNaDC-3) und des Menschen (hNaDC-3) 

 

Sowohl der NaDC-3 der Winterflunder (Pleuronectes americanus) als auch der NaDC-3 des 

Menschen gehören zur Familie der SLC-13A3. Die wichtigsten Eigenschaften der SLC13A3 

sind in Tabelle 2 zusammengefasst. 

Die cDNA des fNaDC-3 besteht aus 2384 Nukleotiden und kodiert für ein Protein aus 601 

Aminosäuren, das ein errechnetes Molekulargewicht von 66,4 kDa aufweist (STEFFGEN et al. 

1999). Vermutlich besitzt fNaDC-3 11 – 12 Transmembrandomänen (STEFFGEN et al. 1999).  

Das Gen des hNaDC-3 wurde mit Fluoreszenz-in-situ-Hybridisation (FISH) auf dem langen 

Arm des Chromosom 20 (20q12-13.1) lokalisiert und besteht aus 13 Exons und 12 Introns 

(WANG H et al. 2000). Die cDNA ist 3481 Basenpaare lang und kodiert für ein Protein aus 602 

Aminosäuren, das vermutlich 11 - 12 Transmembrandomänen besitzt (WANG H et al.  2000). 

Das berechnete Molekulargewicht beträgt 66,9 kDa (WANG H et al. 2000.) 
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Genname SLC13A3 

Name des Proteins NaC3 

weitere verwendete Namen NaDC-3 (WANG H et al. 2000; STEFFGEN et al. 

1999; KEKUDA et al. 1999) 

SDCT2 (CHEN X et al. 1999) 

Substrate Succinat > Fumarat > α-Ketoglutarat > Glutarat > 

2,3 Dimethylsuccinat >  cis-Aconitat > Citrat > 

Isocitrat > Pyruvat >Malat*, Oxalacetat (WANG H 

et al. 2000), N-Acetylaspartat (HUANG et al. 

2000), 2,2- und 2,3-Dimethylsuccinat, 2,3-

Dimercaptosuccinat (BURCKHARDT BC et al. 

2002), Benzylpenicillin (BURCKHARDT BC et al. 

2004), D- und L-2 und 3-Hydroxyglutarat (HAGOS 

et al. 2008) 

NaDC-3, KM für Succinat 10 – 140 µM** 

(PAJOR et al. 2001; WANG H et al. 2000) 

fNaDC-3, KM für Succinat 22 µM (HAGOS et al. 2006) 

hNaDC-3, KM für Succinat 25 µM (BURCKHARDT BC et al. 2004) 

Transportmodus Cotransport des divalenten Anions mit 3 

Natrium-Ionen 

Vorkommen (Protein) in den Nieren basolaterale Membran des PII-Segments der 

Flunder (HENTSCHEL et al. 2003), basolaterale 

Membran des proximalen Tubulus (WANG  J et 

al. 2003) 

 

Tabelle 2: Die wichtigsten Eigenschaften der SLC13A3 / NaDC-3-Familie.  

*Substrataufnahme des fNaDC-3 in abnehmender Reihenfolge (aus STEFFGEN et al. 1999, S.20195). 

** Die Affinität für Succinat variiert in Abhängigkeit der Spezies, des Expressionssystems, sowie der 

Nachweismethode. 
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1.3.3 Entstehung des Einwärtsstromes 

 

Für die Experimente wurde Succinat als Kontrollsubstanz verwendet, da es das Substrat des 

NaDC-3 ist (WANG H et al. 2000) und langsamer verstoffwechselt wird als α-Ketoglutarat. 

WANG H et al. konnten im Jahre 2000 in ihren Studien in Analogie zu früheren Studien an 

Vesikeln aus der basolateralen Membran an der Rattenniere in situ feststellen, dass 

Dicarboxylate mit vier oder fünf C-Atomen, wozu Succinat gehört, Substrate des NaDC-3 

sind. 

 

 

 

Abbildung 2: Strukturformel von Succinat (Säureform) 

 

Der NaDC-3 ist ein Natrium-gekoppelter Transporter, der ein divalentes Dicarboxylat 

zusammen mit 3 Natrium-Ionen transloziert. Dadurch gelangt mit jedem transportierten 

Dicarboxylat eine positive Überschussladung in die Zelle, die bei konstantem Potential als 

Einwärtsstrom gemessen werden kann (Abbildung 3A). Im Falle der fNaDC-3 exprimierenden 

Oozyten heißt dies, dass der Einwärtsstrom nur so lange anhält, wie die Oozyte mit Succinat 

superperfundiert wird. Wird die Succinatperfusion abgestellt, kehrt der Haltestrom wieder 

auf sein Ursprungsniveau zurück (Abbildung 3B). Im Folgenden werden gemessene 

Einwärtsströme mit dem Vorzeichen -, Auswärtsströme mit dem Vorzeichen + 

gekennzeichnet.  
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Abbildung 3: Vereinfachtes Schema zur Erklärung des beobachteten Einwärtsstromes 

 

 

 

1.4 Die Eigenschaften der Aminosäuren an Position 114 im Dicarboxylat-

Cotransporter der Flunder (fNaDC-3) 

 

Aminosäuren sind die Polymerbausteine der Proteine, welche den bedeutendsten Teil 

organischer Makromoleküle in Zellen, Geweben und Organen ausmachen. Proteine nehmen 

hochspezialisierte Funktionen z.B. als Membran- und Zytoskelettbausteine, Katalysatoren 

chemischer Reaktionen, Signaltransduktoren oder aber als Transporter in der Zellmembran 

wahr. Ein solcher Transporter ist z.B. der in dieser Arbeit näher untersuchte fNaDC-3. 

 In allen Lebensformen setzen sich die Proteine aus den 20 sogenannten proteinogenen 

Aminosäuren zusammen. Das Grundgerüst einer jeden Aminosäure besteht aus einer 

Carboxyl- sowie einer Aminogruppe, einem Wasserstoffatom und einer Seitenkette, welche 

sich alle um das α-C-Atom gruppieren. Durch den unterschiedlichen Bau der Seitenketten 

unterscheiden sich die Aminosäuren in ihren physiologischen und chemischen 

Eigenschaften. Die strukturbildenden und funktionellen Eigenschaften der Proteine werden  

durch eine determinierte Sequenz von Aminosäuren bestimmt. 

So können beispielsweise in/an Transmembrandomänen gelegene Aminosäuren die 

Funktion von Transportproteinen beeinflussen. 

NaDC-3

3 Na+

Succinat2-Netto-Ladungs-

fluss

-60 mV

A B
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Im Wildtyp des fNaDC-3 befindet sich Lysin in der Transmembrandomäne 4 an Position 114. 

In den Mutanten des Wildtyps wurde Lysin durch Arginin, Glutamin, Isoleucin und Glutamat 

ersetzt.  

 

Aminosäure an 

Position 114 

Abkürzung Buchstabensymbol Bezeichnung               

fNaDC-3 

Lysin Lys K K114                       

(Wildtyp) 

Arginin Arg R K114R 

Glutamin Gln Q K114Q 

Isoleucin Ile I K114I 

Glutamat Glu E K114E 

 

Tabelle 3: Überblick über den Wildtyp des fNaDC-3 und seine Mutanten 

 

 

   

Lysin           Arginin 

 

          

          

Glutamin Isoleucin Glutamat (Säureform) 

 

Abbildung 4: Strukturformeln der Aminosäuren 
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Aminosäure Polarität der 

Seitenkette 

Ladung der 

Seitenkette (pH 7,4) 

Isoelektrischer Punkt 

(pH) 

Lysin polar                  

(hydrophil) 

positiv geladen 

(basisch) 

9,82 

Arginin polar                 

(hydrophil) 

positiv geladen 

(basisch) 

11,20 

Glutamin polar                 

(hydrophil) 

ungeladen             

(neutral) 

5,65 

Isoleucin apolar               

(hydrophob) 

 5,94 

Glutamat polar                 

(hydrophil) 

negativ geladen 

(sauer) 

3,22 

 

Tabelle 4: wichtige Eigenschaften der Aminosäuren 

 

 

 

 

Abbildung 5: Transmembrandomänen 

Vorläufiges, berechnetes Modell der Sekundärstruktur des Natrium-abhängigen Dicarboxylat-

Cotransporters-3 der Winterflunder (fNaDC-3) mit 11 Transmembrandomänen. Die Berechnung  

erfolgte durch das Programm TopPred2. Die Aminosäure Lysin an Position 114 (schwarzer Pfeil)  

wurde in dieser Arbeit durch die Aminosäuren Arginin, Glutamin, Isoleucin und Glutamat ersetzt.  
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1.5 Zielsetzungen 

 

In dieser Arbeit wurden der fNaDC-3 der Winterflunder (Pleuronectes americanus) und seine 

Mutanten untersucht. In diesen wurde die Aminosäure Lysin an Position 114 des Wildtyps 

(K114) durch die Aminosäuren Arginin (K114R), Glutamin (K114Q), Isoleucin (K114I) und 

Glutamat (K114E) ausgetauscht. Der fNaDC-3 wurde vor allem ausgewählt, da sich im 

Gegensatz zum hNaDC-3 deutlich größere Einwärtsströme messen lassen, was für die 

Auswertung von großem Vorteil ist. Lysin an Position 114 ist hochkonserviert und an dieser 

Stelle in den NaDC-3 aller Spezies zu finden.  

 

Ursprünglich wurde davon ausgegangen, dass dem kationischen Lysin an dieser Position eine 

wichtige Rolle in der Erkennung der anionischen Substrate zukommen würde.  

HAGOS et al. untersuchten 2006 die funktionelle Rolle einiger kationischer Aminosäuren des 

fNaDC-3, darunter auch Lysin an Position 114. Lysin wurde zunächst durch Isoleucin, später 

dann auch durch Arginin, Glutamin und Glutamat ersetzt. Auffällig war, dass alle Mutanten 

in Aufnahme-Experimenten ein dem Wildtyp ähnliches Transportverhalten zeigten. In den 

elektrophysiologischen Experimenten jedoch zeigte lediglich die Argininmutante (K114R) 

einen vergleichbaren Einwärtsstrom. Die restlichen Mutanten wiesen allesamt deutlich 

niedrigere Einwärtsströme auf.  

Hieraus konnte die Schlussfolgerung gezogen werden, dass eine positive Ladung an Position 

114 (Lysin, Arginin) weniger für die Substraterkennung, sondern vielmehr für die 

Aufrechterhaltung des elektrogenen Transportes durch Translokation von 3 Natrium-Ionen 

mit einem divalenten Dicarboxylat von Bedeutung ist (HAGOS et al. 2006). 

 

Aufbauend auf diese Erkenntnisse soll in meiner Arbeit durch Variation derjenigen Faktoren, 

welche die Stöchiometrie beeinflussen, das Transportverhalten von fNaDC-3 und seiner 

Mutanten näher untersucht werden. Hierzu soll das Verhalten von Wildtyp und Mutanten in 

natriumhaltigen und in natriumfreien Kontroll- und Testlösungen, sowie das Verhalten in 

lithiumhaltigen Kontroll- und Testlösungen untersucht werden. In den Experimenten wurde 

den Oozyten des afrikanischen Krallenfrosches (Xenopus laevis) cRNA des fNaDC-3 der 

Flunder  injiziert.  Nach Expression dieses Transporters auf der Oberfläche wurden die 

Oozyten mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme untersucht.  
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Die Oozyten wurden mit den zu untersuchenden Lösungen superperfundiert, anhand der 

Substrat-induzierten Ströme ließen sich Rückschlüsse auf Interaktionen mit dem Transporter 

ziehen.  Des Weiteren wurden Transport-Experimente mit radioaktiv markiertem Substrat im 

Isotopenlabor des Institutes durchgeführt. Mittels eines Flüssigkeits-Szintillations-Zählers 

konnte die aufgenommene Substratmenge bestimmt werden. 
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2 Material und Methoden 

 

2.1 Lösungen und Chemikalien 

 

2.1.1 Kontrolllösungen für die elektrophysiologischen Messungen 

 

Kontrolllösung ORi (ORi, Na) 

 

Substanz Molekulargewicht (g/mol) Konzentration (mM) Bezugsfirma 

NaCl 58,44 110 Carl Roth GmbH, 
Karlsruhe 

KCl 74,56 3 Carl Roth GmbH, 
Karlsruhe 

CaCl2 147,02 2 Carl Roth GmbH, 
Karlsruhe 

HEPES 238,31 5 Carl Roth GmbH, 
Karlsruhe 

 

Tabelle 5: Zusammensetzung der Kontrolllösung ORi: ORi = Oozyten-Ringer;  

HEPES: N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N΄-(2-Ethansulfonsäure)  

 

Kontrolllösung ORi1 (ORi, Ø Na, NMDG) 

 

Für die Natrium-freie Kontrolllösung ORi1  wird Natriumchlorid (NaCl) durch eine äquimolare 

Menge an N-Methyl-D-Glucamin (NMDG) ersetzt. Im Folgenden wird das Kation Na+ in 

Lösung als NaCl vereinfachend als Natrium bezeichnet. 

 

Substanz Molekulargewicht (g/mol) Konzentration (mM) Bezugsfirma 

NMDG* 195,22 110 Sigma-Aldrich GmbH, 
Taufkirchen 

KCl 74,56 3 Carl Roth GmbH, 
Karlsruhe 

CaCl2 147,02 2 Carl Roth GmbH, 
Karlsruhe 

HEPES 238,31 5 Carl Roth GmbH, 
Karlsruhe 

 

Tabelle 6: Zusammensetzung der Natrium-freien Kontrolllösung ORi1 . *Da NMDG nicht als Chloridsalz 

vorliegt, muss dieses durch Hinzufügen von 55 ml einer 2N HCl-Lösung hergestellt werden.  
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Kontrolllösung ORi2 (ORi, Ø Na, Li) 

 

Für die Natrium-freie Kontrolllösung ORi2  wird Natriumchlorid (NaCl) durch eine äquimolare 

Menge an Lithiumchlorid (LiCl) ersetzt. Im Folgenden wird das Kation Li+ in Lösung als LiCl 

vereinfachend als Lithium benannt. 

 

Substanz Molekulargewicht (g/mol) Konzentration (mM) Bezugsfirma 

LiCl 42,39 110 Sigma-Aldrich GmbH, 
Taufkirchen 

KCl 74,56 3 Carl Roth GmbH, 
Karlsruhe 

CaCl2 147,02 2 Carl Roth GmbH, 
Karlsruhe 

HEPES 238,31 5 Carl Roth GmbH, 
Karlsruhe 

 

Tabelle 7: Zusammensetzung der Natrium-freien Kontrolllösung ORi2. 

 

Alle Kontrolllösungen werden, unabhängig von ihrer Zusammensetzung, mit Tris 

(Trisaminomethan, Carl Roth GmbH, Karlsruhe) auf einen pH-Wert von 7,5 bei 

Raumtemperatur eingestellt. 

 

 

2.1.2 Testlösungen für die elektrophysiologischen Messungen 

 

Die Herstellung der einzelnen Testlösungen erfolgte durch Lösen der entsprechenden 

Substanzen in den jeweiligen Kontrolllösungen und durch anschließende Titration auf einen 

pH-Wert von 7,5. Da die höchste Konzentration einer Testsubstanz 5 mM betrug, wurde, da 

in Vorversuchen getestet, auf den osmotischen Ausgleich von ORi und Testlösung verzichtet. 

Die Testlösungen beinhalteten das prototypische Substrat des fNaDC-3, Natriumsuccinat, in 

einer festen Konzentration von 1 mM zum Überprüfen der Expression und aufsteigende 

Konzentrationen an Lithiumchlorid, einem potenziellen Hemmstoff der Succinat-assoziierten 

Ströme. Im Folgenden wird das Anion Succinat in Lösung als Natriumsuccinat vereinfachend 

als Succinat benannt.  
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Substanz Molerkulargewicht (g/mol) Konzentration (mM) Bezugsfirma 

LiCl 42,39 0,2 

0,5 

1,0 

2,0 

5,0 

Sigma-Aldrich GmbH, 
Taufkirchen 

 

Natriumsuccinat 270,1 1,0 Sigma-Aldrich GmbH, 
Taufkirchen 

 

Tabelle 8: Konzentrationen der Testsubstrate   

 

 

2.1.3 Kontroll- und Testlösungen für die radiochemische Aufnahme 

 

Als Kontrolllösungen für die Aufnahme von [14C]Succinat dienten ORi , ORi1 und ORi2, deren 

Zusammensetzung in 2.1.1 beschrieben wurde. Da in einer Versuchsreihe die Aktivierung der 

Aufnahme von [14C]Succinat als Funktion der Natriumkonzentration ermittelt werden soll, 

müssen die Konzentrationen von Natriumchlorid und NMDG (Tabelle 9) gegeneinander 

variiert werden, so dass immer eine Gesamtkonzentration von 110 mM eingehalten wird. 

 

Kontrolllösung  ORi Kontrolllösung ORi1 

NaCl (mM) ORi (ml) NMDG (mM) ORi1  (ml) 

0 0 110 20 

10 1,8 100 18,2 

25 4,5 85 15,5 

50 9,1 60 10,9 

75 13,6 35 6,4 

110 20 0 0 

 

Tabelle 9: Variation der Natriumkonzentration (Gesamtvolumen 20 ml) 

 

Zur Überprüfung der Expression wurde [14C]Succinat (Tabelle 10) den jeweiligen 

Kontrolllösungen zugesetzt, so dass die Endkonzentration für Succinat in allen Lösungen  

18,1 µM betrug. 
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Substanz mCi/mol Konzentration (µM) Bezugsfirma 

[14C]Succinat 17,0 18,1 NEN Life Science Products,  
Waltham, USA 

 

Tabelle 10: Daten für [14C]Succinat 

 

 

2.2 Verwendung von Xenopus-laevis-Oozyten als Expressionssystem 

 

Für alle Versuche wurden die Oozyten des afrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis 

(siehe Abbildung 6) verwendet. Seine natürliche Verbreitung beschränkt sich auf Afrika 

südlich der Sahara. Die Tiere wurden von der Firma Nasco, Fort Atkinson, USA bezogen. Sie 

werden dort ausschließlich für wissenschaftliche Zwecke gezüchtet. 

 

Die Entnahme der Oozyten erfolgte durch eine Mitarbeiterin des Instituts, für die eine 

Ausnahmegenehmigung nach §6 Abs. 1 Satz 4 des Tierschutzgesetzes vorlag. Aus dem 

Ovarläppchen wurden die einzelnen Oozyten durch Inkubation in Kollagenase (Typ CLS II, 

Biochrom AG, Berlin, 7 µg/20 ml ORi) über Nacht herausgelöst und am nächsten Morgen für 

ungefähr 10 Minuten in Ca2+-freiem ORi inkubiert. Letzte Bindegewebsreste wurden manuell 

mit einer Pinzette entfernt und die nun einzeln vorliegenden Oozyten in ORi mehrmals 

gewaschen. Anschließend konnten unter mikroskopischer Kontrolle die Oozyten der Stadien 

V und VI nach Dumont (DUMONT 1972) herausgesucht werden, deren animalischer und 

vegetativer Pol klar voneinander abgegrenzt war (Abbildung 8). 

 

Anschließend erfolgte die Injektion der Oozyten mit der cRNA des fNaDC3 (Wildtyp) und 

seiner Mutanten. Während aller Vorgänge, die den Umgang mit cRNA betrafen, wurden 

Handschuhe getragen und besonders darauf geachtet, dass die Arbeitsmaterialien nicht mit 

RNase oder mit Partikeln, welche die Injektionskanüle verstopfen könnten, kontaminiert 

wurden. Injiziert wurde unter binokularer Sicht (Wild M3C, Leica Mikrosystems GmbH, 

Wetzlar) mit Hilfe einer Mikroinjektionspumpe (Drummond, World Precision Instruments, 

Berlin), welche pro Oozyte 23 nl cRNA injizierte. Die jeweilige cRNA wurde von einem 

Mitarbeiter des Institutes mit dem Verfahren der „site-directed mutagenesis“ hergestellt 

und lag in einer Konzentration von 1 µg/µl vor. Zur Injektion wurden die Oozyten auf einer 

speziellen Injektionsbank (Abbildung 10) in ORI-Lösung platziert und direkt mit einer 
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Glasmikroinjektionskanüle angestochen. Diese wurde in einem Kapillarschlingenziehgerät 

„Puller“ (Typ PE-2, Narishige, Tokio, Japan) hergestellt (Abbildung 9) und musste vor Beginn 

der Injektion unter binokularer Sicht mit einer Schere so gekürzt werden, dass eine Öffnung 

mit einem Durchmesser zwischen 10 und 20 µm entstand. Nach Füllung der Kanüle mit 

Mineralöl (Mineral Oil for Molecular Biology, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, USA) vom 

Kanülenende her konnte cRNA über die Kanülenspitze  angesaugt werden. Schließlich 

wurden 23 nl cRNA pro Oozyte injiziert. In Kontrolloozyten wurden  23 nl H20 injiziert. Dies 

ist notwendig, um sicherzustellen, dass die Substrate tatsächlich über den fNaDC-3 und nicht 

etwa über endogene, in der Oozyte schon selbst vorhandene Transportmechanismen 

transportiert werden. Die Eignung von Xenopus-Oozyten als Expressionssystem wird 

ausführlich in Kapitel 4 (Diskussion) besprochen.  

 

Anschließend erfolgte die Aufbewahrung der Oozyten in 24-Lochplatten. Jede der 

Lochplattenvertiefungen war mit 2 ml einer Nährlösung gefüllt, welche aus Oozyten-Ringer 

(ORi), 2,5 mM Natriumpyruvat (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, USA) als Nährstoff und 0,35 

mg/ml Gentamicin (AppliChem GmbH, Darmstadt) zur Prophylaxe von Bakterienbesatz 

bestand. Nach drei- bis viertägiger Inkubation bei +16°C in einem Inkubator (Liebherr AG, 

Kirchdorf, Umbau auf 16°C durch die Institutswerkstatt), täglichem Mediumwechsel und 

Entfernung abgestorbener und geschädigter Oozyten konnten die verbliebenen Oozyten für 

Untersuchungen genutzt werden. Zu einem früheren Zeitpunkt hatten sie den Transporter 

nicht genügend in ihrer Zellmembran exprimiert, so dass das Signal des Succinat-

induzierbaren Stromes so gering war, dass keine verlässlichen Aussagen möglich waren.  
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Abbildung 6: Xenopus-laevis-Weibchen 

 

 

 

 

Abbildung 7: Ansicht der rechten Inguinalregion mit Ovarläppchen nach Inzision 
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Abbildung 8: Abbildung eines Ovarläppchens nach der Entnahme aus dem Tier. Oozyten des Stadiums 

V und VI nach Dumont (DUMONT 1972) sind an den deutlich voneinander  abgegrenzten 

animalischen und vegetativen Polen zu erkennen. Nur Oozyten solcher Stadien besitzen die Fähigkeit, 

artfremde cRNA zu transkribieren und zu translatieren.  

 

 

 

 

Abbildung 9: 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 mit hoher Geschwindigkeit durch einen 

Elektromagneten auseinandergezogen. So entstehen zwei Glaskapillaren mit konisch zulaufenden 

Spitzen.  
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Abbildung 10: Injektion einer Oozyte. Die Injektion erfolgt  mit Hilfe einer Mikroinjektionspumpe, 

welche 23 nl cRNA über eine Glasmikroinjektionskanüle appliziert. Das kurze Eindellen der Oozyte 

während der Injektion ist deutlich zu sehen. Der Verlauf der Injektionskanüle ist zur besseren 

Sichtbarkeit mit weißen Quadraten markiert.  

 

 

2.3 Elektrophysiologische Messungen 

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

 
Die Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (TEVC) ist eine elektrophysiologische Methode, die 

es ermöglicht, die Eigenschaften von Ionenkanälen und elektrogenen 

Membrantransportproteinen an Zellen zu untersuchen. Grundlage dieser Technik ist, ein 

vorgegebenes Membranpotenzial auf einem festgelegten Wert durch Einspeisen eines 

Kompensationsstromes aufrechtzuerhalten. Hierzu sind zwei Mikroelektroden nötig. Über 

die eine Elektrode wird die intrazelluläre Spannung gemessen. Weicht das erfasste 

Membranpotenzial von dem vorgegebenen Sollwert ab, so veranlasst dieses Signal die 

Einspeisung eines gleichwertigen, aber entgegengesetzten Stromes über die zweite 

Elektrode. Der elektrische Fluss der Ionen wird dadurch kompensiert und das 

Membranpotenzial bleibt konstant. So kann das elektrische Verhalten einer Zelle unter 

verschiedenen vorgegebenen Spannungswerten untersucht werden, wobei der 

einzuspeisende Strom immer den Ladungsverschiebungen über der Membran entspricht.  

 

Für die Durchführung von Experimenten mit der TEVC werden ein Verstärker für die 

Potenzialmessung und ein Verstärker (OC-725C, Warner Instruments Corp., Hamden, USA) 
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zur Stromapplikation benötigt. Die Spannungen und eingespeisten Ströme werden von 

einem Zwei-Kanal-Schreiber (Typ BD 112, Kipp & Zonen, Delft, Niederlande) kontinuierlich 

aufgezeichnet. TEVC kann in zwei Modi betrieben werden. Im Current-Clamp-Modus werden 

Potenzialänderungen registriert, wohingegen im Voltage-Clamp-Modus die zur 

Konstanthaltung des vorgegebenen Potenzials zu induzierenden Ströme erfasst werden 

können.  

 

Die Oozyten werden direkt mit KCl-gefüllten Glasmikroelektroden angestochen. Sie dienen 

zur Verlängerung der eigentlichen Elektroden, welche aus chloriertem Silberdraht (A-M 

Systems Inc., Carlsborg WA, USA) bestehen. Die Glasspitzen werden aus 

Borosilikatglaskapillaren (Biomedical Instruments, Zöllnitz) in einem 

Kapillarschlingenziehgerät „Puller“ hergestellt (Abbildung 9). Vor jeder Messung werden die 

Glasmikroelektroden mit Hilfe einer auf einer Spritze sitzenden flexiblen Kanüle mit einer  

3 M Kaliumchlorid-Lösung gefüllt und über die Silberdrahtelektroden in den Elektrodenhalter 

gesteckt. Dabei ist darauf zu achten, dass keine Luftbläschen in den Glasspitzen verbleiben, 

damit eine störungsfreie elektrische Leitung zwischen Oozyte und Elektroden gewährleistet 

ist.  

 

 

2.3.2 Aufbau der Messapparatur 

 

Der Versuchsaufbau (Abbildung 11 A) befindet sich zur elektrischen und mechanischen 

Abschirmung in einem Faraday-Käfig (Eigenbau der Institutswerkstatt) und steht auf einer 

Tischplatte mit stoßdämpfendem Unterbau (Eigenbau der Institutswerkstatt), der vor 

mechanischen Erschütterungen und möglichem Herausrutschen der Elektroden und den 

damit verbundenen Verletzungen der Oozyten schützen soll.  

Im Zentrum der Apparatur befindet sich eine Perfusionskammer (Eigenbau der 

Institutswerkstatt). Es handelt sich dabei um eine runde, ca. 1,5 cm starke Plexiglasscheibe, 

in die eine längliche, sich zu einer Seite erweiternde Aussparung eingelassen ist. Sie ist durch 

einen schmalen Steg, an dem die Oozyte platziert wird, geteilt. Dieser ist allerdings so 

niedrig, dass der ungehinderte Flüssigkeitsaustausch zwischen beiden Teilen der Kammer 

problemlos gewährleistet bleibt. Zwei dünne Polyäthylenschläuche führen auf der schmalen 
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Seite der Kammer die jeweiligen Testlösungen zu. Auf der gegenüberliegenden, 

verbreiterten Seite verbindet eine Bohrung das System mit einem Trichter, der die 

durchgelaufenen Perfusionsflüssigkeiten einem Sammelbehälter zuführt. Die 

Perfusionskammer ist über eine Agarbrücke und ein mit 3 M KCl-Lösung gefülltes Gefäß mit 

zwei chlorierten Silberdrahtelektroden verbunden. Dies ist Erdung und Referenzpunkt und 

schließt den Stromkreis, wenn die Mikroelektroden in der Oozyte platziert sind.  Die Oozyte 

wird mit einer Pasteurpipette so im rechten Teil der Kammer neben dem Kunststoffsteg 

(Abbildung 11 B) platziert, dass dieser beim Anstechen als Widerlager dient. Die Elektroden 

werden manuell mit zwei Manipulatoren unter mikroskopischer Kontrolle in die Oozyte an 

den gegenüberliegenden Seiten eingestochen.  

 

A      B 

 

 

Abbildung 11:  

A: Schematischer Versuchsaufbau der TEVC 

B: Angestochene Oozyte während der Messung. Zu beiden Seiten der Oozyte sind die 

Glasmikroelektroden, die die Spannung messen bzw. den Kompensationsstrom einspeisen, zu sehen.  

Die Glasmikroelektroden sind zur besseren Sichtbarkeit mit weißen Quadraten markiert. 
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2.3.3 Vorgehensweise 

 

Nach dem Anstechen einer Oozyte wird diese zunächst mit ORi perfundiert bis sich ein 

stabiles Membranpotenzial zwischen -20 und -60 mV eingestellt hat. Dieses wird nach ca. 10 

Minuten erreicht. Anschließend wird die Zelle auf eine Spannung von -60 mV „geklemmt“. 

Dieser Wert wird gewählt, weil er ungefähr dem Membranpotenzial einer frühproximalen 

Nierentubuluszelle entspricht. Nun wird die Oozyte mit ORi, dem 1 mM Succinat zugegeben 

ist, perfundiert. Das Vorliegen eines Einwärtsstromes (1.3.3, Abbildung 3) wird durch einen 

Ausschlag des kontinuierlich mitlaufenden Schreibers registriert. Hierdurch kann beurteilt 

werden, ob und wie intensiv das Transportprotein exprimiert ist. Succinat ist die 

Referenzsubstanz, von der bekannt ist, dass sie Substrat des NaDC-3 ist. Die Oozyte wird 

verworfen, wenn nach Applikation von Succinat kein Einwärtsstrom nachweisbar ist.  

Zu Beginn eines jeden Experimentes wird eine Strom-Spannungskennlinie (I-V-Kennlinie) mit 

Succinat angefertigt, wobei jeder Messung eine Kontrollmessung mit ORi vorangeht  

(Abbildung 12 A). Das Potenzial wird alle 10 Sekunden von -60 mV in Schritten von 10 mV bis 

-90 mV, anschließend in denselben Abständen bis +10 mV und wieder zurück bis -60 mV 

verstellt. Nun wird die ORi- auf die ORi plus Succinat-Perfusion umgestellt und der 

Messvorgang wiederholt. Nach dieser Methode wird mit jeder weiteren Testlösung 

verfahren, wobei erst abzuwarten ist, dass sich der Ausgangswert für den einzuspeisenden 

Strom unter Perfusion mit ORi wieder eingestellt hat. Aus der Differenz der Werte mit und 

ohne Substrat lässt sich der Substrat-induzierbare Strom errechnen (Abbildung 12 B). Durch 

die I-V-Kennlinien können die Ergebnisse bei den verschiedenen Klemmspannungen 

miteinander verglichen werden.  
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A      B 

 

Abb. 12: Strom-Spannungskennlinien (I-V-Kennlinien) Succinat-induzierbarer Ströme in fNaDC-3 

exprimierenden Oozyten. In A sind die Ströme in Ab- () und Anwesenheit () von 1 mM Succinat, in 

B die Differenzströme in fNaDC-3 exprimierenden Oozyten () und Wasser-injizierten Kontrolloozyten  

() dargestellt. Es handelt sich um Mittelwerte aus Messungen an 13 Oozyten aus 7 Spendertieren 

(fNaDC-3) und Messungen an 3 Oozyten aus 3  Spendertieren (Wasser-injizierte Kontrolloozyten). 

 

 

2.4 Radiochemische Aufnahme von [14C]Succinat  

 
Mithilfe dieser Experimente wurde untersucht, wieviel radioaktiv markiertes Succinat durch 

fNaDC-3 Moleküle oder die Mutanten dieses Transportproteins über die Oozytenmembran 

in das Zellinnere pro Zeiteinheit transportiert werden konnte. Alle Versuche erfolgten im 

Isotopenlabor des Institutes unter Plexiglasabschirmung (Eigenbau der Institutswerkstatt). 

Pro Bedingung wurden jeweils 10 Oozyten in 500 µl Lösung, bestehend aus 495 µl ORi und  

5 µl radioaktiv markiertem [14C]Succinat (NEN Life Science Products Inc., Boston, USA), 

inkubiert. Die Succinatkonzentration in allen Testlösungen betrug demnach 18,1 µmol/l.  

Als Standardwerte wurden von jeder Testlösung 6 Proben à 5 µl entnommen und jeweils in 

ein Szintillationsgefäß (Mini-Vial 6ml, Sarstedt AG & Co, Nümbrecht) gegeben. Die Oozyten 

wurden jeweils für eine Dauer von 30 min bei Raumtemperatur in der jeweiligen Testlösung 

inkubiert. Um die Aufnahme von [14C]Succinat zu stoppen und den Oozyten anhaftende 

Radioaktivität abzuwaschen, wurden diese dreimal hintereinander in 3 verschiedenen 
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Petrischalen mit eiskaltem ORi gewaschen. Anschließend wurde jede Oozyte in ein eigenes 

Szintillationsgefäß  überführt und je 250 µl 1 N NaOH (Carl Roth GmbH, Karlsruhe) zwecks 

Oozytenlyse zugegeben. Der Lyseprozess wurde durch automatisches Schütteln 

(Schüttelplatte, Köttermann GmbH & Co KG, Uetze/Hänigsen) über 2 Stunden bei einer 

Frequenz von 150/min beschleunigt. Die anschließende Neutralisation des NaOH erfolgte 

durch Zugabe von 250 µl 1 N HCl (Carl Roth GmbH, Karlsruhe). Unter dem Abzug wurden nun 

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

Niederlande) zugefügt, die Szintillationsgefäße verschlossen, handgeschüttelt und schließlich 

zur Auszählung in einen Flüssigkeits-Szintillations-Zähler (TRI-CARB 2900 TR, Packard, USA) 

gestellt. Jedes Szintillationsgefäß wurde 5 min lang gemessen und dessen Aktivität in digits 

per minute (dpm) angegeben.  

 

Anhand der gemessenen Aktivität der Standardwerte (Astand) in dpm konnte nun die 

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

 

𝑨𝒔𝒑𝒆𝒛 =  
𝑨𝒔𝒕𝒂𝒏𝒅

𝒄𝒔𝒖𝒄𝒄 
∗ 𝑽𝒔𝒕𝒂𝒏𝒅 

 

Die Succinatkonzentration (csucc) im Inkubationsmedium betrug bei allen im Rahmen dieser 

Arbeit durchgeführten Versuche 18,1 µmol/l. Als Standardvolumen Vstand wurden, wie oben 

beschrieben, 5 µl pro Röhrchen entnommen. Anhand der gemessenen Aktivität für jede 

einzelne Oozyte (Aoozyte [dpm]) und der errechneten spezifischen Aktivität des 

entsprechenden Inkubationsmediums (Aspez) ließ sich die Aufnahme von Succinat  

(Tsucc [pmol/min]) dann wie folgt errechnen. 

 

𝑻𝒔𝒖𝒄𝒄 =  
𝑨𝒐𝒐𝒄𝒚𝒕𝒆

𝑨𝒔𝒑𝒆𝒛 
∗ 𝒕𝒕𝒓𝒂𝒏𝒔𝒑𝒐𝒓𝒕 

 

Die Inkubationszeit für die Aufnahme des radioaktiv-markierten Substrats (ttransport) betrug 

bei allen in dieser Arbeit durchgeführten Versuchen 30 min. 

In einer Versuchsreihe wurde die Aktivierung der Aufnahme von [14C]Succinat als Funktion 

der Natriumkonzentration untersucht.  Die Berechnung der aus diesen Werten gewonnenen 
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Michaelis-Menten-Konstante (KM) für Natrium erfolgte nach der Methode der kleinsten 

Fehlerquadrate mit dem Programm SigmaPlot (Systat Software, Point Richmond, USA). 

 

Abbildung 13: Flüssigkeits-Szintillations-Zähler bestückt mit Szintillationsgefäßen. 
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3 Ergebnisse  

 

3.1 Elektrophysiologische Messungen 

 

3.1.1 Der Succinat-induzierte Strom 

 

Die Abbildungen 14 – 15 zeigen das Verhalten des Wildtyps, der Mutanten K114I, K114R, 

K114E und K114Q sowie der Wasser-injizierten Kontrolloozyten „Mock“ in An- und 

Abwesenheit von Succinat. Für die Messungen kamen die Kontrolllösung (ORi) sowie die 

Testlösung (ORi + 1mM Succinat) zum Einsatz. Die Wasser-injizierten Kontrolloozyten 

werden der Einfachheit halber im weiteren Verlauf  mit „Mock“ bezeichnet. Die Anzahl der 

für die Abbildungen 14 – 15 verwendeten Oozyten und Spendertiere ist in Tabelle 11 

aufgeführt.  

 

 Wildtyp K114I K114R K114E K114Q „Mock“ 

Oozyten 11 10 10 6 7 10 

Spendertiere 9 8 9 6 7 8 

 

Tabelle 11: Anzahl der gemessenen Oozyten und der verwendeten Spendertiere von Wildtyp, 

Mutanten und „Mock“ . Diese Angaben gelten für die Abbildungen 14 – 15. 

 

Unter Perfusion mit der Kontrolllösung (ORi) konnte ein konstantes Membranpotenzial für 

alle Oozyten beobachtet werden, welches zwischen -17 und -66 mV rangierte. Die 

Einzelwerte sind Tabelle 12 zu entnehmen. 

 

 Wildtyp K114I K114R K114E K114Q „Mock“ 

Membranpotenzial 

(mV) 

-17 - (-66) -22 - (-64) -43 - (-61) -25 - (-45) -30 - (-61) -27 - (-53) 

 

Tabelle 12: Spanne der Ruhemembranpotenziale von Wildtyp, Mutanten und „Mock“. 

 

In Abbildung 14 A sind die gemittelten Membranpotenziale in Abwesenheit (schwarze 

Balken) und in Anwesenheit von Succinat (graue Balken) dargestellt. Die Messungen wurden 
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im „current-clamp-Modus“ durchgeführt. Auf Succinat-Applikation reagieren alle Oozyten 

mit einer Depolarisation, welche jedoch sehr variabel ausfällt. Beim Wildtyp und bei K114R 

kommt es zu einer signifikanten (p < 0,01) Depolarisation von -44,5 ± 6,5 mV auf  

-18,8 ± 8,9 mV (Wildtyp) und von -50,1 ± 4,3 mV auf -22,7 ± 8,1 mV (K114R). Die Mutanten 

K114I (von -41,9 ± 6,5 mV auf -36,6 ± 8,9 mV) und K114Q (von -46,9 ± 5,6 auf -38,9 ± 5,8 mV) 

zeigen eine deutlich geringere, aber dennoch gut messbare Depolarisation. Bei K114E ist 

dagegen so gut wie keine Änderung des Membranpotenzials zu verzeichnen  

(von -38,6 ± 6,2 mV auf  -38,1 ± 7,0 mV). Das Potenzial von „Mock“ ändert sich ebenfalls nur 

marginal von -45,2 ± 5,2 mV auf -44,9 ± 5,0 mV. Die Änderungen der Membranpotenziale 

von K114I, K114Q, K114E und der „Mocks“ sind nicht signifikant (p > 0,01).  

 

Abbildung 14 B zeigt die Differenzwerte aus den in Abbildung 14 A dargestellten gemittelten 

Membranpotenzialen in An- und Abwesenheit von Succinat im „current-clamp-Modus“. Die 

Substrat-vermittelte Differenz fällt beim Wildtyp mit 28,9 ± 8,1 mV und bei K114R mit  

27,4 ± 10,6 mV am größten aus. Zwischen beiden ist kein signifikanter Unterschied zu 

erkennen (p > 0,01). Die restlichen Mutanten und „Mock“  dagegen zeigen eine signifikant 

geringere Depolarisation (p < 0,01) verglichen mit dem Wildtyp. K114I und K114Q weisen mit 

5,5 ± 5,1 mV und 8,0 ± 3,3 mV nur ein geringes Depolarisationsverhalten auf. K114E zeigt mit 

nur 1,2 ± 0,8 mV die geringste Depolarisation unter den Mutanten. „Mock“ depolarisiert um 

0,3 ± 0,7 mV. 
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A      B 

 

Abbildung 14: A zeigt die Mittelwerte der Membranpotenziale von Wildtyp, Mutanten und „Mock“   in 

Abwesenheit (schwarze Balken) und Anwesenheit (graue Balken) von Succinat (1 mM). Die mit * 

gekennzeichneten Balken zeigen einen signifikanten Unterschied (p < 0,01) zwischen der An- und 

Abwesenheit von Succinat (1mM). B zeigt die Differenzwerte der Membranpotenziale von Wildtyp, 

Mutanten und „Mock“  in An- und Abwesenheit von Succinat (1 mM). Die mit * gekennzeichneten 

Balken weisen einen signifikanten Unterschied (p < 0,01) zum Wildtyp auf. Die  Anzahl der 

verwendeten Oozyten und Spendertiere zeigt Tabelle 11. 

 

In Abbildung 15 werden die Succinat-induzierten Ströme bei einer angelegten 

Klemmspannung von -60 mV („voltage-clamp-Modus“) dargestellt. Die bei Wildtyp und 

Mutanten gemessenen Ströme sind Einwärtsströme. Entsprechend dem 

Depolarisationsverhalten aus Abbildung 14 B zeigen der Wildtyp mit -107 ± 22 nA und K114R 

mit -110 ± 72 nA die größten Einwärtsströme. Die Stromamplituden dieser beiden liegen so 

nah beieinander, dass kein signifikanter Unterschied (p > 0,01) festzustellen ist. Die 

verbleibenden Mutanten und „Mock“ weisen verglichen mit dem Wildtyp signifikant 

geringere Ströme auf (p < 0,01). Dem Wildtyp folgen mit großem Abstand die 

Einwärtsströme von K114Q mit -16 ± 6 nA und K114I mit -10 ± 10 nA.  K114E zeigt lediglich 

einen marginalen Einwärtsstrom mit nur -0,5 ± 0,7 nA. Succinat induziert bei „Mock“ keinen 

Einwärtsstrom (0 ± 0 nA). 
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Abbildung 15: Succinat-induzierte Einwärtsströme von Wildtyp, Mutanten und „Mock“  bei -60 mV. 

Die mit * markierten Balken weisen einen signifikanten Unterschied in Bezug des Succinat-mediierten 

Stromes zum Wildtyp auf (p < 0,01). Die Anzahl der verwendeten Oozyten und Spendertiere zeigt 

Tabelle 11.  

 

 

3.1.2 Einfluss von Lithium auf Succinat-induzierte Ströme 

 

In den Abbildungen 16 – 29 wurde untersucht, ob die Succinat-induzierten Ströme des 

Wildtyps und der Mutanten K114I, K114R, K114E und K114Q durch Lithium hemmbar sind. 

Zur Kontrolle wurden auch Wasser-injizierte Oozyten gemessen, im folgenden „Mock“ 

genannt. Es wurden I-V-Kennlinien aufgezeichnet. Alle verwendeten Testlösungen enthielten 

1mM Succinat und zusätzlich in aufsteigender Konzentration entweder  0 mM, 0,2 mM,  

0,5 mM, 1 mM, 2 mM oder 5 mM Lithium. 

 

Wildtyp 

Abbildung 16 zeigt die Hemmung des Succinat-induzierten Stromes des Wildtyps durch  

0 (), 0,2 (), 0,5 (), 1 (), 2 () und 5 () mM Lithium als Mittelwerte von Messungen 

mit 4 Oozyten aus 3 Spendertieren. Es ist zu erkennen, dass Lithium seine hemmende 

Wirkung in allen Konzentrationen und bei allen Potenzialen entfaltet. In den niedrigeren 

Dosisbereichen (0 – 2 mM) nimmt die Hemmwirkung mit zunehmender Lithiumdosis stetig 

zu. In den darauf folgenden höheren Dosisbereichen (2 – 5 mM) ist allerdings kaum ein 

zusätzlicher Hemmeffekt durch Dosissteigerung zu erreichen, so dass ein nicht hemmbarer 
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Reststrom verbleibt (siehe Abbildungen 17 – 19). Zudem fällt auf, dass in den niedrigeren 

Konzentrationsbereichen von 0 – 1 mM Lithium die Ströme mit zunehmend negativem 

Potenzial größer werden. Im Bereich von 2 – 5 mM bleiben sie  jedoch unabhängig vom 

Potenzial konstant. Um die Frage einer möglichen Potenzialabhängkeit der Hemmung des 

Succinat-induzierbaren Stromes durch Lithium zu klären wurden in den Abbildungen 17 – 19 

die prozentualen Restströme bei unterschiedlichen Klemmspannungen dargestellt.  
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Abbildung 16: Hemmung des Succinat-induzierbaren Stromes durch aufsteigende Konzentrationen an 

Lithium an fNaDC-3-exprimierenden Oozyten (Wildtyp). In gepaarten Experimenten wurden 

sukzessive die folgenden Konzentration an Lithium simultan mit 1 mM Succinat appliziert: 0 mM (), 

0,2 mM (), 0,5 mM (), 1 mM (), 2 mM () und 5 mM () Lithium. Dargestellt sind Messungen 

von 4 Oozyten aus 3 Spendertieren; auf das Einzeichnen der Standardbweichungen wurde aus 

Gründen der Übersichtlichkeit verzichtet.  

 

In den Abbildungen 17 – 19 wird der prozentuale Reststrom (I/I0) des Wildtyps als Funktion 

der Lithium-Konzentration bei Klemmspannungen von -90 mV, -60 mV und -30 mV 

dargestellt. Dazu wurde der bei der jeweiligen Lithiumkonzentration gemessene Strom (I) 

durch den gemessenen Strom bei Abwesenheit von Lithium (I0) dividiert. Bei einer 

Konzentration von 0 mM Lithium liegt somit definitionsgemäß ein Strom von 100% vor.  

 

In Abbildung 17 ist der  prozentuale Reststrom bei -90 mV zu sehen. Der Reststrom beträgt 

88,0 ± 5,6% bei 0,2 mM, 76,8 ± 13% bei 0,5 mM, 50,5 ± 10,4% bei 1 mM und noch  
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25,3 ± 6,9% bei 2 mM Lithium. Bei der Höchstdosis von 5 mM Lithium kann ein nicht 

hemmbarer Reststrom von 20,8 ± 4,2% beobachtet werden. Zwischen 2 und 5 mM Lithium 

ist kaum eine Zunahme der Hemmung zu verzeichnen.  
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Abbildung 17: Darstellung des prozentualen Reststroms (I/I0) für den Wildtyp als Funktion der 

Konzentration an Lithium im Bad. Die in Abbildung 16 bei 90 mV ermittelten Daten wurden 

umgerechnet und als Funktion der Lithiumkonzentration aufgetragen. Der Succinat-induzierbare 

Strom ist nicht vollständig durch Lithium hemmbar. Es verbleibt ein Reststrom  von 20,8 ± 4,2%. 

 

In Abbildung 18 ist jetzt der prozentuale Reststrom bei einer Klemmspannung von -60 mV 

abgebildet. Der Reststrom beträgt diesmal 85,5 ± 3,6% für 0,2 mM, 72,3 ± 13% für 0,5 mM, 

50,5 ±7,6% für 1 mM und noch 30,5 ±7,2% für 2 mM Lithium. Unter 5 mM Lithium verbleibt 

ein Reststrom von 25,8 ± 3,0%. Auch hier ist zwischen 2 und 5 mM Lithium kaum eine 

Zunahme der Hemmung zu sehen.  
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Abbildung 18: Darstellung des prozentualen Reststroms (I/I0) für den Wildtyp als Funktion der 

Konzentration an Lithium im Bad. Die in Abbildung 16 bei -60 mV ermittelten Daten wurden 

umgerechnet und als Funktion der Lithiumkonzentration aufgetragen. Der Succinat-induzierbare 

Strom ist nicht vollständig durch Lithium hemmbar. Es verbleibt ein Reststrom  von 25,8 ± 3,0 %.  

 

In Abbildung 19 ist nun der verbleibende prozentuale Reststrom bei einer Klemmspannung 

von -30 mV dargestellt. Hier beträgt der gemessene Reststrom 81,3 ± 5,8% für 0,2 mM,  

69,8 ± 8,6% für 0,5 mM, 49,3 ± 7,8% für 1 mM und 34,5 ± 8,4% für 2 mM Lithium. Der nicht 

hemmbare Reststrom bei 5 mM Lithium beträgt bei -30 mV 27,5 ± 7,2%.  
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Abbildung 19: Darstellung des prozentualen Reststroms (I/I0) für den Wildtyp als Funktion der 

Konzentration an Lithium im Bad. Die in Abbildung 16 bei -30 mV ermittelten Daten wurden 

umgerechnet und als Funktion der Lithiumkonzentration aufgetragen. Der Succinat-induzierbare 

Strom ist nicht vollständig durch Lithium hemmbar. Es verbleibt ein Reststrom  von 27,5 ± 7,2%. 
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In Abbildung 20 sind nun zusammenfassend die prozentualen Restströme des Wildtyps aus 

den Abbildungen 17 – 19 bei -90 (), -60 () und -30 () mV dargestellt. Tabelle 13 zeigt 

die Restströme bei den entsprechenden Lithiumkonzentrationen und Klemmspannungen: 

 

Klemmspannung 0,2 mM LiCl 0,5 mM LiCl 1 mM LiCl 2 mM LiCl 5 mM LiCl 

90 mV 88,0 ± 5,6% 76,8 ± 13,0% 50,5 ± 10,4% 25,3 ± 6,9% 20,8 ± 4,2% 

60 mV 85,5 ± 3,6% 72,3 ± 13,0% 50,5 ± 7,6% 30,5 ± 7,2% 25,8 ± 3,0% 

30 mV 81,3 ± 5,8% 69,8 ± 8,6% 49,3 ± 7,8% 34,5 ± 8,4% 27,5 ± 7,2% 

 

Tabelle 13: Übersicht über die prozentualen Restströme des Wildtyps unter 0,2 mM, 0,5 mM, 1 mM, 

 2 mM und 5 mM Lithium bei -90 mV, -60 mV und -30 mV (Zusammenfassung der in den Abbildungen  

17 – 19 gezeigten Daten). 

 

Wie in Abbildung 20 zu sehen ist, liegen die prozentualen Restströme aller 3 

Klemmpotenziale sehr nahe beieinander und überlagern sich teilweise sogar, so dass kein 

signifikanter Unterschied besteht. Aufgrund dieser Ergebnisse ist davon auszugehen, dass 

die Hemmung des Succinat-induzierten Stromes beim Wildtyp potenzialunabhängig erfolgt.  
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Abbildung 20: Übersicht über die prozentualen Restströme beim Wildtyp bei drei unterschiedlichen 

Potenzialen: -90 mV (), -60 mV () und -30 mV ().  Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurde auf 

das Einzeichnen der Standardabweichungen verzichtet. Es handelt sich um die graphische Darstellung 

der in den Abbildungen 17 – 19 und Tabelle 13 gezeigten Ergebnisse.  
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K114I 

Abbildung 21 zeigt den Einfluss von 0 (), 0,2 (), 0,5 (), 1 (), 2 () und 5 () mM 

Lithium auf den Succinat-induzierten Strom von K114I bei Messungen von 3 Oozyten aus 3 

Spendertieren. Insgesamt sind nur marginale Ströme zu registrieren, so ist bei 0 mM Lithium 

bei -90 mV nur ein Einwärtsstrom  von -22 ± 9 nA zu messen. Bei einer Klemmspannung von 

0 mV und 0 mM Lithium ist nur ein Auswärtsstrom von 16 ± 17 nA zu messen. Da so gut wie 

kein Succinat-induzierbarer Strom nachweisbar ist, ist auch kein Effekt des Lithiums zu 

erwarten.  
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Abbildung 21: Beeinflussung des Succinat-induzierten Stromes der Mutante K114I durch aufsteigende 

Konzentrationen an Lithium: 0 mM (), 0,2 mM (), 0,5 mM (), 1 mM (), 2 mM () und 5 mM 

() Lithium ( Messungen von 3 Oozyten aus 3 Spendertieren). 

 

K114R 

In Abbildung 22 ist die Hemmung des Succinat-induzierten Stromes durch 0 (), 0,2 (),  

0,5 (), 1 (), 2 () und 5 () mM Lithium bei Mutante K114R dargestellt. Die Messungen 

wurden an 4 Oozyten aus 4 Spendertieren erhoben. Zu erkennen ist, dass Lithium in allen 

Konzentrations- und Potenzialbereichen eine hemmende Wirkung auf den Succinat-

induzierten Strom hat. Im Konzentrationsbereich zwischen 0 – 2 mM Lithium lässt sich eine 

zunehmende Hemmung durch aufsteigende Lithiumkonzentrationen beobachten. Im 

Konzentrationsbereich zwischen 2 und 5 mM Lithium dagegen lässt sich nur noch ein kleiner 

Zuwachs der Hemmung durch Dosissteigerung erkennen, es verbleibt ein nicht hemmbarer 

Reststrom (siehe Abbildungen 23 – 25). Während im Bereich von 0 bis 2 mM Lithium die 
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registrierten Ströme bei zunehmend negativem Potenzial größer werden, wird der Strom bei 

5 mM Lithium tendenziell kleiner.  Um eine mögliche Potenzialabhängigkeit der Hemmung 

des Succinat-abhängigen Stromes durch Lithium zu klären, wurden in den Abbildungen  

23 – 25 die prozentualen Restströme bei unterschiedlichen Klemmpotenzialen dargestellt.  
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Abbildung 22: Beeinflussung des Succinat-induzierten Stromes der Mutante K114R durch aufsteigende 

Konzentrationen an Lithium: 0 mM (), 0,2 mM (), 0,5 mM (), 1 mM (), 2 mM () und  

5 mM () Lithium. Messungen von 4 Oozyten aus 4 Spendertieren. 

 

In den Abbildungen 23 – 25 wird der prozentuale Reststrom (I/I0) von K114R als Funktion der 

Lithiumkonzentration bei Klemmspannungen von -90 mV, -60 mV und -30 mV dargestellt. 

Bei der Berechnung wurde wie für die Abbildungen 17 – 19 schon beschrieben verfahren.  

 

Abbildung 23 zeigt den prozentualen Reststrom bei -90 mV. Der gemessene Reststrom 

beträgt 94,0 ± 11,2% für 0,2 mM, 74,8 ± 11,3% für 0,5 mM, 54,5 ± 10,8% für 1 mM und  

28,0 ± 3,2% für 2 mM Lithium. Unter der Höchstkonzentration von 5 mM Lithium verbleibt 

ein nicht hemmbarer Reststrom von noch 12,3 ± 2,2%.  
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Abbildung 23: Darstellung des prozentualen Reststroms (I/I0) für die Mutante K114R als Funktion der 

Konzentration an Lithium im Bad. Die in Abbildung 22 bei -90 mV ermittelten Daten wurden 

umgerechnet und als Funktion der Lithiumkonzentration aufgetragen. Der Succinat-induzierbare 

Strom ist nicht vollständig durch Lithium hemmbar. Es verbleibt ein Reststrom  von 12,3 ± 2,2%. 

 

Als nächstes stellt Abbildung 24 den prozentualen Reststrom bei -60 mV dar. Hier beträgt 

der Reststrom 92,5 ± 11,6% für 0,2 mM, 69,5 ± 11,0% für 0,5 mM, 52,8 ± 12,2% für 1 mM 

und 25,5 ± 4,2% für 2 mM Lithium. Bei 5 mM Lithium verbleibt ein nicht hemmbarer 

Reststrom von 17,8 ± 2,7%.  
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Abbildung 24: Darstellung des prozentualen Reststroms (I/I0) für die Mutante K114R als Funktion der 

Konzentration an Lithium im Bad. Die in Abbildung 22 bei -60 mV ermittelten Daten wurden 

umgerechnet und als Funktion der Lithiumkonzentration aufgetragen. Der Succinat-induzierbare 

Strom ist auch bei -60 mV  nicht vollständig durch Lithium hemmbar. Es resultiert ein Lithium-

insensitiver Reststrom von 17,8 ± 2,7%. 
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Schließlich zeigt Abbildung 25 den verbleibenden prozentualen Reststrom (I/I0) bei -30 mV. 

Der Reststrom beträgt 90,3 ± 7,1% für 0,2 mM, 66,8 ± 10,2% für 0,5 mM, 50,5 ± 4,4% für  

1 mM und 28,8 ± 7,0% für 2 mM Lithium. Bei der maximalen Dosis von 5 mM Lithium kann 

ein nicht hemmbarer Reststrom von 22,0 ± 7,6% gemessen werden.  
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Abbildung 25: Darstellung des prozentualen Reststroms (I/I0) für die Mutante K114R als Funktion der 

Konzentration an Lithium im Bad. Die in Abbildung 22 bei 30 mV ermittelten Daten wurden 

umgerechnet und als Funktion der Lithiumkonzentration aufgetragen. Der Succinat-induzierbare 

Strom ist auch bei -30 mV  nicht vollständig durch Lithium hemmbar. Es resultiert ein Lithium-

insensitiver Reststrom von 22,0 ± 7,6%. 

 

Zusammenfassend zeigt nun Abbildung 26 die prozentualen Restströme aus den 

Abbildungen 23 – 25  von K114R bei 90 (), 60 () und 30 () mV.  In Tabelle 14 sind 

die prozentualen Restströme bei den jeweiligen Klemmspannungen zu sehen. 

 

Klemmspannung 0,2 mM LiCl 0,5 mM LiCl 1 mM LiCl 2 mM LiCl 5 mM LiCl 

90 mV 94,0 ± 11,2% 74,8 ± 11,3% 54,5 ± 10,8% 28,0 ± 3,2% 12,3 ± 2,2% 

60 mV 92,5 ± 11,6% 69,5 ± 11,0% 52,8 ± 12,2% 25,5 ± 4,2% 17,8 ± 2,7% 

30 mV 90,3 ± 7,1% 66,8 ± 10,2% 50,5 ± 4,4% 28,8 ± 7,0% 22,0 ± 7,6% 

 

Tabelle 14: Übersicht über die prozentualen Restströme der Mutante K114R unter 0,2 mM, 0,5 mM,  

1 mM, 2 mM und 5 mM Lithium bei 90 mV, 60 mV und 30 mV (Zusammenfassung der in den 

Abbildungen 23 – 25 gezeigten Daten). 
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Wie in Abbildung 26 zu erkennen ist, liegen die prozentualen Restströme aller 3 

Klemmpotenziale nahe beieinander und überlagern sich teilweise sogar, so dass kein 

signifikanter Unterschied zu erkennen ist (lediglich bei 5 mM Lithium ist ein signifikanter 

Unterschied zwischen -90 und -60 mV zu erkennen). Diese Ergebnisse geben Anhalt dafür, 

dass die Lithium-Hemmbarkeit von K114R unabhängig vom angelegten Klemmpotenzial 

erfolgt.  
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Abbildung 26: Übersicht über die prozentualen Restströme bei K114R bei drei unterschiedlichen 

Potenzialen: -90 mV (), -60 mV () und -30 mV ().  Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurde auf 

das Einzeichnen der Standardabweichungen verzichtet. Es handelt sich um die graphische Darstellung 

der in den Abbildungen 23 – 25 und Tabelle 14 gezeigten Ergebnisse.  

 

K114Q 

In Abbildung 27 ist der Einfluss von Lithium auf den Succinat-induzierten Strom von K114Q 

gezeigt. Dazu wurden 3 Oozyten aus 3 Spendertieren gemessen.  Insgesamt sind nur 

marginale Einwärtsströme zu erkennen. Unter 0 mM Lithium fließt bei 90 mV ein Strom von 

18 ± 6 nA und bei 0 mV ein Strom von 17 ± 8 nA. Da durch Gabe von Succinat so gut wie 

kein Strom induziert werden kann, ist auch kein hemmender Effekt durch Lithium zu 

erkennen.  
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Abbildung 27: Beeinflussung des Succinat-induzierten Stromes der Mutante K114Q durch 

aufsteigende Konzentrationen an Lithium: 0 mM (), 0,2 mM (), 0,5 mM (), 1 mM (), 2 mM 

() und 5 mM () Lithium ( Messungen von 3 Oozyten aus 3 Spendertieren). 

 

K114E 

Der Einfluss von 0 (), 0,2 (), 0,5 (), 1 (), 2 () und 5 () mM Lithium auf den 

Succinat-induzierten Strom von K114E ist in Abbildung 28 dargestellt. Die Ergebnisse 

stammen von Messungen an 3 Oozyten aus 3 Spendertieren.  

Auch hier sind unter 0 mM Lithium nur marginale und vom Potenzial unabhängige Ströme 

zwischen -4 ± 1 nA bei -90 mV und -2 ± 2 nA bei 0 mV detektierbar, die sich auch unter dem 

Einfluss von Lithium nicht ändern. Damit weist K114E von allen Mutanten die geringsten 

Einwärtsströme auf.  
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Abbildung 28: Beeinflussung des Succinat-induzierten Stromes der Mutante K114E durch aufsteigende 

Konzentrationen an Lithium: 0 mM (), 0,2 mM (), 0,5 mM (), 1 mM (), 2 mM () und  

5 mM () Lithium ( Messungen von 3 Oozyten aus 3 Spendertieren). 

 

„Mock“ 

Abschließend ist in Abbildung 29 der Einfluss von 0 () und 5 () mM  Lithium auf den 

Succinat-induzierten Strom der „Mocks“ dargestellt. Gemessen wurden hier 3 Oozyten aus 3 

Spendertieren. Hier sind wie erwartet kaum Ströme messbar. Bei 0 mM Lithium sind bei  

-90 mV -3 ± 3 nA und bei 0 mV und 0 mM Lithium 5 ± 3 nA zu messen. Eine Hemmung des 

Succinat-induzierten Stromes durch Lithium ist nicht zu erkennen.  
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Abbildung 29: Beeinflussung des Succinat-induzierten Stromes durch 0 mM ()  und  

5 mM () Lithium an „Mocks“ (Messungen von 3 Oozyten aus 3 Spendertieren). 
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3.1.3 Natrium-Abhängigkeit Succinat-induzierter Ströme 

 

In den folgenden Experimenten, dargestellt in den Abbildungen 30 – 35, wurde die Natrium-

Abhängigkeit des Succinat-induzierbaren Stromes des Wildtyps, der Mutanten K114I, K114R, 

K114Q und K114E sowie der „Mocks“ untersucht.  Hierzu wurden zwei komplett Natrium-

freie Kontrolllösungen verwendet. In Kontrolllösung ORi1 wurde Natrium durch eine 

äquimolare Menge an N-Methyl-D-Glucamin (NMDG) ersetzt, in Kontrolllösung ORi2 dagegen 

wurde Natrium durch eine äquimolare Menge an Lithium ersetzt. Die zu den 

Kontrolllösungen zugehörigen Testlösungen enthielten jeweils 1 mM Succinat.  Vom Wildtyp, 

Mutanten und „Mock“ wurden I-V-Kennlinien mit den oben genannten Lösungen 

angefertigt.  

 

Wildtyp 

Abbildung 30 A zeigt das Verhalten des Succinat-induzierbaren Stromes in Anwesenheit von 

Natrium () und bei Ersatz von Natrium durch NMDG (). Dargestellt sind die Ergebnisse 

von Messungen an 7 Oozyten aus 6 Spendertieren.  Die Ströme in Abwesenheit von Natrium 

sind bei allen Potenzialen signifikant kleiner als diejenigen in Anwesenheit von Natrium. 

Während die Amplitude des Stromes  unter ORi bei Depolarisation kleiner wird, wird die 

Amplitude unter ORi1 bei Depolarisation größer. Bei einer Klemmspannung von -90 mV kann 

eine Reduktion des Einwärtsstromes von -109 ± 24 nA (ORi) auf -2 ± 27 nA (ORi1) und bei  

0 mV von -61 ± 21 nA auf -25 ± 15 nA registriert werden.  

 

Abbildung 30 B zeigt nun das Verhalten des Succinat-induzierten Stromes bei Ersatz des 

Natriums () durch Lithium () an 3 Oozyten aus 3 Spendertieren. Die Ströme unter ORi2 

sind im Vergleich zu den Strömen unter ORi signifikant kleiner. Bei zunehmender 

Depolarisation wird die Amplitude des Stromes unter ORi2 größer, wohingegen sie unter ORi 

kleiner wird. So kann bei -90 mV eine Reduktion des Stromes von  

-90 ± 12 nA (ORi)  auf -7 ± 3 nA (ORi2) beobachtet werden. Bei 0 mV dagegen ist eine deutlich 

geringere Reduktion von von -48 ± 14 nA auf -32 ± 7 nA zu registrieren. 
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Abbildung 30: I-V-Kennlinien der Succinat-induzierbaren Ströme in An- () und Abwesenheit () von 

Natrium in fNaDC-3-exprimierenden Oozyten (Wildtyp). In A wurde Natrium durch NMDG ersetzt, der 

Graph zeigt Mittelwerte aus Messungen an 7 Oozyten aus 6 Spendertieren. In B wurde Natrium durch 

Lithium ersetzt, der Graph zeigt Mittelwerte aus Messungen an 3 Oozyten aus 3 Spendertieren. 

 
 

Die Daten aus Abbildung 30 zeigen, dass der Einwärtsstrom des Wildtyps Natrium-abhängig 

ist. Der Ersatz von Natrium durch eine äquimolare Menge Lithium oder NMDG führt zu einer 

signifikanten Reduktion des Einwärtsstromes  mit Verbleiben eines kleinen Reststromes, der 

aber im Vergleich zu Messungen in Natrium-haltigen Lösungen eine andere I-V-

Charakteristik aufweist. Bei totalem Ersatz des Natriums durch Lithium oder NMDG steigt 

der Succinat-induzierbare Strom bei Depolarisation an.  

 

K114I 

In  Abbildung 31 A ist das Verhalten des Succinat-induzierten Stromes von K114I in 

Anwesenheit von Natrium () und bei Ersatz des Natriums durch NMDG () dargestellt.  

Gemessen wurden  5 Oozyten aus 4 Spendertieren. Es sind nur marginale Ströme messbar.  

Bei -90 mV zeigt sich eine Reduktion von -21 ± 11 nA (ORi) auf 9 ± 11 nA (ORi1), bei 0 mV 

dagegen eine Vergrößerung von -12 ± 8 nA auf -28 ± 24 nA. Die Amplitude des Stromes unter 

ORi1 vergrößert sich bei starker Depolarisation etwas, dahingegen bleibt die Amplitude unter 

ORi unabhängig vom Potenzial konstant.  

 

Abbildung 31 B zeigt nun das Verhalten des Succinat-induzierten Stromes von K114I bei 

Ersatz des Natriums () durch Lithium (). Dargestellt sind Messungen an 3 Oozyten aus 3 
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Spendertieren. Es sind nur minimale Restströme messbar. So kommt es bei -90 mV lediglich 

zu einer Reduktion von -10 ± 5 nA (ORi) auf 0 ± 0 nA (ORi2) und bei 0 mV zu einer Erhöhung 

von -2 ± 1 nA auf -4 ± 1 nA. Zwischen ORi und ORi2 besteht kein signifikanter Unterschied. 

Die Amplitude der Ströme ist in beiden Fällen potenzialunabhängig konstant.  
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Abbildung 31: I-V-Kennlinien der Succinat-induzierbaren Ströme der Mutante K114I in An- () und 

Abwesenheit () von Natrium. In A wurde Natrium durch NMDG ersetzt, der Graph zeigt Mittelwerte 

aus Messungen an 5 Oozyten aus 4 Spendertieren. In B wurde Natrium durch Lithium ersetzt, der 

Graph zeigt Mittelwerte aus Messungen an 3 Oozyten aus 3 Spendertieren. 

 

Aufgrund der sehr geringen Einwärtsströme lassen sich aus den Daten keine verlässlichen 

Aussagen über die Natrium-Abhängigkeit der Mutante K114I treffen. Hier geben die 

Experimente zur radiochemischen Aufnahme (siehe 3.2) weiteren Aufschluss über das 

Transportverhalten von K114I. 

 

K114 R 

In Abbildung 32 A wird das Verhalten des Succinat-induzierten Stromes von K114R in 

Anwesenheit von Natrium () und  bei Ersatz des Natriums durch NMDG () an Messungen 

von 5 Oozyten aus 4 Spendertieren dargestellt. Bei allen Potenzialen ist der Strom unter ORi1 

signifikant kleiner als unter ORi. Bei -90 mV lässt sich eine Reduktion von -132 ± 52 nA (ORi) 

auf noch -11 ± 5 nA (ORi1) registrieren. Bei 0 mV reduziert sich der Strom von -70 ± 27 nA auf 

48 ± 20 nA. Bei Depolarisation kommt es zu einem Anstieg der Amplitude des Stromes 

unter ORi1, wohingegen es unter ORi zu einem Abfall der Amplitude kommt. Das Verhalten 

ähnelt dem des Wildtyps.  
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Abbildung 32 B zeigt das Verhalten des Succinat-induzierten Stromes von K114R bei Ersatz 

des Natriums () durch Lithium (). Dargestellt sind die Messergebnisse von 4 Oozyten aus 

4 Spendertieren.  Die Ströme unter ORi2 sind signifikant kleiner als die unter ORi. Bei -90 mV 

kommt es zu einer Reduktion von -39 ± 17 nA (ORi) auf -3 ± 1 nA (ORi2) und bei 0 mV zu einer 

Reduktion von -46 ± 23 nA auf -33 ± 13 nA. Die Amplitude des Stromes unter ORi2 wird bei 

zunehmender Depolarisation größer, unter ORi wird sie dagegen nur bei starker De- und 

Hyperpolarisation größer.  
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Abbildung 32 : I-V-Kennlinien der Succinat-induzierbaren Ströme der Mutante K114R in An- () und 

Abwesenheit () von Natrium. In A wurde Natrium durch NMDG ersetzt, der Graph zeigt Mittelwerte 

aus Messungen an 5 Oozyten aus 4 Spendertieren. In B wurde Natrium durch Lithium ersetzt, der 

Graph zeigt Mittelwerte aus Messungen an 4 Oozyten aus 4 Spendertieren. 

 

Die in der Abbildung 32 erhobenen Daten zeigen eine Natrium-Abhängigkeit der Mutante 

K114R.  Der Ersatz von Natrium durch eine äquimolare Menge NMDG oder Lithium führt zu 

einer Änderung der I-V-Charakteristik, indem die Succinat-mediierten Ströme bei 

Depolarisation ansteigen. 

 

K114Q 

In Abbildung 33 A ist das Verhalten des Succinat-induzierten Stromes von K114Q in 

Anwesenheit von Natrium () und bei Ersatz des Natriums durch NMDG () zu sehen. 

Gemessen wurden 3 Oozyten aus 3 Spendertieren. Es sind nur kleine Ströme zu registrieren. 

Die Ströme unter ORi1 bewegen sich eng um den Bereich 0 mV. Bei -90 mV kommt es zu 
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einer Reduktion des Stromes von -31 ± 9 nA (ORi) auf 1 ± 5 nA (ORi1). Bei 0 mV ist eine 

Reduktion von -15 ± 5 nA auf -10 ± 5 nA zu registrieren. Während die Amplitude des Stromes 

unter ORi1 potenzialunabhängig kaum nachweisbar ist, so ist sie unter ORi bei Depolarisation 

abnehmend.  

 

In Abbildung 33 B ist nun das Verhalten des Succinat-induzierten Stromes von K114Q bei 

Ersatz des Natriums () durch Lithium () zu sehen. Gemessen wurden hier 4 Oozyten aus 4 

Spendertieren. Es sind nur marginale Restströme zu messen. Bei -90 mV kommt es zu einer 

Reduktion von -14 ± 5 nA (ORi) auf 0 ± 0 nA (ORi2), bei 0 mV von  -13 ± 6 nA auf -9 ± 5 nA, 

d.h. eine Potenzialabhängigkeit ist aufgrund der niedrigen Succinat-induzierbaren Ströme 

nicht mehr nachweisbar.  
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Abbildung 33: I-V-Kennlinien der Succinat-induzierbaren Ströme der Mutante K114Q in An- () und 

Abwesenheit () von Natrium. In A wurde Natrium durch NMDG ersetzt, der Graph zeigt Mittelwerte 

aus Messungen an 3 Oozyten aus 3 Spendertieren. 

In B wurde Natrium durch Lithium ersetzt, der Graph zeigt Mittelwerte aus Messungen an 4 Oozyten 

aus 4 Spendertieren. 

 

Die in der Abbildung 33 erhobenen Daten lassen aufgrund der marginalen Ströme keine 

zuverlässige Aussage zur Natrium-Abhängigkeit der Mutante K114Q zu.  Die Versuche zur 

radiochemischen Aufnahme (siehe 3.2) ergeben weiteren Aufschluss über das 

Transportverhalten von K114Q.  
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K114E 

Abbildung 34 A stellt das Verhalten des Succinat-induzierten Stromes von K114E in 

Anwesenheit von Natrium () und bei Ersatz von Natrium durch NMDG () in Messungen 

an 3 Oozyten aus 3 Spendertieren dar. Hier sind so gut wie keine Ströme messbar, es besteht 

kein signifikanter Unterschied zwischen ORi und ORi1. Bei -90 mV kommt es zu einer 

Reduktion von -3 ± 3 nA (ORi) auf 3 ± 3 nA (ORi1) und bei 0 mV von -1 ± 1 nA auf 0,3 ± 0,3 nA. 

ORi und ORi1 verlaufen beide potenzialunabhängig konstant.  

 

In Abbildung 34 B ist schließlich das Verhalten des Succinat-induzierten Stromes von K114E 

bei Ersatz des Natriums () durch Lithium () zu sehen. Die Ergebnisse stammen von 3 

Oozyten aus 3 Spendertieren.  Auch hier sind so gut wie keine Ströme messbar und es 

besteht kein signifikanter Unterschied zwischen ORi und ORi2.  So ist bei -90 mV lediglich 

eine Reduktion von -1 ± 1 nA (ORi) auf 1 ± 1 nA (ORi2) und bei 0 mV ein Anstieg von 0 ± 0 nA 

auf 1 ± 1 nA zu sehen. ORi und ORi2 verlaufen potenzialunabhängig konstant. 

 
A      B 

Abbildung 34: I-V-Kennlinien der Succinat-induzierbaren Ströme der Mutante K114E in An- () und 

Abwesenheit () von Natrium. In A wurde Natrium durch NMDG  ersetzt, der Graph zeigt Mittelwerte 

aus Messungen an 3 Oozyten aus 3 Spendertieren. In B wurde Natrium durch Lithium  ersetzt, der 

Graph zeigt Mittelwerte aus Messungen an 3 Oozyten aus 3 Spendertieren. 

 

Da bei Mutante K114E (Abbildung 34) so gut wie keine Einwärtsströme messbar waren, kann 

keine Aussage über die Natrium-Abhängigkeit getroffen werden. Aufschluss über das 

Transportverhalten von K114E ergibt die radiochemische Aufnahme (siehe 3.2). 
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„Mock“ 

Abbildung 35 A zeigt das Verhalten der Wasser-injizierten Kontrolloozyten „Mock“ in 

Anwesenheit von Natrium () und bei Ersatz des Natriums durch NMDG (). Dargestellt 

sind Messungen von 5 Oozyten aus 4 Spendertieren. Wie erwartet sind nur marginale 

Ströme zu registrieren. Bei -90 mV kommt es lediglich zu einer Reduktion von -3 ± 3 nA (ORi) 

auf -1 ± 3 nA (ORi1) und bei 0 mV kommt es zu einer Reduktion von 3 ± 3 nA auf 4 ± 12 nA. Es 

besteht kein signifikanter Unterschied zwischen ORi und ORi1. 

 

In Abbildung 35 B ist das Verhalten von „Mock“ bei Ersatz des Natriums () durch Lithium 

() an Messungen von 3 Oozyten aus 3 Spendertieren gezeigt. Auch hier sind nur marginale 

Ströme zu verzeichnen. So ist bei -90 mV eine Reduktion des Stromes von -5 ± 2 nA auf 7 ± 7 

nA und bei 0 mV eine Erhöhung von 10 ± 5 nA auf 9 ± 6 nA zu verzeichnen. Es besteht kein 

signifikanter Unterschied zwischen ORi und ORi2. 

 

A      B 
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Abbildung 35 : I-V-Kennlinien der Succinat-induzierbaren Ströme in An- () und Abwesenheit () von 

Natrium in „Mocks“. In A wurde Natrium durch NMDG  ersetzt, der Graph zeigt Mittelwerte aus 

Messungen an 5 Oozyten aus 4 Spendertieren. In B wurde Natrium durch Lithium  ersetzt, der Graph 

zeigt Mittelwerte aus Messungen an 3 Oozyten aus 3 Spendertieren.  
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3.2 Radiochemische Aufnahme von [14C]Succinat 

 

Im folgenden Versuch wurde die Aufnahme von radioaktiv markiertem Succinat  in den 

Wildtyp und in seine Mutanten K114I, K114R, K114Q und K114E sowie in die Wasser-

injizierten  Oozyten  „Mocks“ in An- und Abwesenheit von Natrium untersucht (Abbildung 

36). Dazu wurden neben der Natrium-haltigen Lösung (ORi),  zwei komplett Natrium-freie 

Lösungen hergestellt. In Kontrolllösung ORi1 wurde Natrium äquimolar durch N-Methyl-D-

Glucamin (NMDG) ersetzt, in Kontrolllösung ORi2 dagegen erfolgte der Ersatz von Natrium 

durch eine äquimolare Menge an Lithium. Diesen Lösungen wurde jeweils [14C]Succinat in 

einer Konzentration von 18,1 µmol/l als Substrat zugesetzt.  Die hier angegebene relative 

Aufnahme in % bezieht sich auf die Substrat-Aufnahme des Wildtyps in Anwesenheit von 

Natrium (ORi), diese wurde als 100% definiert. Alle anderen Werte sind darauf bezogen.  

In Abbildung 36 ist die relative Succinat-Aufnahme in den Wildtyp, in seine Mutanten und in 

„Mocks“ dargestellt. Die Aufnahme für den Wildtyp ergibt 100 ± 5,3% für ORi, 117,5 ± 6,6% 

für ORi2 (größter für ORi2 gemessener Wert) und 33,9 ± 1,7% für ORi1 (größter gemessener 

Wert für ORi1).  

Die Mutante K114R zeigt ein dem Wildtyp sehr ähnliches Aufnahmeverhalten. So kommt 

K114R auf 130,3 ± 8% für ORi (größter für ORi gemessener Wert), auf 101,5 ± 10,2% für ORi2 

und schließlich auf 27,1 ± 2,5% für ORi1. Die Mutante K114I erzielt nach dem Wildtyp und 

K114R die größte Succinat-Aufnahme. K114I kommt auf 108,9 ± 12,3% (ORi), 95,4 ± 9,7% 

(ORi2) und 16,8 ± 2,2% (ORi1).Die Mutante K114Q folgt mit 104,0 ± 11,2% für ORi,  

67,7 ± 8,9% für ORi2 (kleinster für ORi2 gemessener Wert) und 9,6 ± 1,9% für ORi1. Schließlich 

erreicht Mutante K114E 88,1 ± 8,7% für ORi (kleinster für ORi gemessener Wert), 72,8 ± 8% 

für ORi2 und lediglich 5,4 ± 0,5% für ORi1 (kleinster für ORi1 gemessener Wert). Abschließend 

folgt noch die Transportaktivität für die Wasser-injizierten Oozyten „Mocks“, welche 

erwartungsgemäß eine lediglich minimale Aufnahme zeigen: 2,1 ± 0,1% (ORi), 2,6 ± 0,2% 

(ORi2) und 2,2 ± 0,1% (ORi1). 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass nicht nur der Wildtyp, sondern auch alle seine 

Mutanten ein gutes Aufnahmeverhalten für Natrium (ORi) und Lithium (ORi2) zeigen.  

Das Aufnahmeverhalten in Anwesenheit von Natrium variiert zwischen 88,1 ± 8,7% (K114E) 

und 130 ± 8,5% (K114R).Bei Ersatz von Natrium durch Lithium rangiert die Aufnahme 

zwischen 67,7 ± 8,9% (K114Q) und 117,5 ± 6,6% (Wildtyp). So ist bei K114I, K114E und 
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„Mock“ kein signifikanter Unterschied (p > 0,01) zwischen der Aufnahme in ORi und ORi2 

festzustellen. Bei Ersatz von Natrium durch NMDG (ORi1) zeigt sich dagegen ein deutlich 

geringfügigeres Aufnahmeverhalten im Bereich von 5,4 ± 0,5% (K114E) bis 33,9 ± 1,7% 

(Wildtyp). Hier ist beim Wildtyp und allen seinen Mutanten eine signifikant geringere 

Aufnahme (p < 0,01) in Anwesenheit von ORi1 verglichen mit der Aufnahme in Anwesenheit 

von ORi zu verzeichnen.  
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Abbildung 36: [14C]Succinat-Aufnahme in den Wildtyp und seine Mutanten sowie in „Mocks“ . Die 

Aufnahme des Wildtyps in Natrium (ORi) wurde = 100% gesetzt. Die mit * gekennzeichneten Balken 

weisen einen signifikanten Unterschied (p < 0,01) bezogen auf die Aufnahme in ORi (schwarze Balken) 

auf.  Gezeigt werden die Daten aus 5 unabhängig voneinander durchgeführten Experimenten,  pro 

Bedingung wurden jeweils 10 Oozyten untersucht.  

 

Im folgenden Versuch (Abbildung 37) wurde die Aufnahme von [14C]Succinat in den Wildtyp 

() und in die Mutante K114I () bei Vorliegen unterschiedlicher Natriumkonzentrationen 

untersucht. Die jeweiligen Konzentrationen betrugen 0 mM, 10 mM, 25 mM, 50 mM, 75 mM 

und 110 mM Natrium. Zum Erreichen der Gesamtkonzentration von 110 mM wurde der 

jeweilig fehlende Anteil an Natrium durch NMDG ersetzt. [14C]Succinat lag auch hier in einer 

Konzentration von 18,1 µmol/l vor. 

Die Tatsache, dass auch in völliger Abwesenheit von Natrium eine geringfügige Aufnahme zu 

messen ist, lässt sich dadurch erklären, dass NMDG selbst in geringem Ausmaß als Substrat 
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von Wildtyp und K114I fungiert (siehe Abbildung 36). Mit zunehmender 

Natriumkonzentration steigt die Succinat-Aufnahme von Wildtyp und K114I, wobei die 

Aufnahme im Verlauf eine Sättigungskinetik aufweist. Die Aufnahme des Wildtyps liegt 

allerdings durchweg deutlich oberhalb derjenigen von K114I.  

So beträgt die Michaelis-Menten-Konstante (KM) für Natrium beim Wildtyp 20,9 ± 3,2 mM, 

wohingegen die KM für Natrium bei der Mutante K114I 105,8 ± 73,9 mM beträgt. Somit hat 

der Wildtyp eine höhere Affinität zu Natrium im Vergleich zu K114I. Der Hill-Koeffizient für 

den Wildtyp ergibt 1,57, wohingegen derjenige für K114I 1.01 ergibt. Dies bedeutet, dass an 

den Dicarboxylat-Transporter des Wildtyps mehr Natrium-Ionen binden als an den mutierten 

Dicarboxylat-Transporter von K114I.  
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Abbildung 37: Aufnahme von [14C]Succinat in Abhängigkeit von der Natrium-Konzentration in den 

Wildtyp () und in K114 I (). Die Natriumkonzentrationen variierten zwischen  0 und 110 mM: 0 

mM, 10 mM, 25 mM, 50 mM, 75 mM und 110 mM. Gezeigt werden Daten aus 6 unabhängig 

voneinander durchgeführten Experimenten, pro Datenpunkt wurden 10 Oozyten eingesetzt. 
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4 Diskussion 

 

4.1 Einleitung 

 

Während am Natrium-abhängigen Dicarboxylat-Cotransporter-1 (NaDC-1) bereits mehrere 

Mutationsexperimente zur Klärung der funktionellen Rolle der Aminosäuren in bzw. an 

mehreren der 11 Transmembrandomänen durchgeführt wurden (PAJOR et al. 2000; OSHIRO 

et al. 2006; JOSHI und PAJOR 2006; OSHIRO und PAJOR 2006; WEERACHAYPHORN und 

PAJOR 2008), ist dazu zum Natrium-abhängigen Dicarboxylat-Cotransporter-3 (NaDC-3) 

kaum etwas bekannt. Bisher gibt es eine Arbeit, in welcher die funktionelle Rolle 

kationischer Aminosäurereste, insbesondere die von Lysin an Position 114 an 

Transmembrandomäne 4, in Mutationsexperimenten am NaDC-3 der Winterflunder 

Pleuronectes americanus (fNaDC-3) näher untersucht wurde (HAGOS et al. 2006). Neben 

dem Wildtyp (Lysin (K) an Pos. 114) wurden die Mutanten K114I (Isoleucin an Pos. 114), 

K114R (Arginin an Pos. 114), K114Q (Glutamin an Pos. 114) und K114E (Glutamat an Pos. 

114) näher untersucht. Während Wildtyp und K114R in Anwesenheit von Natrium und 

Succinat sowohl Succinat-vermittelte Einwärtsströme vergleichbarer Amplitude als auch eine 

vergleichbare Aufnahme von [14C]Succinat zeigten, wiesen die restlichen Mutanten zwar ein 

ähnliches Aufnahmeverhalten, aber kaum messbare Einwärtsströme auf. Die Expression der 

Dicarboxylat-abhängigen Transportproteine des Wildtyps und seiner oben genannten 

Mutanten auf der Oozytenoberfläche konnte immunhistochemisch nachgewiesen werden. 

Wasser-injizierte Oozyten „Mock“ exprimierten dagegen keine Transportproteine auf der 

Oozytenoberfläche. Hieraus wurde geschlussfolgert, dass eine positive Ladung (Lysin und 

Arginin) an Position 114 für den elektrogenen Transport von NaDC-3 von entscheidender 

Bedeutung ist (HAGOS et al. 2006). In der vorliegenden Arbeit wurden der fNaDC-3 Wildtyp 

und seine Mutanten in Bezug auf ihre Natrium-Abhängigkeit und ihre Hemmbarkeit durch 

Lithium weiterführend untersucht.  

 

Der NaDC-3 ist ein Cotransporter, welcher drei Natrium-Ionen zusammen mit einem 

zweifach negativ geladenen Dicarboxylat in die Zelle transportiert (KEKUDA et al. 1999; 

STEFFGEN et al. 1999; WANG H et al. 2000), wobei ein transmembranaler Natrium-Gradient 

als Triebkraft wirkt. Substrate des NaDC-3 sind Di- und Tricarboxylate (in divalenter Form) 
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des Citratzyklus mit einer Grundstruktur von 4 – 5 C-Atomen. Bevorzugtes Substrat  des 

NaDC-3, noch vor Fumarat und α-Ketoglutarat, ist Succinat (STEFFGEN et al. 1999), welches 

in dieser Arbeit als Testsubstrat Verwendung fand. Der NaDC-3 ist in einer Vielzahl von 

Organen wie Niere, Leber, Gehirn, Plazenta, Pankreas und Herz gefunden worden. In der 

Niere ist er in der basolateralen Membran des proximalen Tubulus lokalisiert und ist neben 

der Versorgung der Zellen mit Dicarboxylaten über eine funktionelle Kopplung an die 

Organischen-Anionen-Transporter (OAT) an der renalen Fremdstoffausscheidung beteiligt 

(DANTZLER 2002). In der Leber ist der NaDC-3 in der basolateralen Membran der 

perivenösen Hepatozyten zu finden, wo er Dicarboxylate für die Glutaminsynthese im 

Rahmen der hepatischen Ammoniakfixierung in die Zellen transportiert (CHEN X et al. 1999). 

Im Gehirn wird der NaDC-3 benötigt, um N-Acetylaspartat in Astrozyten zu transportieren, 

wo daraus wichtige Neurolipide synthetisiert werden (BURRI et al. 1991; HUANG et al. 2000). 

Des Weiteren scheint der NaDC-3 an der Zellalterung beteiligt zu sein. So war in 

Nierenbiopsaten sowohl älterer Patienten als auch älterer Ratten signifikant mehr NaDC-3 

exprimiert als in Proben  jüngerer Patienten und Ratten (WANG J et al. 2003), dazu passend 

lebten Mutanten von Drosophila melanogaster mit verminderter NaDC-3 Expression 

signifikant länger (ROGINA et al. 2000).  

 

Als Expressionssystem für den fNaDC-3 Wildtyp und seine Mutanten fanden die Oozyten des 

afrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis Verwendung. Im Folgenden wird die Eignung 

dieses Systems diskutiert.  Die Injektion in vitro hergestellter cRNA, z.B. von fNaDC-3 Wildtyp 

und Mutanten,  in Xenopus-Oozyten  führt zur Expression und Integration von 

Membranproteinen in die Plasmamembran der Oozyte innerhalb von drei Tagen. Damit 

ermöglicht dieses Expressionssystem eine effiziente funktionelle Untersuchung von 

Transportproteinen. 1971 gelang es GURDON et al. erstmalig die intraoozytäre  Synthese von 

Hämoglobin nach Injektion der entsprechenden mRNA nachzuweisen.  HEDIGER et al. 

konnten 1987 erstmalig zeigen, dass Xenopus Oozyten klonierte Membrantransporter 

exprimieren können. Dabei begünstigen die zahlreich in den Eizellen vorhandenen RNA-

Polymerasen, Histone und Ribonucleotidtriphosphate die Translation und Transkription 

(RICHTER et al. 1982). Als vorteilhaft erweisen sich der große Durchmesser (Ø 1,1 – 1,3 mm), 

der eine unproblematische Handhabung ermöglicht, sowie ihre Resistenz gegenüber 

Perforation bei der Mikroinjektion. Da die Translation in einer lebenden Zelle erfolgt, besteht 
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eine geringere Störanfälligkeit als dies in zellfreien Translationssystemen der Fall wäre. 

Darüber hinaus weisen Xenopus Oozyten eine geringe Spezies-Spezifität auf, die es erlaubt 

artfremde cRNA, wie z.B von der Winterflunder,  problemlos zu transkribieren und zu 

translatieren. Da die Eizellen bereits mit allen notwendigen Substraten für Wachstum und 

Proteinsynthese ausgestattet sind, benötigen sie nur eine kleine Anzahl endogener 

Membrantransportsysteme (WAGNER et al. 2000). Dadurch ist von einer niedrigen 

Hintergrundaktivität  gegenüber den zu untersuchenden exogenen Transportsystemen 

auszugehen. Endogene Transportsysteme wurden für Phosphat (ECKARD und PASSOW 

1987), Aminosäuren (BELLE et al. 1976; JUNG et al. 1984; STEFFGEN et al. 1991; VAN WINKLE 

1993) und Glukose (WEBER et al. 1989) gefunden. Zudem hält ein Ca2+ gesteuerter Cl--Kanal 

das Membranpotenzial aufrecht (DASCAL 1987). Daher wurden sicherheitshalber zusätzlich 

immer Messungen an Wasser-injizierten Kontrolloozyten („Mock“) durchgeführt, um den 

möglichen Einfluss endogener Transporter auf das Messergebnis abgrenzen zu können. 

Darüber hinaus können Schwankungen im Expressionsverhalten der Zellen auftreten, die 

sich durch unterschiedliche Spendertiere und saisonale Beeinflussung erklären lassen 

(ASSELBERGS et al. 1979; SOREQ 1985). Wegen dieser Schwankungen im 

Expressionsverhalten der Oozyten wurden bei der Auswertung der Messergebnisse der 

radiochemischen Aufnahme immer Relativ-Werte, bezogen auf die ungehemmte 

Transportaktivität des Wildtyps des betreffenden Tages (jeweils 100%) berechnet. 

 

Aufgrund der Elektrogenität des fNaDC-3 konnten elektrophysiologische Messungen mit der 

Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (TEVC) durchgeführt werden. Über die gemessenen 

Ströme konnten indirekt Rückschlüsse auf das Transportverhalten gezogen werden. 

Daneben wurden Versuche zur radiochemischen Aufnahme der Transporter durchgeführt, in 

welchen die aufgenommene Menge des radioaktiv markierten Succinats direkt bestimmt 

wurde. Hierbei betrug die Inkubationszeit in [14C]Succinat 30 Minuten, da innerhalb dieser 

Zeitspanne eine linear ansteigende Substrataufnahme erfolgt (STEFFGEN et al. 1999). Die 

radiochemische Aufnahme war insbesondere für die weitere Untersuchung der 

Transportvorgänge in den elektroneutralen Mutanten notwendig und  aufschlussreich.  
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4.2 Der Einfluss von Lithium auf fNaDC-3 Wildtyp und seine Mutanten 

 

Hier wurde die Hemmbarkeit des Succinat-induzierbaren Stromes in Anwesenheit von 

Natrium (ORi) unter Zugabe aufsteigender Lithiumkonzentrationen von 0 bis 5 mM getestet. 

 

Wildtyp und Mutante K114R 

Lithium entfaltete seine hemmende Wirkung in allen Konzentrationen und bei allen 

Potenzialen (Abbildungen 16 und 22). Im Bereich von 0 – 2 mM Lithium nahm das Ausmaß 

der Hemmung mit steigender Dosis zu, wohingegen im Bereich von 2 – 5 mM Lithium kaum 

eine Zunahme der Hemmung durch Lithium beobachtet werden konnte. Des Weiteren nahm 

das Ausmaß der Hemmung mit zunehmender Hyperpolarisation in geringem Umfang zu. 

Entsprechend wurden die nicht hemmbaren Restströme bei zunehmender Hyperpolarisation 

geringfügig kleiner (Abbildungen 20 und 26). Beim Wildtyp (2 mM Lithium) sanken sie nicht-

signifikant von 34,5 ± 8,4% (-30 mV) über 30,5 ± 7,2% (-60 mV) auf 25,3 ± 6,9% (-90 mV). Bei 

K114R (2 mM Lithium) kam es zu einer nicht-signifikanten Veränderung von 28,8 ± 7,0%  

(-30 mV) über 25,5 ± 4,2% (-60 mV) auf 28,0 ± 3,2% (-90 mV). Da der Unterschied in den 

oben aufgeführten prozentualen Restströmen nicht signifikant ist, ist davon auszugehen, 

dass die Hemmung des Succinat-induzierten Stromes beim Wildtyp und bei K114R 

potenzialunabhängig erfolgt. Somit ist das Ausmaß der Hemmung in erster Linie abhängig 

von der Höhe der Lithiumkonzentration. 

Die Tatsache, dass eine relativ geringe Konzentration an Lithium (5 mM) bei einem Angebot 

einer viel größeren Konzentration an Natrium (110 mM) in der Lage ist, eine Hemmung von 

79,3 ± 4,2% (Wildtyp) bzw. 88 ± 2,2% (K114R) bei -90 mV hervorzurufen, lässt darauf 

schließen, dass die Affinität des fNaDC-3 für Lithium deutlich höher sein muss als diejenige 

für Natrium. Lithium konkurriert mit Natrium um die Bindungsstellen. Je mehr Lithium 

vorhanden ist, desto mehr kann gebunden und transportiert werden. Da Lithium, wie in 

4.4.1 beschrieben, unter Entstehung eines Auswärtsstromes (Symport eines Lithium-Ions mit 

einem divalenten Anion) transportiert wird, ist bei höheren Lithium-Konzentrationen (2 und 

5 mM) keine Zunahme des Einwärtsstromes unter Hyperpolarisation mehr zu registrieren, so 

wie es noch in niedrigeren Lithium-Konzentrationen (0,2 - 1 mM) zu beobachten ist. Dies 

zeigt, dass der Natrium-induzierte Einwärtsstrom durch zunehmende 

Lithiumkonzentrationen, welche bei Transport einen Auswärtsstrom hervorrufen, 
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kompensiert werden kann. Der nicht hemmbare Reststrom wird durch das vorhandene 

Natrium aufrechterhalten. Auch hier verhält sich die Mutante K114R ebenso wie der 

Wildtyp. 

 

Mutanten K114I, K114Q und K114E 

Aufgrund des elektroneutralen Transportes von Natrium und Lithium in den Mutanten 

K114I, K114Q und K114E (siehe auch 4.3 und 4.4.1) waren insgesamt nur marginale Ströme 

zu messen, die keinen signifikanten Unterschied zwischen der An- und Abwesenheit von 

Lithium zeigten. Die Ströme bewegten sich zwischen 0 und -90 mV in einem Bereich von  

16 ± 17 nA bis -22 ± 9 nA in Abwesenheit von Lithium. In Anwesenheit von 5 mM Lithium 

rangierten die Ströme zwischen 0 und -90 mV in einem Bereich von 3 ± 3 nA bis -7 ± 4 nA. Da 

kaum Ströme detektiert werden konnten, ist kein hemmender Effekt durch Lithium zu 

erkennen. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Mutanten K114I, K114Q und K114E sowohl 

Natrium als auch Lithium zusammen mit einem Dicarboxylat, wahrscheinlich in einem 

Verhältnis von 2:1, elektroneutral transportieren.  

 

Wasser-injizierte Oozyten „Mock“ 

Wie erwartet wurden in den Wasser-injizierten Kontrolloozyten lediglich Ströme mit sehr 

geringer Amplitude gemessen, die in Abwesenheit von Lithium zwischen 0 und -90 mV in 

einem Bereich von 5 ± 2,5 nA bis -4 ± 2 nA rangierten. In Anwesenheit von 5 mM Lithium 

lagen die Ströme zwischen 0 und -90 mV in einem Bereich von 2 ± 2 nA bis -7 ±3 nA. Dieses 

Ergebnis entspricht den Erwartungen, da „Mocks“ die untersuchten Transportproteine nicht 

exprimieren und somit kein Substrat transportieren können.  

 

 

4.3 Das Verhalten von fNaDC-3 Wildtyp und seinen Mutanten in Anwesenheit 

von Natrium 

 

Wildtyp und Mutante K114R 

In Anwesenheit von Natrium (ORi) und 1 mM Succinat konnte bei einer Klemmspannung von 

-60 mV für den Wildtyp ein Einwärtsstrom von -107 ± 22 nA und für K114R ein 

Einwärtsstrom von -110 ± 72 nA gemessen werden. Die beiden Werte liegen so nahe 
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beieinander, dass kein signifikanter Unterschied zwischen Wildtyp und K114R in Bezug auf 

die Einwärtsströme festgestellt werden konnte (p > 0.01). In den Versuchen zur 

radiochemischen Aufnahme in Anwesenheit von Natrium und 1 mM Succinat zeigten der 

Wildtyp und K114R ebenfalls ein ähnliches Transportverhalten. So kam der Wildtyp 

definitionsgemäß auf 100,0 ± 5,3% und K114R sogar auf 130,3 ± 8,5% relative Aufnahme. Die 

gemessenen Einwärtsströme und die Ergebnisse der radiochemischen Aufnahme zeigen, 

dass es sich bei Mutante K114R, ebenso wie beim Wildtyp, um einen elektrogenen 

Transporter handelt, der 3 positiv geladene Natrium-Ionen zusammen mit einem zweifach 

negativ geladenen Dicarboxylat transportiert und somit durch den positiven 

Ladungsüberschuss einen Einwärtsstrom verursacht. Lysin an Position 114 kann also durch 

Arginin (R) unter Beibehaltung  der 3:1-Stöchiometrie ausgetauscht werden, ohne dass das 

Aufnahmeverhalten beeinträchtigt wird.  

 

Mutanten K114I, K114Q und K114E  

In Anwesenheit von Natrium (ORi)  und Succinat sind bei allen Mutanten, außer K114R, nur 

sehr viel kleinere Einwärtsströme im Vergleich zum Wildtyp (-107 ± 22 nA bei -60 mV) 

messbar.  

So wurden bei einer angelegten Klemmspannung von -60 mV bei K114Q -16 ± 6 nA, bei 

K114I -10 ± 10 nA und bei K114E -0,5 ± 0,7 nA gemessen. Diese Ergebnisse waren allesamt 

signifikant kleiner, als die von Wildtyp und K114R (p < 0,01). In der radiochemischen 

Aufnahme jedoch war eine Aufnahme von [14C]Succinat zu messen, die derjenigen des 

Wildtyps (100%) ähnelte. So kam K114Q auf 104,0 ± 11,2%, K114I auf 108,9 ± 12,3% und 

K114E auf 88,1 ± 8,7%. Dieses gute Aufnahmeverhalten in der radiochemischen Aufnahme 

bei kaum messbaren Einwärtsströmen lässt darauf schließen, dass die Mutanten K114I, 

K114Q und K114E Natrium und Succinat in einem elektroneutralen Modus transportieren. 

Am wahrscheinlichsten erscheint, dass statt 3 nun nur noch 2 Natrium-Ionen pro divalentem 

Dicarboxylat binden. Diese 2:1-Stöchiometrie würde im Gegensatz zur 3:1-Stöchiometrie 

keinen positiven Ladungsüberschuss mehr in die Zelle transportieren und somit ließen sich 

keine Einwärtsströme mehr registrieren. Neben diesem Modell des elektroneutralen 

Transportes sind noch weitere Modelle denkbar. So wäre es auch möglich, dass es unter 

Beibehaltung der 3:1-Stöchiometrie zu einem zusätzlichen Auswärtstransport einer positiven 

Ladung durch das Transportprotein kommt. Somit würde der durch das dritte Natrium-Ion 
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verursachte Ladungsüberschuss, beispielsweise durch den Ausstrom eines einfach positiv 

geladenen Wasserstoff-Ions, kompensiert werden. Neben dem Ausstrom positiv geladener 

Ionen ist aber auch ein Einstrom negativ geladener Ionen denkbar, um so die positive 

Überschussladung zu neutralisieren. In diesem Falle könnte beispielsweise der gleichzeitige 

Einstrom eines einfach negativ geladenen Chlorid-Ions oder einer einfach negativ geladenen 

OH-Gruppe über das Transportprotein den positiven Ladungsüberschuss kompensieren. Der 

Ersatz von Lysin an Position 114 durch Isoleucin (I), Glutamin (Q) und Glutamat (E) verändert 

also die Stöchiometrie des Transporters wesentlich.  

 

Wasser-injizierte Oozyten „Mock“ 

In Anwesenheit von Natrium (ORi) und 1 mM Succinat konnte bei einer Klemmspannung von 

-60 mV für „Mock“ kein Einwärtsstrom gemessen werden (0 ± 0 nA). In der radiochemischen 

Aufnahme in Anwesenheit von Natrium (ORi) und 1 mM Succinat betrug die 

Aufnahmeaktivität lediglich 2,1 ± 0,1% (Wildtyp: 100,0 ± 5,3%). Dieses Ergebnis zeigt, dass 

„Mocks“ die untersuchten Transportproteine nicht exprimieren.  

 

 

4.4 Das Verhalten von fNaDC-3 Wildtyp und seinen Mutanten in Abwesenheit 

von Natrium 

 

4.4.1 Ersatz des Natriums durch Lithium (ORi2) 

 

Wildtyp und Mutante K114R 

In Abwesenheit von Natrium bei Ersatz durch eine äquimolare Menge an Lithium (ORi2) 

wurden für den Wildtyp und K114R bei allen untersuchten Klemmpotenzialen deutlich 

kleinere Ströme gemessen als in Anwesenheit von Natrium (ORi). Des Weiteren fiel auf, dass 

die Ströme sich bei zunehmender Hyperpolarisation gegenläufig verhielten. Während der 

Einwärtsstrom unter Natrium größer wurde, wurde der Strom in Abwesenheit von Natrium 

immer kleiner. Für den Wildtyp bedeutet das, dass der Strom unter ORi von -48 ± 14 nA  

(0 mV) auf -90 ± 12 nA (-90 mV) anstieg, wohingegen der Strom unter ORi2 von -32 ± 7 nA  

(0 mV) auf -7 ± 3 nA (-90 mV) abfiel. Im Falle von K114R kam es unter ORi2 ebenfalls  zu einer 

Verkleinerung des Stromes von -33 ± 13 nA (0 mV) auf -3 ± 3 nA (-90 mV). In der 
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radiochemischen Aufnahme in Abwesenheit von Natrium (ORi2) erreichten der Wildtyp und 

K114R Aufnahmeergebnisse, die denen des Wildtyps in Anwesenheit von Natrium (100%) 

ähnelten. So kamen der Wildtyp und K114R je auf 117,5 ± 6,6% und 101,5 ± 10,2% relative 

Aufnahme. Dies zeigt, dass Lithium Substrat des fNaDC-3 ist und Natrium ohne 

Einschränkung ersetzen kann.  K114R verhält sich bei Ersatz des Natriums durch Lithium 

genauso wie der Wildtyp, auch hier kann Lithium Natrium vollständig ersetzen. Die kleineren 

Ströme in Abwesenheit von Natrium bei vergleichbarer radiochemischer Aufnahme lassen 

sich dadurch erklären, dass Lithium in einem anderen stöchiometrischen Verhältnis als 

Natrium transportiert wird. Während unter Natrium ein Einwärtsstrom entsteht, kommt es 

unter Lithium zu einem Auswärtsstrom. Dies erklärt das zunehmende Auseinanderklaffen 

der I-V-Kennlinien in An- und Abwesenheit von Natrium bei zunehmender Hyperpolarisation 

(Abbildungen 30 B und 32 B). Pro transportiertem Lithium-Ion muss ein negativer 

Ladungsüberschuss in die Zelle gelangen. Dies ist am ehesten durch die Bindung von Lithium 

an nur eine der drei Natrium-Bindungsstellen zu erklären. Somit würde ein zweifach negativ 

geladenes Dicarboxylat zusammen mit einem einfach positiv geladenen Lithium-Ion in die 

Zelle transportiert werden und damit eine negative Überschussladung in die Zelle bringen.  

Mutante K114R verhält sich unter Ersatz des Natriums durch Lithium (ORi2) genauso wie der 

Wildtyp. Beide akzeptieren Lithium als Substrat anstelle von Natrium und transportieren es 

in einem Verhältnis von 1:1 mit einem Dicarboxylat unter Entstehung eines 

Auswärtsstromes.  

 

Mutanten K114I, K114Q und K114E 

In den elektrophysiologischen Messungen in Anwesenheit von Natrium (ORi) zeigten sich, 

wie bereits beschrieben, lediglich marginale Ströme. So rangierten die in Anwesenheit von 

Natrium gemessenen Einwärtsströme der drei Mutanten zwischen 0 und -90 mV lediglich 

zwischen 0 ± 0 und -14 ± 5 nA. Die beim Wildtyp zwischen 0 und -90 mV gemessenen Werte 

dagegen bewegten sich zwischen -48 ± 14 und -90 ± 12 nA. Die Ströme der Mutanten waren 

damit allesamt signifikant kleiner als die des Wildtyps. Bei Ersatz des Natriums durch eine 

äquimolare Menge Lithium (ORi2) wurden für die drei Mutanten Ströme gemessen, die sich 

zwischen 0 und -90 mV im Bereich von 1 ± 1 bis -9 ± 5 nA bewegten. Zum Vergleich 

bewegten sich die Ströme des Wildtyps unter ORi2 zwischen 0 und -90 mV im Bereich von  
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-32 ± 7 nA bis -7 ± 3 nA. Aufgrund der minimalen Ströme waren keine Tendenzen in Richtung 

Einwärts- oder Auswärtsstrom zu erkennen.  

In den Versuchen zur radiochemischen Aufnahme bei Ersatz des gesamten Natriums durch 

Lithium (ORi2) kam K114I auf 95,4 ± 9,7%, K114Q auf 67,7 ± 8,9% und K114E auf 72 ± 8,4%. 

Der Wildtyp kam unter den gleichen Bedingungen auf 117,5 ± 6,6%. Dieses Ergebnis zeigt, 

dass auch in den Mutanten K114I, K114Q und K114E, ebenso wie im Wildtyp und in K114R, 

Natrium durch Lithium ersetzt werden kann. Somit fungiert Lithium als Substrat des fNaDC-3 

Wildtyps und seiner vier Mutanten. Die marginalen Ströme in Abwesenheit von Natrium 

(ORi2) lassen ein elektroneutrales Transportgeschehen vermuten, wie es bereits für die 

Mutanten unter Natrium (ORi) in 4.3 beschrieben wurde. Wahrscheinlich bindet Lithium an 

nur zwei der drei Natrium-Bindungsstellen und würde somit zusammen mit einem zweifach 

negativ geladenen Dicarboxylat elektroneutral in die Zelle transportiert werden. Ein solcher 

Mechanismus könnte das Transportverhalten von K114I, K114Q und K114E in Anwesenheit 

von Lithium erklären.  

 

Wasser-injizierte Oozyten „Mock“ 

Die Wasser-injizierten Oozyten zeigten erwartungsgemäß lediglich minimale Ströme, die in 

Anwesenheit von Natrium (ORi) zwischen 0 und -90 mV in einem Bereich von 10 ± 5 nA bis  

-3 ± 3 nA lagen. Bei Ersatz des Natriums durch Lithium (ORi2) lagen die gemessenen Ströme 

im Bereich von 9 ± 6 nA bis -3 ± 3 nA. Zwischen ORi und ORi2 besteht, wie erwartet, kein 

signifikanter Unterschied. In der radiochemischen Aufnahme kamen die „Mocks“ bei Ersatz 

des Natriums durch Lithium (ORi2) lediglich auf 2,6 ± 0,2% relative Aufnahme (Wildtyp:  

117,5 ± 6,6%). Somit besitzen „Mocks“ keine Transportproteine zum Transport von Succinat.  

 

 

4.4.2 Ersatz des Natriums durch N-Methyl-D-Glucamin (ORi1) 

 

Wildtyp und Mutante K114R 

Bei Ersatz des Natriums durch eine äquimolare Menge an N-Methyl-D-Glucamin (NMDG, 

ORi1) waren die gemessenen Ströme sehr viel kleiner, als in Anwesenheit von Natrium (ORi). 

Die Ströme wiesen bei zunehmender Hyperpolarisation einen gegensinnigen Verlauf auf 

(Abbildungen 30 A und 32 A). Während der Strom unter ORi größer wurde, wurde der Strom 
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unter ORi1 zunehmend kleiner. So kam es beim Wildtyp in Abwesenheit von Natrium zu 

einer Reduktion von -25 ± 15 nA (0 mV) auf -2 ± 27 nA (-90 mV) und bei K114R zu einer 

Reduktion von -48 ± 20 nA auf -11 ± 5 nA. In Anwesenheit von Natrium dagegen war eine 

Vergrößerung von -61 ± 21 nA auf -109 ± 24 nA beim Wildtyp (0 und -90 mV) und eine 

Vergrößerung von -70 ± 27 nA auf -132 ± 52 nA bei K114R zu registrieren. Die deutliche 

Abnahme der gemessenen Einwärtsströme bei zunehmender Hyperpolarisation spricht 

dafür, dass der Transport von NMDG über Wildtyp und K114R, ebenso wie Lithium, einen 

Auswärtsstrom verursacht. Der Transport von Natrium dagegen verursacht einen 

Einwärtsstrom, deshalb sind hier zunehmende Ströme zu registrieren. In der 

radiochemischen Aufnahme unter Ersatz von Natrium durch NMDG (ORi1) war eine Substrat-

Aufnahme detektierbar, allerdings deutlich weniger als unter Ersatz von Natrium durch 

Lithium (ORi2). Unter ORi1 kam der Wildtyp auf 33,9 ± 1,7% (117,5 ± 6,6% unter ORi2) und 

K114R auf 27,1 ± 2,5% (101,5 ± 10,2% unter ORi2). Diese Ergebnisse zeigen, dass NMDG 

Substrat von fNaDC-3 Wildtyp und K114R ist, allerdings verglichen mit Natrium und Lithium 

in deutlich geringerem Umfang transportiert wird. Dies mag daran liegen, dass NMDG mit 

einer Molekülmasse von 195,22 g/mol deutlich größer ist als Natrium (58,44 g/mol) oder 

Lithium (42,39 g/mol). Durch Diffusion in die Zelle kann die Aufnahme nicht erklärt werden, 

da NMDG nur sehr langsam durch Zellmembranen diffundieren kann. Wie bereits bei 

Lithium beobachtet, wird auch NMDG unter Entstehung eines Auswärtsstromes 

transportiert. Daher ist auch hier davon auszugehen, dass NMDG nur an eine der drei 

Natrium-Bindungsstellen bindet und dann zusammen mit einem zweifach negativ geladenen 

Dicarboxylat in die Zelle transportiert würde.  

 

Mutanten K114I, K114Q und K114E 

Wie bereits in 4.4.1 beschrieben waren in Anwesenheit von Natrium (ORi) bei diesen 

Mutanten nur marginale Ströme zu verzeichnen. Sie beliefen sich zwischen 0 und -90 mV in 

einem Bereich von -1 ± 0,5 nA bis -31 ± 9 nA. In Abwesenheit von Natrium bei Ersatz durch 

NMDG (ORi2) rangierten die gemessenen Ströme zwischen 0 und -90 mV in einem Bereich 

von 3 ± 3 nA bis -28 ± 24 nA. Aufgrund der minimalen Ströme waren keine Tendenzen in 

Richtung Auswärts- oder Einwärtsstrom zu erkennen. In der radiochemischen Aufnahme 

unter ORi1 kam K114I auf 16,8 ± 2,2% (95,4 ± 9,7% unter ORi2), K114Q auf 9,6 ±1,9%  

(67,7 ± 8,9% unter ORi2) und K114E auf 5,4 ± 0,5% (72,8 ± 8,4% unter ORi2).   
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NMDG fungiert also in geringem Umfang als Substrat dieser Mutanten, aber die 

Transportkapazität unter ORi1 ist deutlich kleiner als die unter ORi2 und immer signifikant 

kleiner als diejenige unter ORi. NMDG wird wahrscheinlich wie Lithium in den Mutanten 

K114I, K114Q und K114E elektroneutral im Verhältnis 2:1 mit dem Dicarboxylat 

transportiert, weshalb so gut wie keine Ströme zu messen waren.  

 

Wasser-injizierte Oozyten „Mock“ 

Die Wasser-injizierten Oozyten zeigten erwartungsgemäß nur kleine Ströme, welche in 

Anwesenheit von Natrium zwischen 0 und -90 mV in einem Bereich von 3 ± 3 nA bis -3 ± 3 nA 

lagen. In Abwesenheit von Natrium (ORi1) lagen die gemessenen Ströme zwischen 0 und  

-90 mV in einem Bereich zwischen 12 ± 29 nA und -9 ± 17 nA. Wie zu erwarten, besteht 

zwischen ORi und ORi1 kein signifikanter Unterschied. Die radiochemische Aufnahme ergab 

eine Aufnahme von nur 2,2 ± 0,1% (Wildtyp: 33,9 ± 1,7%). Diese Ergebnisse zeigen, dass 

„Mocks“ über keine Transportproteine verfügen, um Succinat aufzunehmen.  

 

 

4.5 Das Aufnahmeverhalten von fNaDC-3 Wildtyp und Mutante K114I in 

Abhängigkeit von der Natriumkonzentration 

 

Vergleicht man die Michaelis-Menten-Konstante (KM) für Natrium des Wildtyps mit 

derjenigen der Mutante K114I, so fällt ein deutlicher Unterschied auf. Der Wildtyp zeigt mit 

einer KM von 20,9 ± 3,2 mM eine deutlich höhere Affinität für Natrium verglichen mit der 

ermittelten KM von 105,8 ± 73,9 mM für K114I. Dies lässt darauf schließen, dass der 

Austausch von Lysin (Wildtyp) durch Isoleucin (K114I) an Position 114, neben der unter 4.3 

beschriebenen Veränderung der Transportstöchiometrie, auch zu einer Verminderung der 

Affinität gegenüber Natrium führt.  

Neben der KM für Natrium unterscheiden sich der Wildtyp und K114I auch in ihrem Hill-

Koeffizienten, so beträgt der Hill-Koeffizient für den Wildtyp 1,57 und derjenige für K114I 

1,01. Daraus lässt sich schließen, dass an den Dicarboxylat-Transporter des Wildtyps mehr 

Natrium-Ionen binden könnten als an den Dicarboxylat-Transporter von K114I. Dieses 

Ergebnis passt zu der unter 4.3 beschriebenen Änderung der Transportstöchiometrie für 

K114I. Im Gegensatz zum Wildtyp, in welchem 3 Natrium-Ionen pro divalentem Dicarboxylat 
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elektrogen transportiert werden, werden in K114I nur 2 Natrium-Ionen pro divalentem 

Dicarboxylat in einem elektroneutralen Modus transportiert. 

 

 

4.6 Der Einfluss der Aminosäuren auf das Verhalten von fNaDC-3 Wildtyp und 

seine Mutanten 

 

Vergleicht man das Verhalten von Wildtyp (Lysin an Position 114) mit dem von K114R 

(Arginin an Position 114), so fällt auf, dass beide sich in An- und Abwesenheit von Natrium, 

in ihrer Lithium-Hemmbarkeit in den elektrophysiologischen Messungen sowie in der 

radiochemischen Aufnahme gleich verhalten. Beide transportieren Natrium unter 

Entstehung eines Einwärtsstromes im Verhältnis 3:1 und Lithium bzw. NMDG unter 

Entstehung eines Auswärtsstromes im Verhältnis 1:1 mit einem divalenten Anion. Lysin kann 

also durch Arginin ersetzt werden, ohne die Eigenschaften des fNaDC-3 Transportproteins zu 

verändern. Dieses gleiche Verhalten ist durch den ähnlichen Aufbau der Aminosäuren Lysin 

und Arginin (Strukturformeln siehe 1.4, Abbildung 4) zu erklären. Bei beiden handelt es sich 

um polare (hydrophile) positiv geladene (basische) Aminosäuren. Beide sind  ungefähr gleich 

lang und tragen bei physiologischem pH eine positiv geladenen Stickstoffgruppe am Rest. Die 

Verzweigung und die Doppelbindung am Rest von Arginin scheinen keinen Einfluss zu haben.  

 

Vergleicht man nun die Mutanten K114I (Isoleucin an Position 114) und K114Q (Glutamin an 

Position 114) mit dem Wildtyp, so fällt ein unterschiedliches Verhalten auf. Im Gegensatz 

zum Wildtyp transportieren K114I und K114Q Natrium sowohl als auch Lithium und in 

geringem Umfang NMDG zusammen mit einem divalenten Anion in einem elektroneutralen 

Transportmodus. Diese Änderung der Transportstöchiometrie lässt sich durch den 

Unterschied im Aufbau von Isoleucin (I) und Glutamin (Q) im Vergleich zu Lysin (K) erklären. 

Isoleucin und Glutamin liegen bei physiologischem pH beide ungeladen vor. Außerdem sind 

sie deutlich kürzer und verzweigter im Vergleich zu Lysin.  

 

Die Mutante K114E (Glutamat an Position 114) transportiert ebenfalls Natrium, Lithium und 

in geringem Umfang NMDG zusammen mit einem divalenten Anion elektroneutral. 

Allerdings waren die gemessenen Ströme bzw. Aufnahmen immer kleiner als diejenigen von 
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K114I und K114Q. Glutamat (E) ist eine polare (hydrophile) bei physiologischem pH negativ 

geladene (saure) Aminosäure. Ebenso wie Glutamin und Isoleucin besitzt sie weniger  

CH2-Gruppen, ist also deutlich kürzer als Lysin.  

 

Die Aminosäure Lysin an Position 114 an Transmembrandomäne 4 des Natrium-abhängigen 

Dicarboxylat-Cotransporters der Winterflunder (fNaDC-3) beeinflusst die 

Transportstöchiometrie der kationischen Substrate. Für die „klassische“ 3:1-Stöchiometrie, 

wobei 3 Natrium-Ionen zusammen mit einem divalenten Anion transportiert werden, scheint 

eine positiv geladene Aminosäure, die in ihrer Länge dem Lysin entspricht, notwendig zu 

sein. Diese Voraussetzungen erfüllt Arginin, daher kann diese Aminosäure ohne Änderung in 

Bezug auf den Transport Lysin ersetzen. Eine Verzweigung oder eine Doppelbindung im Rest 

wie bei Arginin  scheint den Transport nicht zu beeinflussen. Kürzere Aminosäuren mit 

ungeladenem oder aber negativ geladenem Rest wie Isoleucin, Glutamin oder Glutamat 

verändern die Transportstöchiometrie hin zu einem elektroneutralen Transport von Natrium 

und einem divalenten Dicarboxylat.  
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5 Zusammenfassung 

 

Der Natrium-abhängige Dicarboxylat-Cotransporter NaDC-3 ist ein elektrogener Transporter, 

welcher drei Natrium-Ionen zusammen mit einem zweifach negativ geladenen Dicarboxylat, 

wie z.B. Succinat, in die Zellen transloziert. Er ist in mehreren Organsystemen wie z.B. Niere, 

Leber, Gehirn, Herz oder Pankreas zu finden. 

 

In dieser Arbeit wurde der NaDC-3 der Winterflunder Pleuronectes americanus (fNaDC-3) 

untersucht. Neben dem fNaDC-3-Wildtyp wurden auch Mutanten mit veränderter 

Aminosäure an Position 114, welche mit dem Verfahren der „site-directed-mutagenesis“ 

hergestellt wurden, untersucht. An Position 114 wurde Lysin (Wildtyp) durch Isoleucin 

(K114I), Arginin (K114R), Glutamin (K114Q) und Glutamat (K114E) ersetzt. Ziel der Arbeit war 

es, das Verhalten von Wildtyp und Mutanten in An- sowie in Abwesenheit von Natrium (bei 

Ersatz des Natriums durch Lithium bzw. NMDG) zu untersuchen. Darüber hinaus wurde die 

Lithium-Hemmbarkeit des Natrium-induzierten Stromes untersucht.  

 

Als Expressionssystem für den Wildtyp und seine Mutanten kamen Oozyten des 

afrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis zur Anwendung, welche die jeweiligen 

Transportproteine an ihrer Oberfläche exprimierten. Da es sich bei dem fNaDC-3 um ein 

elektrogenes Transportprotein handelt, konnten die Substrat-induzierten Ströme mit der 

Zwei-Elektroden-Spannungsklemmtechnik (TEVC) untersucht werden. Aus den bei 

Superperfusion der Oozyten registrierten Substrat-induzierten Strömen konnten indirekt 

Rückschlüsse auf das Transportverhalten von Wildtyp und Mutanten gezogen werden. 

Darüber hinaus konnte in den Versuchen zur radiochemischen Aufnahme das 

Transportverhalten von Wildtyp und Mutanten direkt untersucht werden. In allen Versuchen 

kam Succinat als prototypisches Substrat zum Einsatz.  

 

Die Mutante K114R verhält sich genauso wie der fNaDC-3-Wildtyp, Arginin kann also Lysin an 

Position 114 ersetzen, ohne dass sich die Transporteigenschaften verändern. So 

transportieren beide Transportproteine elektrogen unter Entstehung eines Einwärtsstromes 

im Verhältnis von 3 Natrium-Ionen zu einem divalenten Dicarboxylat-Anion. Lithium ist 

Substrat vom Wildtyp und von K114R. Es wird unter Entstehung eines Auswärtsstromes in 
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einem Verhältnis von 1:1 mit einem divalenten Anion transportiert. Wildtyp und K114R 

haben eine höhere Affinität zu Lithium als zu Natrium. NMDG ist ebenfalls Substrat von 

Wildtyp und K114R und wird in geringem Ausmaß elektrogen unter Entstehung eines 

Auswärtsstromes im Verhältnis von 1:1 mit einem divalenten Anion transportiert.  

 

Die Mutanten K114I, K114Q und K114E transportieren Natrium und Lithium, sowie in sehr 

geringem Ausmaß auch NMDG elektroneutral mit einem zweifach negativ geladenen 

Dicarboxylat. Am wahrscheinlichsten erscheint eine veränderte Transportstöchiometrie mit 

einem Verhältnis von zwei Natrium-Ionen zu einem divalenten Anion (2:1). Daneben ist aber 

auch denkbar, dass drei Natrium-Ionen mit einem divalenten Anion und einer zusätzlichen 

einfach negativen Ladung (Cl- oder OH-) in die Zelle transportiert werden. Ebenfalls denkbar 

wäre der gleichzeitige Auswärtstransport einer einfach positiven Ladung (H+) aus der Zelle 

bei Transport von drei Natrium-Ionen und einem divalenten Anion. Der Ersatz von Lysin 

durch Isoleucin, Glutamin oder Glutamat führt also zu einer Veränderung der Kationen-

Stöchiometrie, die sich in einem elektroneutralen Transportgeschehen äußert. 

 

Der fNaDC-3-Wildtyp hat eine niedrigere Michaelis-Menten-Konstante (KM)  für Natrium 

(20,9 ± 3,2 mM) und somit  verglichen mit der Mutante K114I (105,8 ± 73,9 mM) eine höhere 

Affinität für Natrium. Der Ersatz von Lysin (Wildtyp) durch Isoleucin (K114I) verursacht also 

eine Abnahme der Affinität für Natrium am Transportmolekül. 

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass eine Aminosäure mit unter physiologischem pH 

positiv geladenem Rest und in der Länge vergleichbar mit Lysin notwendig ist, für die 

Aufrechterhaltung der 3:1-Transportstöchiometrie in Anwesenheit von Natrium und 

divalentem Anion. Lithium bindet an nur eine der drei Natrium-Bindungsstellen und ist 

Substrat des fNaDC-3. Die Affinität von fNaDC-3 ist für Lithium größer als für Natrium. NMDG 

bindet ebenfalls nur an eine der drei Natrium-Bindungstellen des fNaDC-3 und wird in 

geringem Ausmaß transportiert.  
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7 Abkürzungsverzeichnis 

 
 
ACE-Hemmer Hemmstoff des Angiotensin-konvertierenden Enzyms 

ALT Alanin-Aminotransferase 

AST Aspartat-Aminotransferase 

AT1-Rezeptorantagonisten Angiotensin-II-Rezeptor-Subtyp-1-Antagonist 

ATP Adenosintriphosphat 

α Alpha 

C Kohlenstoff 

°C Grad Celsius 

Ca2+ Calcium 

CaCl2 Calciumchlorid 

cDNA complementary deoxyribonucleic acid 

cm Zentimeter 

CoA Coenzym A 

CO2 Kohlenstoffdioxid 

cRNA complementary ribonucleic acid 

dpm digits per minute 

FADH2 Flavin-Adenin-Dinukleotid  (FAD) 

FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisation 

fNaDC-3 Natrium-abhängiger Dicarboxylat-Cotransporter-3 der Flunder 
(Pleuronectes americanus) 

GTP Guanosintriphosphat 

H Wasserstoff 

HCl Wasserstoffchlorid 

HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N`-(2-Ethansulfonsäure) 

hNaDC-3 humaner Natrium-abhängiger Dicarboxylat-Cotransporter-3 

IC50 mittlere inhibitorische Konzentration 

K+ Kalium 

KCl Kaliumchlorid 

kDa Kilodalton 

KM Michaeliskonstante 

LiCl Lithiumchlorid 

M molar 

mg Milligramm 

min Minute 

ml Milliliter 

mm Millimeter 

mM Millimol/l 

mNaDC-3 Natrium-abhängiger Dicarboxylat-Cotransporter-3 der Maus 

mV Millivolt 

µg Mikrogramm 

µl Mikroliter 

µm Mikrometer 

µM Mikromol/l 

N Stickstoff 

Na+ Natrium 

nA Nanoampere 

NaCl Natriumchlorid 
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NaC3 Na+-carboxylate cotransporter 3 

NaDC-1 Natrium-abhängiger Dicarboxylat-Cotransporter-1 

NaDC-3 Natrium-abhängiger Dicarboxylat-Cotransporter-3 

NADH/H+ Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD) 

NH3 Ammoniak 

nl Nanoliter 

NMDG N-Methyl-D-Glucamin 

NSAR Nichtsteroidale Antirheumatika 

OAT-1 Organischer-Anionen-Transporter-1 

OAT-3 Organischer-Anionen-Transporter-3 

OAT-4 Organischer-Anionen-Transporter-4 

OATP organic anion transporting polypeptide 

ORi Oozyten-Ringer 

pH potentia Hydrogenii 

pmol Pikomol 

rNaDC-3 Natrium-abhängiger Dicarboxylat-Cotransporter-3 der Ratte 

RNase Ribonuklease 

SDCT2 sodium-dependent dicarboxylate transporter 2 

SLC13 Solute Carrier 13 

TEVC Two Electrode Voltage-clamp 

Tris Trisaminomethan 

xNaDC-3 Natrium-abhängiger Dicarboxylat-Cotransporter-3 des Frosches 
(Xenopus) 

z.B. zum Beispiel 
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