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1 Einleitung 1

1  Einleitung

1.1 Nieren

1.1.1 Aufgaben und Funktionen

Die Aufgaben der Nieren sind die Regulation des Elektrolyt- und Wasserhaushaltes und
damit verbunden die Regulation des Blutdruckes. Die Nieren scheiden Stoffwechsel-
endprodukte und Pharmaka aus, regulieren den Siuren-Basen-Haushalt und besitzen

endokrine Funktionen.

Die Regulation des Wasser- und Elektrolythaushaltes erfolgt in den Nieren durch Re-
sorption und Ausscheidung von Wasser und Elektrolyten. Gesteuert werden diese Vor-
ginge u.a. iiber endokrine Funktionen mit der Produktion von Renin und nachfolgend
oder parallel der Freisetzung von Aldosteron und dem antidiuretischen Hormon (ADH),
sodass Plasmavolumen und Plasmaosmolalitdt und damit der Blutdruck konstant gehal-
ten werden. Infolge eines Abfalls des Sauerstoffpartialdruckes in Fibroblasten der Nie-
renrinde synthetisieren sie Erythropoetin, welches die Erythropoese erhoht. Uber und
mithilfe der Plasmakonzentration von Calcium und Phosphat steuern die Nieren iiber
Calcitriol und Parathormon die Mineralisierung der Knochen. Die Kontrolle des Séuren-
Basen-Haushaltes erfolgt iiber die Ausscheidung von Wasserstoffionen (H') und die
Resorption von Bicarbonat (HCOj3), aber auch iiber die Ausscheidung von H' als Am-

. . + . .
moniumion (NHy4 "), das aus Glutamin gewonnen wird.

Die Eliminierung harnpflichtiger Substanzen wie z.B. Harnstoff, Harnsdure und Am-
moniak und die Ausscheidung von Pharmaka und Giftstoffen wird von den ca. eine Mil-
lion Nephronen pro Niere erfiillt. Neben der Eliminierung werden fiir den Korper wert-
volle Substanzen wie Glukose, Milchsdaure und Aminoséuren durch Resorption zuriick-
gewonnen. Dies geschieht durch Filtration, Resorption und Sekretion. Pro Minute fliel3t
ca. 1 1 Blut — das entspricht 20 % des Herzminutenvolumens — durch beide Nieren. In
den Glomeruli werden in der gleichen Zeit 100 ml Primarharn gebildet. Auf diese Weise
werden pro Tag ca. 1,5 1 Urin gebildet, wobei ca. 99 % des filtrierten Plasmawassers

und 90 % der im Filtrat gelosten Substanzen riickresorbiert werden (Lang 2010).
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1.1.2 Transportprozesse in den proximalen Tubuluszellen

Der proximale Tubulus ist der Abschnitt des Tubulussystems, in dem ein Grofiteil des
Wassers und weiterer, flir den Korper wichtiger Substanzen riickresorbiert werden. Die

meisten dieser Transportprozesse benétigen Natrium fiir den Substrattransport.

Die treibende Kraft fiir den Aufbau des Natriumgradienten, entlang dem die Substrate in
die proximale Tubuluszelle aufgenommen werden, ist die in der basolateralen Membran
lokalisierte Natrium-Kalium-ATPase (Na'-K'-ATPase). Auch die Natrium-abhiingigen
Dicarboxylattransporter 1 (NaDC1) und 3 (NaDC3) nutzen diesen Gradienten, um ihre
Substrate wie z.B. Glutarat, a-Ketoglutarat (a-KG), Succinat (Succ.) und divalentes
Citrat, aufsteigend nach physiologisch vorliegender Plasmakonzentration im Menschen

aufgelistet, in die Zelle zu transportieren (Pajor 2014).

Ein Teil des in die Zelle iber NaDC1 und NaDC3 aufgenommenen Dicarboxylats wird
von den organischen Anionentransportern (OATs) benutzt, um ihr Substrat, das organi-
sche Anion, im Austausch gegen ein Dicarboxylat (DC*) in die Zelle aufzunchmen
(Abbildung 1). Berechnungen von Dantzler (2002) haben gezeigt, dass der NaDC3
ca. 60 % der Dicarboxylate bereitstellt, die von den OATs fiir die Aufnahme ihrer Sub-
strate, hauptsdchlich Pharmaka, bendtigt werden (Pelis und Wright 2011).
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Proximale Tubuluszelle

luminal basolateral

OA-
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Abbildung 1: Kopplung der organischen Anionentransporter (OATs) an die Natrium-abhéngigen Dicar-
boxylattransporter zur Ausscheidung von Fremdstoffen, Stoffwechselendprodukten und Pharmaka in
einer proximalen Tubuluszelle

Dargestellt sind die in der basolateralen Membran lokalisierte Na'-K -ATPase, der NaDC3 und der OAT.
In der basolateralen Membran kommen die organischen Anionentransporter 1 und 3 (OAT1 und OAT3)
vor, die in dieser Ubersichtszeichnung unter ,,OAT“ zusammengefasst sind. Die Na'-K'-ATPase baut
unter ATP-Verbrauch den fiir den Transportvorgang des NaDC3 benétigten Natriumgradienten auf. Der
somit sekundér aktive NaDC3 wiederum transportiert wie auch der in der luminalen Membran lokalisierte
NaDC1 Dicarboxylate (DC*) in die Zelle. Diese Dicarboxylate werden von den tertidr aktiven OATSs in
der basolateralen Membran im Austausch gegen organische Anionen (OA") aus der Zelle heraus transpor-
tiert und die organischen Anionen somit in die Zellen hinein transportiert.

1.2 Humaner Natrium-abhingiger Dicarboxylattransporter 3

(hNaDC3)

1.2.1 Zugehorigkeit zur SLC13-Familie

Der humane Natrium-abhingige Dicarboxylattransporter 3 (hNaDC3) gehort zur
SLCI13-Familie. SLC steht fiir Solute Carrier und bezeichnet eine Gruppe von
52 Transporterfamilien mit ca. 395 codierenden Genen (Hediger et al. 2013).

Die SLC13-Familie besteht aus fiinf strukturell verwandten Mitgliedern, die im Men-
schen, bei Sdugetieren, Pflanzen, Hefen und Bakterien vorkommen. Allen Transportern

dieser Familie ist gemeinsam, dass sie zu mindestens 55 % in ihrer Aminosduresequenz
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identisch sind. Die Proteine der SLC13-Familie bestehen aus 572-627 Aminoséduren, die

in 8-13 Transmembrandoménen angeordnet sind (Markovich und Murer 2004).

Die fiinf Mitglieder werden abhéngig von ihrem Referenzsubstrat in zwei Gruppen ein-
geteilt: Di- und Tricarboxylattransporter und Sulfattransporter. Zu den Sulfattranspor-
tern gehoren die zwei Transporter NaS1 und NaS2, zu den Di- und Tricarboxylattrans-
portern die drei Transporter NaDC1, NaDC3 und NaCT. Die wissenschaftliche Nomen-
klatur ist in ihrer Bezeichnung nicht einheitlich. Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die
unterschiedlichen Bezeichnungen fiir die Transporter der SLC13-Familie, deren Gewe-
belokalisation und Substrate mit den Michaelis-Menten-Konstanten (K,) fiir Succinat

und Citrat.
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Tabelle 1: Transporter der SLC13-Familie
Die Angaben wurden den Ubersichtsarbeiten von Markovich und Murer (2004) und Pajor (2014) ent-
nommen. Abkiirzungen in alphabetischer Reihenfolge: 2-Methylsuccinat (2-MS); 2,2-Dimethylsuccinat
(2,2-DMSA); 2,3-Dimethylsuccinat (2,3-DMSA); Alpha-Ketoglutarat (a-KG); Natrium-abhéngiger Ci-
trattransporter (NaCT); Sodiumdicarboxylatcotransporter (SDCT1, 2).

Transporter | Unterschiedliche Bezeichnungen | Gewebeloka- Substrat K- K-
lisati
Neuer | Friiherer | Genname isation Wert | Wert
. . (mRNA oder Suce. | Citrat
Protein | Protein-
P i M M
tein- | name/ rotein) M) | (M)
name | Synonym
Sulfat- NaS1 NaSi-1 SLC13A1 | Biirstensaum- | Selenat,
transporter membran des | Sulfat, ) .
proximalen Thiosulfat
Tubulus
Sulfat- NaS2 SUT-1 SLC13A4 | Plazenta, Chrom, i i
transporter hochendo- Selen,
theliale Sulfat
Venolen,
Tonsillen,
Hoden,

Herz
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Die Natrium-abhdngigen Dicarboxylattransporter werden nach ihrer Substrataffinitit in
zwei Kategorien eingeteilt (Pajor 2014): Der niedrigaffine Natrium-abhédngige Dicar-
boxylattransporter NaDC1 wird u.a. in der Biirstensaummembran proximaler Tubulus-
zellen der Niere exprimiert. Der hochaffine Natrium-abhédngige Dicarboxylattransporter
NaDC3 hat eine breitere Gewebeverteilung und ist neben den Nieren auch in Leber,
Pancreas, Gehirn und Plazenta (Markovich und Murer 2004) sowie dem Auge

(Schlessinger et al. 2014) nachgewiesen worden.

1.2.2 Aufbau und Struktur

Die ¢cDNA des hNaDC3 codiert fiir ein Protein, das aus 602 Aminosduren und zwolf
Transmembrandoménen besteht (Wang et al. 2000). Neben dem hNaDC3 wurde der
NaDC3 aus der Maus (Pajor et al. 2001), der Ratte (Kekuda et al. 1999), der Flunder
(Steffgen et al. 1999) und dem siidafrikanischen Krallenfrosch (Xenopus laevis)
(Oshiro und Pajor 2005) isoliert.

Das humane NaDC3-Gen ist auf dem Chromosom 20q12-13 lokalisiert und mehr als
80 Kilo-Basenpaare (kbp) lang und besteht aus 13 Exons und 12 Introns
(Wang et al. 2000). Es wird angenommen, dass das hNaDC3-Protein drei am Ami-
noterminus lokalisierte Glykosylierungsstellen besitzt. Die erste Bindungsstelle befindet
sich zwischen der sechsten und siebten Transmembrandoméne der insgesamt zwolf
Transmembrandoménen, die anderen beiden Bindungsstellen sind am Carboxyterminus
lokalisiert. Ausgehend von zwdlf Transmembrandoménen und extrazelluldr liegenden
Glykosylierungsstellen ergibt sich daraus die Annahme, dass sowohl der Amino- als
auch der Carboxyterminus extrazellulédr lokalisiert sind. Intrazelluldr zeigen sich abge-
leitet aus der Aminosduresequenz (Abbildung 2) acht Bindungsstellen mit iibereinstim-
mender Sequenz fiir eine Proteinkinase-C-abhédngige Phosphorylierung und eine Bin-
dungsstelle in libereinstimmender Sequenz fiir cAMP- und cGMP-abhingige Protein-

kinasephosphorylierung (Hagos et al. 2004; Wang et al. 2000).
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hNaDC3: 1 MAALAAAAKKVWSARRLLVLLFTPLALLPVVFALPPKEGRCLFVILLMAVYWCTEALPLS

rNaDC3: 1 MAALAALAKKVWSARRLLVLLLVPLALLPILFALPPKEGRCLYVILLMAVYWCTEALPLS

61 VTALLPIVLFPFMGILPSNKVCPQYFLDTNFLFLSGLIMASAIEEWNLHRRIALKILMLV

61 VTALLPIILFPFMGILPSSKVCPQYFLDTNFLFLSGLIMASAIEERNLHRRIALKVIMLV

121 GVQPARLILWVTTSFLSMWLSNTASTAM!@PIANAILKSLFGQ!G}VRKDPSQESEENT

121 GVQPARLILGMMVTTSFLSMWLSNTASTAMMLPIASAILKSLFGQRDTRKDLPREGEDST

181 AAVRRNGYTLCPRRCSFSPSTEAKDHPGETEVPLDLPADSRKEDEYRRNIWKGFLI SIPY

181 AAVRGNGLRTVPTEMQFLAS SEG GHAEDVEAPLELPDD S-KEEEHRRNIWKGFLISIPY

241 SASIGGTATLTGTAPNLILLGQLKSFFPQCDVVNFGSWFIFAFPLMLLFLLAGWLWISFL

239 SASIGGTATLTGTAPNLILLGQLKSFFPQCDVVNFGSWFIFAFPLMLLFLLVGWLWISFL

301 YGGLSFRGWRKNKSEIRTNAEDRARAVIREEYQNLGPIKFAEQAVFILFCMFAILLFTRD

299 YGGMSWRGWRKKNSKLQDVAEDKAKAVI QEEFQNLGPIKFAEQAVFILFCLFAILLFSRD

361 PKFIPGWASLFNPGFLSDAVTGVAIVTILFFFPSQRPSLKWWFDFKAPNTETEPLLTWKK

359 PKFIPGWASLFAPGFVSDAVTGVAIVTILFFFPSQKPSLKWWFDFKAPNSETEPLLSWKK

421 AQETVPWNIILLLGGGFAMAKGCEESGLSVWIGGQLHPLENVPPALAVLLITVVIAFFTE

419 AQETVPWNIILLLGGGFAMAKGCEESGLSAWIGGQLHPLEHVPPLLAVLLITVVIAFFTE

481 FASNTATIIIFLPVLAELAIRLRVHPLYIMIPGTVGCSFAFMLPVSTPPNSIAFASGHLL

479 FASNTATIIIFLPVLAELAIRLHVEPLYLMIPGTVSCSYAFMLPVSTPPNSIAFSTGHLL

541 VKDMVRTGLLMNLMGVLLLSLAMNTWAQTI FQLGTFPDWADMYSVNVTALPPTLANDTFR

601 TL 602

599 TL 600

Abbildung 2: Vergleich der Aminosduresequenzen des hNaDC3 und des rNaDC3

Die Aminosduresequenzen des hNaDC3 und des Natrium-abhingigen Dicarboxylattransporters 3 der
Ratte (rNaDC3) werden in dieser Abbildung vergleichend nebeneinander dargestellt (Wang et al. 2000).
Besonders von Bedeutung bei der Betrachtung der pH-Abhéngigkeit ist die Aminosédure Histidin (H).

1.2.3 Substrate

Die Bedeutung des NaDC3 ergibt sich aus der Bereitstellung der Dicarboxylate fiir die
OATs zur Aufnahme von Fremdstoffen als erster Schritt in der Fremdstoffausscheidung

iiber die basolaterale Membran proximaler Tubuluszellen (Breljak et al. 2016).

Die Kationen-Anionen-Stochiometrie des NaDC3 liegt bei einem Verhiltnis von drei
Natriumionen zu einem divalenten Dicarboxylat, vorzugsweise Glutarat oder
o-Ketoglutarat. Die Aufnahme erfolgt aufgrund der positiven Uberschussladung elek-

trogen.
In Tabelle 2 sind die (bis August 2016) bekannten Substrate des hNaDC3 aufgelistet.

Allgemein hat der NaDC3 gegeniiber dem NaDCI1 eine hohere Substratspezifitéit. Be-
vorzugt werden Substanzen mit einem Kohlenstoffgrundgeriist von mindestens vier,
vorzugsweise jedoch fiinf C-Atomen, es werden aber auch Substrate mit sechs

C-Atomen wie Adipat akzeptiert (Wang et al. 2000).



1 Einleitung 8

Tabelle 2: Substrate des humanen NaDC3

*: Ky ermittelt mit radioaktiv markiertem Substrat, **: K, ermittelt iiber elektrophysiologische Messun-
gen mit der Two-Electrode-Voltage-Clamp (TEVC), ***: ausschlieBlich Messung eines Einwirtsstroms.
Alle Daten wurden an mit hNaDC3-cRNA-injizierten Xenopus laevis-Oozyten erhoben.

Substrat K., (M) Zitat
3-Hydroxy-Glutarat 950 + 180** Stellmer et al. 2007
a-Ketoglutarat 45 £ 13** Burckhardt et al. 2004
N-Acetyl-Aspartat 300 + 40** Huang et al. 2000
N-Carbamoylglutamat 262 Schwob et al. 2014
Fumarat A Burckhardt et al. 2004
Glutathion 1650 + 560 Schorbach et al. 2013
Glutarat 40+ 12 Burckhardt et al. 2004
Malat A Burckhardt et al. 2004
Oxalacetat A Burckhardt et al. 2004
Succinat 25 £ 16%*, ** Burckhardt et al. 2004,
Huang et al. 2000
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1.3  Xenopus laevis-Oozyten als Expressionssystem

1.3.1 Eignung

Xenopus laevis-Oozyten haben sich seit vielen Jahren als Expressionssystem fiir ver-
schiedene Transportproteine bewihrt. Die Verwendung von Xenopus laevis-Oozyten als
Expressionssystem fiir Proteine geht auf Gurdon et al. (1971) im Jahr 1971 zuriick. Die-
se stellten erstmals dar, dass Transkription und Translation von artfremdem genetischen
Material durch Xenopus laevis-Oozyten moglich ist. Sie zeigten, dass die Oozyten nach
Injektion mit entsprechender mRNA Hidmoglobin synthetisierten. Wenige eigene endo-
gene Transporter und Kanile machen die Oozyten zu geeigneten Expressionssystemen
fiir Transporter und lonenkanéle (Dascal 1987). Genetische Informationen in Form von
DNA oder RNA werden in den Oozyten im Kern (DNA) bzw. im Zytosol (RNA) in
exprimierte Proteine transformiert. Dadurch ist es moglich, die Funktion der exprimier-
ten Transportproteine an den Oozyten zu untersuchen und durch Zugabe verschiedener
Testsubstanzen unterschiedlichste Bedingungen zu simulieren. Die Entnahme der Oozy-
ten durch eine Operation und die kostengiinstige und unkomplizierte Haltung der fiir die
Laborhaltung geziichteten Xenopus laevis-Weibchen sind weitere Punkte, die fiir die

Verwendung der Xenopus laevis-Oozyten sprechen.

1.3.2 Entwicklung und Morphologie

Die Entwicklung von Xenopus laevis-Oozyten verlduft asynchron. Das bedeutet, dass
alle sechs Entwicklungsstadien, die eine einzelne Oozyte durchliuft, parallel vorliegen.
Hauptsdchlich sind Oozyten der Stadien V und VI vorhanden. Diese grof3en, runden
Zellen haben einen Durchmesser von ca. 1,1-1,3 mm und sind durch ein &quatoriales
Band charakterisiert, welches die dunkle, animalische Hemisphére von der hellen, vege-
tativen Hemisphdre trennt. Die dunkle Hemisphire ist aufgrund eines héheren Melanin-

gehaltes stirker pigmentiert und enthilt den Zellkern (Dumont 1972).

Die Oozyten selbst haben relativ wenige endogene Transporter. Bei der Expression neu-
er Transportproteine kann es bei Vorliegen funktionell dhnlicher eigener Transporter der
Oozyte zu Schwierigkeiten bei der Differenzierung von endogenen und exogenen
Transportereigenschaften kommen. In diesem Fall sollte die Expression der exogenen
Transporter deutlich tiberwiegen und die Funktion der vorhandenen endogenen iiber-

schreiten.
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Ein Verfahren zur Uberpriifung einer positiven Expression stellen elektrophysiologische
Messungen dar. Hierzu zéhlen die Two-Electrode-Voltage-Clamp-Methode (TEVC),
welche fiir die Durchfiihrung der Versuche dieser Arbeit gewihlt wurde, aber auch
Messungen mit pH- und Ionen-selektiven Mikroelektroden. Bei elektrogenen Transpor-
tern ist es durch Messung der Anderungen des Membranpotentials bzw. der eingespeis-
ten Strome moglich, Riickschliisse auf die Expression von Transportern sowie deren
Eigenschaften zu erhalten (Sigel und Minier 2005). Das Membranpotential von Xenopus
laevis-Oozyten liegt bei ca. -40 mV. Es entspricht nahezu dem Gleichgewichtspotential
von Chlorid, dessen Ionenenfluss reguliert durch Calciumionen den Hauptionenstrom in

einer Oozyte darstellt (Dascal 1987).

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Arbeit ist es, die pH-Abhéngigkeit des NaDC3 zu untersuchen. NaDCs sind in
Verbindung mit den OATs unabdingbar beim Transport organischer Anionen und
pharmazeutischer Wirkstoffe. Da die Aufnahme von p-Aminohippurat tiber OAT1 und
von Estronsulfat tiber OAT3 bei sauren pH-Werten hoher als bei alkalischen pH-Werten
war (Henjakovic et al. 2015), liegt es nahe, die pH-Abhéngigkeit des NaDC3 zu unter-
suchen, zumal OAT1 und OAT3 eng an den NaDC3 gekoppelt sind. Der NaDC3 weist
in seiner Aminosiuresequenz Histidine auf, die bei extrazelluliren pH-Anderungen
durch Anderung ihrer Netto-Ladung zu Konformationsinderungen des NaDC3 fiihren
konnen. Diese moglichen Konformationsdnderungen kénnten die Bindung der Substrate

Succinat und Citrat und damit die Affinitit dieser Substrate zum NaDC3 veridndern.

Konformationsdnderungen, die pH-abhéngig sind, konnten auch die Natriumbindungs-
stellen beeinflussen. Dies wird getestet, indem bei zwei unterschiedlichen pH-Werten
Natrium durch N-Methyl-D-glucamin (NMDG) oder Cholin ersetzt wird und die Natri-
umabhéngigkeit des NaDC3 untersucht wird.

Das Protonophor Carbonylcyanid-3-chlorphenylhydrazon (CCCP) gleicht den intrazel-
luldren dem extrazelluldren pH-Wert an. CCCP ermdglicht es damit, den Einfluss des

intrazelluliren pH-Wertes auf die Substrat-abhingigen Strome zu untersuchen.
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2 Material und Methoden

Im folgenden Kapitel werden Aufbau und Ablauf der Versuche dargestellt. Neben den
verwendeten Losungen sind die entsprechenden Chemikalien, Materialien und Gerite

aufgelistet und beschrieben.

2.1 Verwendung von Xenopus laevis-Oozyten als Expressionssystem

Fiir die Expression des Transportproteins NaDC3 und der sich anschlieBenden elektro-
physiologischen Untersuchung mit verschiedenen Substanzen wurden Oozyten des Xe-

nopus laevis als Expressionssystem gewdhlt.

2.1.1 Uberblick iiber den zeitlichen Ablauf der Versuche

Die im Institut gehaltenen Frosche der Gattung Xenopus laevis wurden von Nasco, Fort
Atkinson, USA, filir wissenschaftliche Zwecke bezogen. An Tag eins des jeweils vierté-
gigen Versuchszeitraums wurde einem weiblichen Xenopus laevis operativ ein kleiner
Ovarlappen entnommen. Dieser wurde manuell zerkleinert und iiber Nacht in Oozyten-
Ringer (ORi) und Kollagenase bei 18 °C in einem Inkubator aufbewahrt. Die Kol-
lagenase wurde fiir die Separation der einzelnen Oozyten durch Aufldosung des sie um-
gebenden bindegewebigen Verbandes hinzugegeben. Die Herstellung und die genaue
Zusammensetzung von ORI fiir die unterschiedlichen Versuchsbedingungen werden in

den Abschnitten 2.2.1 bis 2.2.6 beschrieben.

An Tag zwei wurde in Oozyten der Stadien V und VI cRNA oder als Kontrolllosung
Wasser injiziert. Die so priparierten Oozyten wurden in mit jeweils 2 ml Oozyten-
Ringer zur Aufbewahrung (ORi zur Aufbewahrung (2.2.3)) gefiillte 24-Well-Platten

gesetzt und erneut in den auf 18 °C temperierten Inkubator gestellt.

An Tag drei erfolgte die Uberfiihrung der Oozyten in frischen ORi zur Aufbewahrung.
Morphologisch auffillige Oozyten wurden verworfen. In Einzelfdllen war bereits an
Tag drei die Verwendung der cRNA-injizierten Oozyten fiir Messungen mdglich. In der
Mehrzahl der Fille erfolgte die Messung mit den Oozyten jedoch erst an Tag vier. Fiir
die Messung war eine ausreichende Expression des NaDC3-Transporters erforderlich.

Diese wurde anhand einer Anderung der Membranspannung (V,,) bei Zugabe von ORi
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mit Succinat (2.2.4) bei einem pH-Wert von 7,5 tiberpriift. In Abbildung 3 wird der Ab-

lauf des Versuchs in Form eines Zeitstrahls dargestellt.

Waschen in
Calcium-
freiem ORi
Inkubation und Injektion
Entnahme iiber Nacht Selektion von cRNA
des bei 18 °Cin  der Qozyten und Wasser Beginn der
Ovarlappens Ori und der Stadien elektrophysiologischen
Kollagenase Vound VI Messungen
@, Q Q4 QO H O
0h 12h 24h 25-26 h 72-84 h

Abbildung 3: Zeitlicher Verlauf von der Entnahme der Oozyten bis zur elektrophysiologischen Messung
Nach der Entnahme des Ovarlappens und dem Herausldsen der einzelnen Oozyten aus ihrem bindegewe-
bigen Verband mit Kollagenase erfolgte das Waschen der Oozyten mit Calcium-freiem Oozyten-Ringer
(Calcium-freier ORi) sowie die Selektion der Oozyten. AnschlieBend wurde cRNA oder eine dquivalente
Menge an Wasser in die selektierten Oozyten der Stadien V und VI injiziert und nach 72-84 Stunden
konnte mit der Durchfithrung der elektrophysiologischen Messungen begonnen werden.

2.1.2 Entnahme und Selektion der Oozyten

Die ordnungsgemédfe Entnahme der Oozyten aus dem Xenopus laevis
(Abbildung 4a, b, c) erfolgte durch eine hierzu befugte Institutsmitarbeiterin mit ent-
sprechender Genehmigung fiir das Institut fiir Vegetative Physiologie und Pathophysio-
logie nach § 9 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes (Aktenzeichen 509.42502/01-A-02.04).

Abbildung 4a, b, c: Xenopus laevis
a) Xenopus laevis im Aquarium, b) Xenopus laevis in Bauchlage auf einem Eisbett, ¢) Xenopus laevis in
Riickenlage auf einem Eisbett und bereit fiir die Entnahme der Oozyten
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Die Oozyten befinden sich im Abdomen des Froschweibchens. Fiir ihre Entnahme wur-
de ein Xenopus laevis aus dem Aquarium (Abbildung 4a) entnommen und nach

Injektion mit Tricain auf einem Eisbett gelagert (Abbildung 4b, c).

Nach eintretender Anésthesie wurde der Schnitt am Abdomen des Tieres gesetzt und der
Ovarlappen durch Muskel- und Hautschicht hindurch mobilisiert (Abbildung 5a). Der
Ovarlappen wurde dann mit einem Skalpell aus dem bindegewebigen Verband heraus-

gelost und in eine Petrischale mit ORi tliberfiihrt (Abbildung 5b).

Abbildung 5a, b: Situs intraoperativ
a) Ovarlappen nach abdomineller Schnittfithrung (Pfeil), b) Entnommener Ovarlappen im bindegewebi-
gen Verband in ORi

Der Situs des Xenopus laevis wurde zweischrittig mit Nahtmaterial verschlossen. Im
Anschluss wurde der Xenopus laevis in ein separates Aquarium gesetzt und dort bis zur

vollstdndigen Rekonvaleszenz iiberwacht.

Der entnommene Ovarlappen wurde mit stumpfen Metallinstrumenten manuell in klei-
nere Segmente geteilt und in eine Glaspetrischale mit 20 ml ORI iiberfiihrt, der 5-8 mg
Kollagenase hinzugefiigt wurde. Die Einwirkzeit der Kollagenase betrug 12-16 Stunden
bei 18 °C. Danach erfolgte das Waschen der Oozyten mit zwei verschiedenen Losun-
gen, um neben der Kollagenase auch geloste Bindegewebsbestandteile zu entfernen:
Zunichst wurden die Oozyten dreimalig mit Calcium-freiem Oozyten-Ringer (Calcium-
freiem ORi (2.2.2)) gewaschen und anschlieend fiir zehn Minuten in dieser Losung
belassen. Nach der zehnminiitigen Inkubationszeit wurden die Oozyten im zweiten

Schritt flinfmal mit ORi (2.2.1) gewaschen.
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Die Selektion geeigneter Oozyten erfolgte sodann unter mikroskopischer Sicht. Es wur-
den ausschlieBlich Oozyten der Stadien V und VI fiir die Versuche ausgewihlt, da diese
in ihrer Entwicklung so fortgeschritten sind, dass sie nach Injektion artfremder cRNA

das entsprechende Protein auf ihrer Membranoberfliche exprimieren kénnen.

2.1.3 Injektion der cRNA in Oozyten

Fiir die Injektion von cRNA oder Wasser in die Oozyten wurde eine dafiir vorgesehene
mikroskopische Injektionsapparatur benutzt. Zur Vermeidung von Kontaminationen
wurde bei allen folgenden Schritten mit Handschuhen gearbeitet. Der Injektionsvorgang
in die Oozyten gliederte sich wie folgt: Es wurde eine im Institut mit einem Kapillaren-
ziehgerdt (Puller) gefertigte Glaskapillare luftblasenfrei mit Mineraldl befiillt. Die Glas-
kapillare wurde in die Injektionsapparatur geschraubt und ihre Spitze mit einer Pinzette
unter mikroskopischer Kontrolle auf einen Durchmesser von ca. 10 um gekappt. Eine
gleichmiBige Tropfchenform der aus der Glaskapillare heraustretenden Mineraldltrop-
fen wurde durch die Betitigung des Injektionsschalters in einer mit destilliertem Wasser
befiillten Petrischale visuell iiberpriift. AnschlieBend wurden jeweils 0,001 ml cRNA
oder eine dquivalente Menge Wasser mit einer Pipette aufgezogen und in die Glaskapil-

lare iiberfiihrt (Abbildung 6a, b, c).

Bei den Versuchsreihen wurde mit zwei unterschiedlichen cRNAs gearbeitet, die ent-
weder fiir den humanen NaDC3 (hNaDC3) oder den NaDC3 der Flunder (fNaDC3)
codierten und fiir die Versuche in einer Konzentration von 1 pg/ul vorlagen. Die cRNA
wurde von einer Mitarbeiterin des Institutes hergestellt und fiir die durchgefiihrten Ver-
suchsreihen bereitgestellt. Die Aufbewahrung der cRNA erfolgte in einem Gefrier-
schrank bei -80 °C. Fiir die Injektion wurde die cRNA aus dem Gefrierschrank ent-

nommen und aufgetaut.

Fiir den Injektionsvorgang wurden die Oozyten auf der Injektionsbank positioniert. Um
ihren Nucleus nicht zu beschiddigen, wurden die einzelnen Oozyten am vegetativen Pol
mit der Glaskapillare angestochen und 23 nl cRNA bzw. eine dquivalente Menge Was-
ser injiziert. Die Wasser-injizierten Oozyten dienten bei den Versuchen als Kontrolle,
ob die gemessenen Einwirtsstrome auf endogene Transporter der Oozyten oder auf die

Expression des NaDC3 zuriickzufiihren sind.
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Abbildung 6a, b, c: Injektion der Oozyten

a) Vereinzelte und gewaschene Oozyten nach 12-16 Stunden Einwirkzeit von ORi und Kollagenase,
b) Mikroskop und Injektionsapparatur fiir die Injektion der Oozyten, ¢) Mit cRNA befiillte Glaskapillare
und Oozyten der Stadien V und IV auf der Injektionsbank; die Spitze der Glaskapillare sticht in den hel-
len, vegetativen Pol ein (Pfeil).

2.2 Losungen

Als Ausgangslosung diente ORi. Basierend auf dieser Grundrezeptur (2.2.1) wurden
Losungen hergestellt, in denen die Oozyten aus dem Ovarverband geldst (ORi und Kol-
lagenase; Calcium-freier ORi) und anschlieBend bis zur Messung (ORi plus Natri-
umpyruvat und Gentamycin) aufbewahrt wurden. Die zu untersuchenden Substanzen
(Succinat, Citrat, Carbonylcyanid-3-chlorophenylhydrazon) wurden ebenfalls in ORi
gelost. Sollten Natrium-freie Bedingungen vorliegen miissen, wurde Natriumchlorid

durch N-Methyl-D-glucamin-Chlorid (NMDG-Chlorid) bzw. Cholinchlorid ersetzt.

2.2.1 Oozyten-Ringer (ORi): Grundrezeptur

Die Grundrezeptur (Tabelle 3) diente der Perfusion der Oozyten bei den Versuchsreihen
zu Beginn der Messungen sowie zwischen der Perfusion mit verschiedenen Testsub-
stanzen. Die Losung wurde mit Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) auf pH 7,5

bei Raumtemperatur eingestellt.

Tabelle 3: Oozyten-Ringer (ORi): Grundrezeptur

Substanzen Konzentrationen

Natriumchlorid (NaCl) 110 mmol/l = 6,4284 g/1
Kaliumchlorid (KCI) 3 mmol/l = 0,2237 g/
Calciumchlorid (CaCl,) 2 mmol/l = 0,2940 g/l
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2- 5 mmol/l =1,1915 g/l

ethansulfonsdure (HEPES)
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2.2.2 Calcium-freier Oozyten-Ringer (Calcium-freier ORi)

Calcium-freier ORi wurde zum Waschen, Losen aus dem Ovarverband und Vereinzeln
der Oozyten verwendet. Der pH-Wert der Losung wurde bei Raumtemperatur mit TRIS

auf pH 7,5 titriert.

Tabelle 4: Calcium-freier Oozyten-Ringer

Substanzen Konzentrationen

NaCl 82,5 mmol/l = 4,8213 g/l
KCl 2 mmol/l = 0,1491 g/
HEPES S mmol/l =1,1915 g/l

2.2.3 Oozyten-Ringer zur Aufbewahrung der Oozyten

In diese Losung wurden die Oozyten nach der Injektion mit cRNA gegeben und bis zur
Messung aufbewahrt. Sie enthielt neben ORi Natriumpyruvat (0,275 g/1), das die Oozy-
ten als Nahrstoff wihrend der Expression der Transporter bendtigen, und zur Vermei-
dung von Infektionen das Antibiotikum Gentamycin (0,05 g/l). Der pH-Wert wurde
wiederum mit TRIS auf pH 7,5 eingestellt.

2.2.4 Oozyten-Ringer und Testsubstanzen

Zunichst wurde ORi hergestellt und anschlieBend die Natriumsalze von Succinat bzw.
Citrat hinzugefiigt, um die Testlosungen fiir die Versuchsreihen zu erhalten. Die Losung
ORi plus 1 mmol/l Natriumsuccinat (0,2701 g/l) diente als Kontrollldsung zum Uber-
priiffen einer erfolgreichen Expression des NaDC3 nach Injektion der Oozyten mit

cRNA.

Fiir die Versuchsreihen zum Einfluss des extrazelluliren pH-Wertes auf die Succinat-
bzw. Citrat-abhéngigen Strome wurden die Testlosungen ORi plus 1 mmol/l Succinat
(0,2701 g/I) und ORi plus 1 mmol/l Citrat (0,2941 g/l) auf pH-Werte zwischen
54 und 89 eingestellt. Die Titration erfolgte bei Raumtemperatur in
0,5 pH-Wertschritten ausschlieBlich mit TRIS, da die Testlosungen nach Einwaage des

entsprechenden Dicarboxylats bereits einen pH-Wert < 5 aufwiesen.

Fiir die Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstanten im Rahmen der zweiten Ver-
suchsreihe wurde ORi mit jeweils unterschiedlichen Konzentrationen an Natriumsuc-

cinat und Natriumcitrat mit TRIS bei Raumtemperatur auf pH 6,5 und pH 7,5 einge-



2 Material und Methoden 17

stellt. Die Verdiinnung auf die verschiedenen Konzentrationen erfolgte mit ORi, der

entsprechend auf die pH-Werte 6,5 bzw. 7,5 eingestellt war.

2.2.5 Natrium-freier Oozyten-Ringer (Natrium-freier ORi)

Fiir die Herstellung der Natrium-freien Losung (Tabelle 5) wurde Natrium durch
NMDG oder Cholin ersetzt. NMDG-Chlorid wurde durch Zugabe von Salzsidure (HCI)
(ca. 55 ml einer 2 N HCI-Losung) erhalten. Cholinchlorid liegt als Salz vor. Anschlie-
Bend erfolgte die exakte Einstellung auf die pH-Werte 6,5 bzw. 7,5 bei Raumtemperatur
durch Titration mit TRIS.

Fiir die Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante von Natrium wurde Natrium-
freier ORi mit einem pH-Wert von 6,5 und 7,5 hergestellt und durch Zugabe von ORi
die verschiedenen Natriumkonzentrationen (110 mM, 88 mM, 44 mM, 22 mM, 11 mM,
0 mM) eingestellt.

Tabelle 5: Natrium-freier Oozyten-Ringer

NMDG-Chlorid wurde durch die Zugabe von HCI zu N-Methyl-D-glucamin (NMDG), wie in Abschnitt

2.2.5 beschrieben, erhalten. In der Tabelle stehen sowohl NMDG-Chlorid als auch Cholinchlorid. Es
wurde bei der Herstellung von Natrium-freiem ORi jedoch jeweils nur einer der beiden Stoffe verwendet.

Substanzen Konzentrationen

NMDG-Chlorid 110 mmol/l = 21,4730 g/l
Cholinchlorid 110 mmol/l = 15,3500 g/1
KCl 3 mmol/l= 0,2237 g/l
CaCl, 2 mmol/l = 0,2940 g/l
HEPES 5 mmol/l= 1,1915 g/l

2.2.6 Carbonylcyanid-3-chlorphenylhydrazon (CCCP)

Fiir die Versuchsreihe mit CCCP wurde die Losung ORi plus 1 mmol/l Natriumsuccinat
(0,2701 g/1) mit 5 pmol/l CCCP (0,001 g/l) versetzt. Im Anschluss daran wurden mit
TRIS bei Raumtemperatur die pH-Werte von 6,5 und 7,5 eingestellt.
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2.3 Chemikalien

Tabelle 6 beinhaltet die verwendeten Chemikalien mit ihren Molekulargewichten und
der jeweiligen Bezugsfirma. Gentamycin und Kollagenase Typ CLS II wurden im Kiihl-

schrank bei 4 °C, CCCP bei -20 °C im Gefrierschrank aufbewahrt. Die iibrigen Sub-

stanzen wurden bei Raumtemperatur gelagert.

Tabelle 6: Chemikalien mit Molekulargewicht und Bezugsfirma

Substanzen

Molekulargewicht

Bezugsfirma

Calciumchlorid (CaCl,) bzw. Cal-
cium-Chlorid Dihydrat

Carbonylcyanid-3-
chlorphenylhydrazon (CCCP)
Cholinchlorid

Gentamycinsulfat
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-
ethansulfonsidure (HEPES)
Kaliumchlorid (KCI)

Kollagenase Typ CLS II

Mineralol

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumcitrat (Tri-(Natriumcitrat-
Dihydrat))

Natriumpyruvat

Natriumsuccinat
N-Methyl-D-glucamin (NMDG)

Salzsdure (2N HCI)

Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan (TRIS)

147,02 g/mol

204,62 g/mol

139,62 g/mol

694,75-723,75 g/mol

238,31 g/mol

74,56 g/mol

265 U/mg

58,44 g/mol

294,10 g/mol

110,05 g/mol

270,14 g/mol

195,21 g/mol

36,46 g/mol

121,14 g/mol

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. K@,
Karlsruhe, Deutschland

Biochrom GmbH, Berlin,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Fluka Chemie GmbH, Buchs,
Schweiz

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland
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2.4 Gerite und Materialien

In der Tabelle 7 sind die verwendeten Gerdte und Materialien mit ihrer Typenbezeich-

nung und der Bezugsfirma in alphabetischer Reihenfolge aufgelistet.

Tabelle 7: Gerite und Materialien

Gerite

Typenbezeichnung

Bezugsfirma

Faraday’scher Kafig

Feinwaage

Flachbettschreiber

Gerit zur Herstellung der Glas-
und Injektionskapillaren (Puller)

Glaskapillaren

(zur cRNA Injektion)
Glaskapillaren mit Filament
(Mikroelektroden fiir die TEVC)

Glasmaterialien

Kaltlichtquellen

Kiihlschrank 4 °C (Aufbewah-
rung der Medien)

Kiihlschrank 4 °C (Aufbewah-
rung der Medien), Gefrier-
schrank bei -20 °C (Aufbewah-
rung von CCCP)

Gefrierschrank -80 °C (Aufbe-
wahrung cRNA etc.)

Magnetriihrer

Mikroliterpipetten
(0,5 ml-1 ml)

Mikromanipulator

Mikroskop
(Oozytenselektion)
Mikroskop
(Messapparatur)

Sartorius 2002 MP1

2-Kanal-Modell BD 112

PE-2

Sodaklarglas

Borosilikat mit Filament
GCI150F-10
Laborglas

KL 1500

FKS 3610

Type I

Herafreeze

MR 2002

Wild M38

Wild M3C

Eigenbau der Institutswerkstatt

Sartorius AG, Gottingen,
Deutschland

Kipp & Zonen, Delft, Niederlan-
de

Narishige Scientific Instrument
Lab., Tokyo, Japan

World Precision Instruments,
Sarasota, Florida, USA

Harvard Apparatus, Holliston,
Massachusetts, USA

Duran Group GmbH, Mainz,
Deutschland

Schott Glaswerke, Wiesbaden,
Deutschland

Liebherr-Hausgerate GmbH,
Ochsenhausen, Deutschland

Beko Deutschland GmbH, Neu-
Isenburg, Deutschland

Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland

Heidolph Instruments GmbH &
Co. KG, Schwabach, Deutsch-
land

Eppendorf Vertrieb Deutschland
GmbH, Wesseling-Berzdorf,
Deutschland

Ernst Leitz Wetzlar GmbH,
Wetzlar, Deutschland

Wild Heerbrugg AG, Heerbrugg,
Schweiz

Wild Heerbrugg AG, Heerbrugg,
Schweiz
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Geriite Typenbezeichnung Bezugsfirma
Nahtmaterial Prolene 7-0 Johnson & Johnson Medical
GmbH, Ethicon, Norderstedt,
Deutschland
Nanoliter-Injektor 500052 World Precision Instruments,
Sarasota, Florida, USA
TEVC-Verstiarker mit dazugehé- OC-725B Warner Instrument Corp., Ham-
rigen Elektrodenhaltern den, Connecticut, USA
Oozyteninkubator (18 °C) Eigenbau der Institutswerkstatt
pH-Meter Inolab pH 720 WTW GmbH, Weilheim,
Deutschland
Pipettenspitzen 36 Mpulti® UNIVER- Carl Roth GmbH & Co. KG,
SAL 1-200 pl, Karlsruhe, Deutschland
Art. 8156.1

Reinstwasseraufbereitungsanlage

Skalpellklingen

Trockenschrank

,,24-Well-Platten® fiir die Inku-
bation der Oozyten

Wigetisch

Arium 611 VF

Fig. 18

T 5042 EK

Cellstar-24 Well Cell
Culture Plate

9720

Sartorius AG, Gottingen,
Deutschland

Gebriider Martin GmbH & Co.
KG, Tuttlingen, Deutschland

Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, Deutschland

Kottermann GmbH & Co. KG,
Uetze-Hénigsen, Deutschland
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2.5 Elektrophysiologische Messungen

Die Versuche wurden mithilfe der Two-Electrode-Voltage-Clamp-Technik durchge-
fiihrt, um Transporter-vermittelte Anderungen des Membranpotentials der Oozyten und
der einzuspeisenden Strome zu messen. Nachfolgend werden die Funktionsweise dieser
Methode und die beiden verwendeten Modi, d.h. der Current-Clamp-Modus und der
Voltage-Clamp-Modus, erlautert und der Versuchsaufbau mit der Durchfithrung der vier

Versuchsreihen beschrieben.

2.5.1 Prinzip der Two-Electrode-Voltage-Clamp (TEVC)

Das Prinzip der Two-Electrode-Voltage-Clamp (Zwei-Elektroden-Spannungsklemme)
im Current-Clamp-Modus beruht auf der Messung von Anderungen des Membranpo-
tentials der in den Stromkreislauf der Messapparatur eingeschlossenen Oozyte. Das be-

deutet, das von der Oozyte selbst generierte Potential wird gemessen.

Beim Voltage-Clamp-Modus werden Strome erfasst, die fiir die Aufrechterhaltung einer
festgelegten Spannung in den Stromkreislauf eingespeist werden. Die Schaltskizze in
Abbildung 7 verdeutlicht die Funktionsweise der 7Two-Electrode-Voltage-Clamp-
Technik.

Kommandospannung

L

il

Spannung -messende Strom-ginspeisende
Elektrode Elektrode

Abbildung 7: Schaltskizze der Two-Electrode-Voltage-Clamp

Dargestellt ist eine in den Stromkreislauf der Messapparatur eingeschlossene Oozyte im geerdeten Bad
mit Perfusionslosung. Die erste Elektrode ist die Spannung-messende Elektrode. Sie misst das
Membranpotential der Oozyte. Die zweite Elektrode ist die Strom-einspeisende Elektrode. Sie speist so
viel Strom ein, dass das Potential auf den am Verstirker eingestellten Wert der Klemmspannung (V)
gehalten werden kann. Die Verwendung der Abbildung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von
Birgitta C. Burckhardt.
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Der grofBite Teil der Versuche wurde im Voltage-Clamp-Modus bei einer Klemmspan-
nung von -60 mV, einige auch im Current-Clamp-Modus durchgefiihrt. Da der NaDC3
ein elektrogener Transporter ist, kdnnen {iber Anderungen der Membranspannung bzw.
des eingespeisten Stroms Riickschliisse auf die Transportaktivitét bei den verschiedenen

Substraten geschlossen werden.

2.5.2 Aufbau der Messapparatur

Die Messapparatur (Abbildung 8) befand sich zum Schutz vor elektrostatischen Ein-
streuungen in einem Faraday’schen Kéfig. AuBerhalb des Faraday’schen Kifigs befan-
den sich der Verstirker und der Flachbettschreiber, der Verdnderungen in der Poten-

tialspannung bzw. der einzuspeisenden Strome aufzeichnete.

An der Oberseite des Faraday’schen Kéfigs wurden die Vorratsbehélter mit den unter-
schiedlichen Versuchslosungen aufgehingt. Vor Beginn jedes Versuches wurden die
Vorratsbehilter und die ableitenden Perfusionsschlauche mit destilliertem Wasser ge-
spiilt, um Kontaminationen durch zuvor verwendete Losungen auszuschlieen. Danach
wurde ORI in einen Vorratsbehilter gefiillt und {iber einen Perfusionsschlauch der kon-
tinuierliche Zufluss von ORI in die Perfusionskammer sichergestellt. Als zentrales Ele-
ment des Messkreislaufs enthielt die Perfusionskammer die eingespannte und perfun-
dierte Oozyte. Der Abfluss der zugefiihrten Fliissigkeit erfolgte {iber eine Offnung in
der Perfusionskammer mit einem daran angeschlossenen Trichter und einem weitlumi-

gen Gummischlauch in ein Auffanggefal.

Die Glaskapillaren mit den Mikrofilamenten wurden ohne Einschluss von Luftblasen
mit 3-molarer KCI-Losung befiillt. Die befiillten Glaskapillaren wurden dann beidseitig
auf die Elektrodenhalter gesetzt, sodass eine Spannung- und Strom-einspeisende Elek-

trode entstanden war.

Der Stromkreis wurde iiber Silberchloridelektroden als Erdungselektroden geschlossen.
Die Justierung der Mikroelektroden erfolgte auf 0 mV bzw. 0 nA, um einen Referenz-
punkt zu erhalten. Zum Einspannen einer Oozyte wurde die Perfusion unterbrochen und
die Oozyte in die Perfusionskammer gelegt und mit den beiden Mikroelektroden, die

auf Mikromanipulatoren befestigt waren, angestochen.

Der Zufluss von ORi wurde angestellt und der Oozyte ca. zehn Minuten Regenerations-

zeit gegeben, um sich auf ein stabiles Membranpotential einzustellen. Anschlieend
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wurde die Oozyte auf ein Haltepotential von -60 mV geklemmt und mit der Durchfiih-

rung der Versuchsreihen begonnen.

Abbildung 8: Versuchsaufbau

a) Vorratsbehilter fiir Perfusionslosungen, b) ableitende Perfusionsschlduche, ¢) Erdungselektroden,
d) Perfusionskammer mit eingespannter Oozyte, e) Mikroelektrode, f) Mikromanipulator, g) Mikroskop,
h) Faraday'scher Kéfig

2.5.3 Durchfiihrung der elektrophysiologischen Messungen

Zuerst wurde bei einem Klemmpotential von -60 mV getestet, ob die Oozyte den
hNaDC3 bzw. den fNaDC3 exprimiert hatte. Hierfliir wurde die Perfusion der Oozyte
von ORi auf ORi mit Succinat (pH 7,5) umgestellt. Hatten die Oozyten den NaDC3
exprimiert, kam es nach dem Losungswechsel zu einem einwirts gerichteten Strom, der
als negativer Ausschlag auf dem Flachbettschreiber ablesbar war. Oozyten, die den

NaDC3 nicht exprimierten, wurden verworfen.

Alle nachfolgend dargestellten Versuchsreihen wurden parallel auch mit Wasser-
injizierten Oozyten als Kontrolle durchgefiihrt. Hier sollten keine Succinat-

induzierbaren Strome nachweisbar sein.
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Erste Versuchsreihe

Die erste Versuchsreihe bestand in der Perfusion der Oozyte mit ORi in Abwesenheit
und Anwesenheit von Succinat oder Citrat bei pH-Werten zwischen 5,4 und 8,9. Mes-
sungen erfolgten in 0,5 pH-Wertschritten sowohl in aufsteigender als auch in absteigen-
der pH-Richtung. In jeder pH-Stufe wurde die Oozyte fiir fiinf Minuten mit dem ent-
sprechenden pH-Wert in Ab- und anschlieBend fiinf Minuten in Anwesenheit von Suc-
cinat oder Citrat perfundiert. Zwischen den einzelnen Messschritten einer Reihe wurde
die Oozyte fiir jeweils fiinf Minuten mit ORi bei pH 7,5 perfundiert, damit intraoozytare

Ansduerungen oder Alkalisierungen weitgehend ausgeschlossen werden konnten.

Zweite Versuchsreihe

In der zweiten Versuchsreihe wurden die Michaelis-Menten-Konstanten fiir Succinat
und Citrat bei einem pH-Wert von 6,5 und 7,5 bestimmt. Die Konzentration von ORi
mit Succinat wurde hierfiir zwischen 0,001-1 mM Succinat jeweils bei pH 6,5 und
pH 7.5 variiert. Die Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstanten fiir Citrat erfolgte
mit Konzentrationen zwischen 0,05-1 mM Citrat in ORi mit Citrat ebenso bei pH 6,5

und pH 7,5.

Dritte Versuchsreihe

Bei der dritten Versuchsreihe wurde die Natriumabhingigkeit des Transporters bei
pH 6,5 und pH 7,5 untersucht. Hierbei wurde Natriumchlorid durch NMDG-Chlorid
bzw. Cholinchlorid ersetzt und die einzuspeisenden Strome in Ab- und Anwesenheit
von Succinat (1 mM) aufgezeichnet. Fiir Citrat wurde Natriumchlorid ausschlieBlich
durch NMDG-Chlorid ersetzt und das Transportverhalten unter diesen Bedingungen
untersucht. AuBlerdem wurde die Michaelis-Menten-Konstante fiir Natrium bei pH 6,5

und pH 7,5 bestimmt.

Vierte Versuchsreihe

Bei der vierten Versuchsreihe wurde der Einfluss von CCCP auf den NaDC3 unter-
sucht. Nach Perfusion mit ORi bei pH 6,5 wurde die Oozyte fiir ca. zwei Minuten mit
1 mM Succinat plus CCCP in ORI bei einem pH-Wert von 6,5 perfundiert. Dann wurde
die Oozyte mit ORi pH 6,5 perfundiert und nach ca. fiinf Minuten ORi mit Succinat,
eingestellt auf pH 6,5, hinzugegeben. Nach dem gleichen Schema wurde mit auf pH 7,5
eingestellten Losungen vorgegangen. Der Versuch wurde abwechselnd mit einem pH-

Wert von 6,5 und 7,5 begonnen.
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2.6 Programme zur Auswertung der Daten

Die Verarbeitung der Daten und die Berechnung der Mittelwerte und Standardabwei-
chungen erfolgte mit dem Programm Microsoft Excel 2016 (Microsoft Corporation,
Redmont, Washington, USA). Sdamtliche Graphen und die Berechnungen zur Bestim-
mung der Michaelis-Menten-Konstanten und der Eadie-Hofstee-Analysen wurden mit
dem Programm SigmaPlot 13.0 (Systat Software Inc., San Jose, Kalifornien, USA) er-
stellt. Ebenfalls mit SigmaPlot 13.0 wurden, wenn méglich, signifikante Anderungen in
den einzuspeisenden Strdmen mit dem gepaartem oder ungepaarten t-Test nach Student

ermittelt.
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3  Ergebnisse

Im ersten Teil wurde die pH-Abhdngigkeit der Succinat- und Citrat-vermittelten Strome
im pH-Bereich zwischen pH 5,4 bis 8,9 untersucht. Im Anschluss daran wurden die Mi-
chaelis-Menten-Konstanten dieser beiden Substrate bei pH 6,5 und 7,5 bestimmt. Daran
anschlieBend wurde untersucht, ob Anderungen des extrazelluldren pH-Wertes Einfluss
auf die Natriumabhidngigkeit der Substrat-vermittelten Strome haben. Versuche mit dem
Protonophor CCCP sollten Aufschliisse dariiber geben, ob der intra- oder der extrazellu-

lare pH-Wert die Substrat-abhiangigen Strome beeinflusst.

Die genauen Zusammensetzungen der Losungen sind in Kapitel 2.2 zu finden. Die

Durchfiihrung der Versuche wird in Kapitel 2.5 ausfiihrlich beschrieben.

3.1 Methodenvalidierung:  Uberpriifung  einer  erfolgreichen
Expression

Fiir die Durchfiihrung der Versuche wurde mit Oozyten aus unterschiedlichen Spender-

tieren gearbeitet. Tabelle 8 gibt einen Uberblick iiber die Anzahl der Oozyten und der

Spendertiere, den exprimierten Transporter sowie iiber die Anzahl an Oozyten und

Spendertieren der Wasser-injizierten Oozyten.

Tabelle 8: Anzahl der verwendeten Oozyten und Spendertiere bei allen Versuchen

NaDC3-exprimierende Oozyten Wasser-injizierte Oozyten
fNaDC3 hNaDC3

Oozyten 31 4 16

Spendertiere | 15 2 10

Um die Reaktion der Oozyten auf die Perfusion mit Succinat zu testen, wurden alle
Oozyten zu Beginn eines jeden Versuches zuerst mit ORi und anschlieBend mit ORi
und Succinat bei pH 7,5 im Current-Clamp-Modus perfundiert. Danach wurde die
Oozyte im Voltage-Clamp-Modus auf eine konstante Spannung von -60 mV geklemmt

und der Einfluss von ORi mit Succinat als zusatzlich eingespeister Strom aufgezeichnet.
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Dies wird in Abbildung 9a in Form einer exemplarischen Originalregistrierung anhand
der Messung einer hNaDC3-exprimierenden Oozyte  dargestellt. Die Succinat-
vermittelte Depolarisation lag bei +16,5 mV, der zusétzlich eingespeiste Strom im

Voltage-Clamp-Modus bei -17,0 nA.

Abbildung 9b zeigt eine Originalregistrierung einer Wasser-injizierten Oozyte im
Voltage-Clamp-Modus unter Zugabe von ORi mit Succinat. Bei einer NaDC3-
exprimierenden Oozyte (Abbildung 9a) wurde im Gegensatz zu einer Wasser-injizierten
Oozyte (Abbildung 9b) unter Zugabe von Succinat als Substrat des Transporters ein
Einwértsstrom verzeichnet. Somit ist der aufgezeichnete Strom auf die Expression des
NaDC3 und nicht auf endogene Transporter der Oozyte zurlickzufiihren. Damit wurde

die Grundlage der Versuchsdurchfiihrung verifiziert.
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Abbildung 9a, b: Originalregistrierungen der Succinat-abhidngigen Depolarisation im Current-Clamp-
Modus und des Succinat-abhingigen Stroms im Voltage-Clamp-Modus

In Abbildung 9a wurde das Membranpotential einer exemplarischen Oozyte (hNaDC3), das bei -50,5 mV
lag, gleich 0 gesetzt, um die Succinat-abhéngige Depolarisation besser sichtbar zu machen. Die Applika-
tion von Succinat (I mM in ORi, schwarzer Doppelpfeil) resultierte in einer initialen Depolarisation der
Oozyte von +16,5 mV, der eine langsame Repolarisation folgte. De- und Repolarisation dauerten nur so
lange an, wie die Oozyte mit Succinat perfundiert wurde. Nach Herauswaschen des Succinats erfolgte
eine weitere Repolarisation iiber das urspriingliche Ruhemembranpotential der Oozyte hinaus. Wéhrend
der anhaltenden Perfusion mit ORi wurde nach ca. zwdlf Minuten das urspriingliche Ruhemembranpoten-
tial der Oozyte wieder erreicht. Darauthin erfolgte das Umschalten in den Voltage-Clamp-Modus auf ein
Klemmpotential von -60 mV, was einem Einwértsstrom von -10 nA entspricht. Auch dieser wurde, da nur
die Succinat-abhéngigen Strome beriicksichtigt werden sollten, gleich 0 gesetzt. Die Gabe von Succinat
resultierte in einem transienten Strom von initial -17 nA. In allen folgenden Messungen werden aus-
schlieBlich initiale Depolarisationen (Abbildung 10, Abbildung 11) und initiale Ein- und Auswirtsstrome
(Abbildung 9b, Abbildung 10 und folgende) betrachtet.

Abbildung 9b zeigt eine Originalregistrierung des Succinat-abhingigen Stroms bei einer exemplarischen
Wasser-injizierten Oozyte im Voltage-Clamp-Modus. Der Pfeil markiert den Succinat-abhdngigen Strom
(pinkfarbene Linie) im Voltage-Clamp-Modus bei -60mV bei pH 7,5. Die Wasser-injizierte Oozyte rea-
gierte mit kaum nachweisbaren Stromédnderungen auf die Gabe von Succinat (1 mM in ORi).
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Abbildung 10 zeigt den Vergleich der Depolarisation im Current-Clamp-Modus und der
Succinat-abhingigen Strome im Voltage-Clamp-Modus. Der Mittelwert fiir die Suc-
cinat-vermittelten Depolarisationen lag bei +15,3 + 12,2 mV. Der grofite gemessene
Wert betrug +47,8 mV, der niedrigste +1,1 mV. Der Mittelwert fiir die Succinat-
vermittelten Strome lag bei -63,8 = 43,3 nA. Hierbei wurden Werte zwischen -196 nA
und -12 nA detektiert.
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Abbildung 10: Vergleich der Depolarisation im Current-Clamp-Modus und des Succinat-abhdngigen
Stroms im Voltage-Clamp-Modus bei -60 mV

Die Abbildung zeigt die Mittelwerte mit den dazugehdrigen Standardabweichungen als Balken, die kreis-
formigen Symbole daneben stellen die Werte aus den 27 Einzelmessungen dar. Auf der linken Seite der
Graphik befindet sich die Darstellung der Messergebnisse im Current-Clamp-Modus, auf der rechten
Seite befindet sich die Darstellung der Messergebnisse im Voltage-Clamp-Modus. Die Einzelmessungen
aus den beiden Modi sind jeweils zueinander gehérende Wertepaare, die aus Griinden der Ubersichtlich-
keit nicht miteinander verbunden wurden.
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Abbildung 11 stellt exemplarisch die gepaarten Messungen der fiinf groBten Depolarisa-
tionen mit den zugehorigen Stromen dar. Die Abbildung verdeutlicht, dass bei Oozyten
mit hohen Succinat-vermittelten Depolarisationen ebenso hohe Succinat-vermittelte
Strome auftreten. Die Mittelwerte dieser fiinf Messungen betrugen fiir die Succinat-
induzierten Depolarisationen +37,1 £ 4,2 mV und fiir die zugehorigen Succinat-

induzierten Strome -123,4 + 35,4 nA.
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Abbildung 11: Vergleich der Succinat-vermittelten Depolarisationen und Einwértstrome bei pH 7,5

3.2 pH-Reihe mit Succinat und Citrat

3.2.1 pH-Abhingigkeit des Succinat-vermittelten Stroms

Die Versuche fiir die pH-Reihe mit Succinat wurden insgesamt mit zehn NaDC3-
exprimierenden Oozyten und vier Wasser-injizierten Oozyten durchgefiihrt. Von den
zehn NaDC3-exprimierenden Oozyten exprimierten sechs den fNaDC3- und vier den

hNaDC3-Transporter.

In Abbildung 12 sind die Mittelwerte der Succinat-vermittelten Strome von NaDC3-
exprimierenden und Wasser-injizierten Oozyten bei pH-Werten zwischen 5,4 und 8,9
dargestellt. Der Mittelwert der NaDC3-exprimierenden Oozyten basiert auf drei voll-
stindig durchgefiihrten Messreihen von pH 5,4 bis pH 8,9. Die Succinat-vermittelten
Einwiértsstrome der NaDC3-exprimierenden Oozyten lagen in diesem pH-Bereich im
Mittel zwischen -40 und -55 nA. Nur der bei pH 5,4 gemessene Einwértsstrom war mit
-90,7 £ 51,7 nA deutlich groBer. Im Vergleich hierzu waren die Succinat-vermittelten

Strome der Wasser-injizierten Oozyten deutlich geringer. Teilweise kam es zu positiven
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Strémen, d.h. auswirts gerichteten Stromen (pH 5.4, pH 5,9, pH 8,4, pH 8,9). Bei den
NaDC3-exprimierenden Oozyten lagen hingegen ausschlieBlich einwirts gerichtete
Strome bei Zugabe von Succinat durch die Expression des NaDC3 und dem dadurch

vermittelten Substrattransport tiber die Membran vor.
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Abbildung 12: pH-Abhdngigkeit der Succinat-vermittelten Stréme NaDC3-exprimierender und Wasser-
injizierter Oozyten

Dargestellt ist der Succinat-vermittelte Strom (nA) als Mittelwert mit den jeweiligen Standardabweichun-
gen in Abhéngigkeit vom extrazelluldren pH-Wert (pH 5,4-8,9) in Form der geschlossenen Kreise fiir die
NaDC3-exprimierenden Oozyten und durch die offenen Kreise fiir die Wasser-injizierten Oozyten mit
den zugehorigen Standardabweichungen. Die Abbildung unterscheidet nicht zwischen hNaDC3- und
fNaDC3-exprimierenden Oozyten. Succinat wurde in einer Konzentration von 1 mM angeboten.

Die Darstellung der Mittelwerte aus der Versuchsreihe {iber den Einfluss des pH-Wertes
auf den Succinat-vermittelten Strom erfolgt aufgrund der grof8en Standardabweichungen
aullerdem tabellarisch (Tabelle 9). Im sauren Milieu bei pH 5,4 und pH 5,9 sowie im
alkalischen Milieu bei pH 8,9 kam es zunehmend zu Fluktuationen und einer Abnahme
des Ruhemembranpotentials der Oozyten, sodass in diesem pH-Bereich hohere Halte-
strome eingespeist werden mussten. Aus diesem Grund war die vollstindige Durchfiih-
rung der Messungen bei diesen pH-Werten erschwert bzw. war der Nachweis aussage-

kréftiger Strome nicht moglich.
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Tabelle 9: Mittelwerte der pH-Reihe mit Succinat als Substrat bei Wasser-injizierten Oozyten und
NaDC3-exprimierenden Oozyten

Dargestellt sind die Mittelwerte des Haltestroms bei den verschiedenen pH-Werten bei Perfusion mit ORi
(Haltestrom) und unter Zugabe von 1 mM Succinat (+Succ. Al) mit der dazugehdrigen Standardabwei-
chung bei pH-Werten zwischen 5,4 und 8,9. Der eingespeiste Strom bei Perfusion mit ORi entspricht dem
notwendigen Strom zum Halten der eingestellten Spannung von -60 mV im Voltage-Clamp-Modus und
korreliert mit der Stabilitdt des Membranpotentials der Oozyte. Die zueinander gehdrenden Messwerte
sind farblich in einer Farbe gekennzeichnet und hinterlegt. Die erste Spalte in weil} gibt die pH-Werte an.
Darauf folgt die hellblaue Spalte fiir die Wasser-injizierten Oozyten. In der Spalte ,,n“ ist die Anzahl der
verwendeten Oozyten angegeben. Bei den NaDC3-exprimierenden Oozyten wird hier noch zwischen ,,f*
fiir fNaDC3 und ,,h* fiir hNaDC3 differenziert. Die beigefarbene Spalte beinhaltet die Werte fiir die Mes-
sungen aus drei vollstaindigen Messreihen, die graue Spalte listet simtliche Werte aus allen zehn Messun-
gen auf, auch wenn diese nicht vollstindig durchgefiihrt werden konnten.

pH- Wasser-injizierte Oozyten | NaDC3-exprimierende Oozyten | NaDC3-exprimierende Oozyten
Wert 3) (10)
Halte- +Succ. n | Halte- | +Succ. n | f | h| Halte- | +Succ. n |f|h
t t t
strom Al (nA) strom Al (nA) strom Al (nA)
(nA) (nA) (nA)
5,4 -170,8 + 35+ 4 | 2723+ 90,7+ | 3 |2]|1]| -87,0+ 770+ | 8 |5]3
129,1 19,5 27,3 51,7 82,8 86,4
5,9 -105,5 + 9.8+ | 4 | 450+ 440+ 3 | 2] 1] -649+ -333+ |10 | 5|5
56,3 232 8,5 49,9 71,1 52,1
6,4 -80,8 + 33+ | 4 | 49,0+ 397+ 3 |21 71,5+ 37,7+ 110 | 5|5
18,3 1,5 11,8 45,6 81,4 52,3
6,9 -79,8 + 8,0+ | 4 58,7+ 457+ 3 | 21| 782+ -395+ 110 | 5|5
24,4 2,9 12,8 52,6 85,9 45,0
7.4 =733+ 33+ | 4 | 64,0+ 457+ 3 | 2] 1] 83,2+ -46,8+ | 9 | 4|5
38,3 2,3 16,4 49,8 103,0 58,1
7.9 -69,8 + 58+ 4 | 46,0+ 46,0+ | 3 | 2] 1] -364+ 52,1+ 7 |34
58,4 7,0 7.3 46,7 36,3 53,6
8,4 -58,5 + 53+ | 4 | 48,7+ 550+ 3 |2 1] 440+ 528+ 5 |23
57,9 15,6 15,1 59,4 13,8 46,3
8,9 -93,3+ 38+ | 3 | -67,7+ 41,7+ 3 | 2] 1] -60,5+ 445+ 4 |22
23,6 6,5 37,0 40,5 34,4 35,5
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3.2.2 pH-Abhingigkeit des Citrat-vermittelten Stroms

Fiir die Untersuchung der pH-Abhéngigkeit des Citrat-vermittelten Stroms wurden sie-
ben NaDC3-exprimierende Oozyten (fiinf fNaDC3- und zwei hNaDC3-exprimierende
Oozyten) aus fiinf Spendertieren verwendet. Fiir die Kontrollmessung wurde vier Oozy-

ten aus drei Spendertieren eine dquivalente Menge Wasser injiziert.

Wie bei der Untersuchung der pH-Abhingigkeit bei dem Succinat-vermittelten Strom
(3.2.1) lag auch bei der Untersuchung mit dem Substrat Citrat eine verminderte Resis-
tenz der Oozyte bei sehr niedrigen (pH 5,4 und pH 5,9) und sehr hohen pH-Werten
(pH 8,9) mit daraus resultierenden fluktuierenden Verldufen der Membranpotentiale und
entsprechenden einzuspeisenden Stromen vor, welche die Messungen erschwerten. Die

Oozyten tolerierten pH-Werte < 5,9 und > 8,4 nur schlecht.

Die Mittelwerte der Citrat-vermittelten Strome in Abhédngigkeit vom pH-Wert bei
NaDC3-exprimierenden Oozyten zeigt Abbildung 13. Im pH-Bereich zwischen 6,4 und
8,4 waren die Abweichungen gering. Insgesamt konnte in diesem pH-Bereich eine Ten-
denz zu hoheren Citrat-vermittelten Einwértsstromen vermutet werden, die allerdings

kein Signifikanzniveau erreichte.
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Abbildung 13: pH-Abhéngigkeit des Citrat-vermittelten Stroms

Dargestellt ist der Citrat-vermittelte Strom (nA) in Abhédngigkeit vom extrazelluliren pH-Wert
(pH 5,4-8,9). Die Mittelwerte mit den Standardabweichungen basieren auf Daten aus drei Versuchsrei-
hen, die den gesamten pH-Bereich umfassten. Auf die Darstellung der Werte aus den Messungen mit
Wasser-injizierten Oozyten wird in dieser Abbildung verzichtet, da diese relativ groBen Fluktuationen
unterlagen und aus diesem Grund tabellarisch in Tabelle 10 aufgefiihrt sind.
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Die Darstellung der Mittelwerte fiir die Wasser-injizierten Oozyten mit dem Substrat

Citrat erfolgt wie bei Succinat tabellarisch (Tabelle 10).

Tabelle 10: Mittelwerte der pH-Reihe mit Citrat als Substrat bei Wasser-injizierten und NaDC3-
exprimierenden Oozyten

Dargestellt sind die Mittelwerte des Haltestroms bei den verschiedenen pH-Werten bei Perfusion mit ORi
(Haltestrom) und unter Zugabe von 1 mM Citrat (+Citrat AI) mit der dazugehdrigen Standardabweichung
bei pH-Werten zwischen 5,4 und 8,9. Der eingespeiste Strom bei Perfusion mit ORi entspricht dem not-
wendigen Strom zum Halten der eingestellten Spannung von -60 mV im Voltage-Clamp-Modus und kor-
reliert mit der Stabilitdt des Membranpotentials der Oozyte. Die zueinander gehdrenden Messwerte sind
farblich gekennzeichnet und in einer Farbe hinterlegt. Die erste Spalte in weil3 gibt die pH-Werte an.
Darauf folgt die hellblaue Spalte fiir die Wasser-injizierten Oozyten. In der Spalte ,,n“ ist die Anzahl der
verwendeten Oozyten angegeben. Bei den NaDC3-exprimierenden Oozyten wird hier noch zwischen ,,f*
fiir fNaDC3 und ,,h* fiir hNaDC3 differenziert. Die beigefarbene Spalte beinhaltet die Werte fiir die Mes-
sungen aus drei vollstindigen Messreihen, die graue Spalte listet simtliche Werte aus allen sieben Mes-
sungen auf, auch wenn diese nicht vollstindig durchgefiihrt werden konnten.

pH- | Wasser-injzierte Oozyten | NaDC3-exprimierende Oozyten | NaDC3-exprimierende Oozyten

Wert 3) (7)
Halte- +Citrat | n | Halte- +Citrat n | f| h| Halte- +Citrat n | f|h
strom Al (nA) strom Al (nA) strom AI (nA)
(nA) (nA) (nA)
5,4 -133,8 + -13,8+ | 4 -183,0 + =323+ 3 | 2] 1 -103,5 + 447+ | 6 | 5|1
90,9 15,2 181,2 31,5 150,8 62,0
5,9 -123,8 + 9,00+ | 4 -161,7 + 380+ | 3 | 2] 1 -83,1 + 404+ | 7 |52
77,6 6,7 172,2 24.6 131,9 45,3
6,4 -88,0 £ -6,3+ | 4 -147,7 + 263+ | 3 | 2] 1 -79,7 309+ | 7 |52
31,8 2,3 141,7 14,2 +110,2 34,6
6,9 -89,0 £ 113+ | 4 -88,0 + 153+ 3 | 2] 1 -60,6 + -163+ | 7 |52
30,3 5,4 61,6 4.5 50,7 12,5
7,4 -69,3 + -8,0=+ | 4 -61,0 + 93+ |3 |21 -48.3 + 140+ | 7 |52
41,4 42 16,4 6,2 27,0 9,6
7,9 -69,0 £ -12,0+ | 4 -39,0 + 11,0+ | 3 | 2] 1 -18,4 + -120+ | 5 | 3|3
47,6 10,0 6,4 6,4 38,6 6,2
8,4 -40,7 £ -353+ |3 -347 + -103+ | 3 | 2] 1 9,2+ 145+ | 4 | 2|2
37,7 56,7 8,5 5,6 41,1 8,7
8,9 -76,0 £ 147+ | 3 -89,0 + 550+ 3 | 2] 1 -59,3 + 615+ | 4 | 2|2
25,1 6,4 63,8 38,3 75,5 35,0
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3.2.3 Vergleich der pH-Reihen von Succinat und Citrat

Abbildung 14 zeigt die Succinat- und Citrat-vermittelten Strome im Vergleich. Citrat-
vermittelte Strome wiesen bis auf eine Ausnahme bei pH 8,9 (-55,0 + 38,3 nA) bei allen
anderen pH-Werten geringere Einwértsstrome als die von Succinat bei den entsprechen-
den pH-Werten ermittelten Strome auf (Tabelle 9 und Tabelle 10). Der geringste Suc-
cinat-vermittelte Strom lag bei einem pH-Wert von 6,4 bei -39,7 £ 45,6 nA, der grofite
bei pH 5,4 mit -90,7 + 51,7 nA.

Bei der pH-Reihe mit Citrat lag der niedrigste Strom bei einem pH-Wert von 7,4 mit
-9,3 + 6,2 nA. Der Maximalstrom lag bei pH 8,9 mit -55,0 + 38,3 nA.
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Abbildung 14: Vergleich der pH-Reihen von Succinat und Citrat

Dargestellt sind die Mittelwerte der Succinat- und Citrat-vermittelten Strome (nA) in Abhdngigkeit vom
extrazelluldren pH-Wert. Die geschlossenen Kreise symbolisieren die Succinat-vermittelten Strome und
die offenen Kreise stehen fiir die Citrat-vermittelten Strome. Der Graph gibt die Werte der beigefarbenen
Spalten der Tabellen 9 und 10 wieder.
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3.3 Michaelis-Menten-Konstanten (K,,) von Succinat und Citrat bei

pH 6,5 und pH 7,5

3.3.1 Konzentrations- und pH-Abhiingigkeit Succinat-vermittelter Strome

Fiir die Untersuchung des Succinat-vermittelten Strom des NaDC3 in Abhéngigkeit von
der Substratkonzentration und dem pH-Wert wurden die Succinatkonzentrationen durch
die Verdiinnung mit ORi von 1 uM bis 1 mM Succinat variiert und die Messungen mit
auf pH 6,5 und pH 7,5 eingestellten Losungen durchgefiihrt (2.2.4), um die jeweiligen
Michaelis-Menten-Kontanten bei zwei unterschiedlichen pH-Werten vergleichen zu
konnen. Grundlage fiir die Auswahl dieser pH-Werte waren die Ergebnisse aus der vor-
herigen Messung zur pH-Abhédngigkeit. Aus diesen ergab sich, dass das Ruhemembran-
potential in diesem pH-Bereich anndhernd stabil war und die Substrat-vermittelten
Strome eine fiir den Vergleich ausreichende Amplitude besalen. Als Abstand wurde
eine ganze pH-Stufe gewihlt (pH 6,5, pH 7,5), um moglichst groBe Anderungen im
Hinblick auf die Substrat-abhéngigen Stréme zu erhalten. Die Versuchsreihen wurden
mit sechs fNaDC3-exprimierenden Oozyten aus vier Spendertieren und mit drei Was-

ser-injizierten Oozyten aus drei Spendertieren durchgefiihrt.

Die Originalregistrierung in Abbildung 15 zeigt exemplarisch die Succinat-vermittelten
Strome in Abhéngigkeit von Succinatkonzentrationen im Bereich von 0,002 mM bis
0,05 mM bei einem pH-Wert von 7,5. Die Amplitude der Stréme nahm kontinuierlich
mit Erhohung der Succinatkonzentration zu: -11 nA, -20 nA, -34 nA, -40 nA, -41 nA

und erreichte bei einer Konzentration von 0,02 mM Succinat Sattigung mit -40 nA.
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Abbildung 15: Originalregistrierung des Succinat-vermittelten Stroms in Abhéngigkeit von aufsteigenden
Succinatkonzentrationen bei pH 7,5

Die Succinatkonzentrationen wurden jeweils fiir ca. fiinf Minuten, markiert durch die schwarzen Doppel-
pfeile, angeboten. Zwischen den einzelnen Succinatapplikationen erfolgte die Perfusion ausschlieBlich
mit ORi. Die Abbildung zeigt ein reprisentatives Experiment aus einem Kontingent von sechs vergleich-
baren Messungen.



3 Ergebnisse 37

Succinat-vermittelter Strom bei pH 6,5

In Abbildung 16 wird der Verlauf des Succinat-vermittelten Stroms in Abhédngigkeit der
verschiedenen Succinatkonzentrationen bei fNaDC3-exprimierenden und bei Wasser-
injizierten Oozyten dargestellt. Die Succinat-vermittelten Strome waren im Mittel zwi-
schen -13,0 + 10,3 nA (1 uM Succinat) und -58,2 £ 29,6 nA (1 mM Succinat) grof3 und
damit sowohl in den Einzelmessungen als auch in den Mittelwerten signifikant von-
einander verschieden (p < 0,01). Die Wasser-injizierten Oozyten zeigten, wie auch in

den vorherigen Versuchen, keine bzw. nur geringfligig negative Einwirtsstrome.

Fiir die Berechnung der K,,, der Halbsittigungskonstanten, wurde basierend auf den
Werten der Strome und der Konzentrationen flir Succinat bei pH 6,5 mit der Formel
I = Imax - [S)/Km + [S] gearbeitet, wobei [S] die Substratkonzentration, I den gemesse-
nen Strom, I,.x den maximalen Strom und K,, die Michaelis-Menten-Konstante darstel-
len. Der Mittelwert der errechneten K., aus sechs Messreihen betrug 6,0 = 3,9 uM,
Imax lag bei -54,8 = 23,5 nA.
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Abbildung 16: Succinat-vermittelter Strom in Abhéngigkeit von aufsteigenden Succinatkonzentrationen
bei pH 6,5

Dargestellt sind die Succinat-vermittelten Strome (nA) bei pH 6,5 von sechs fNaDC3-exprimierenden
Oozyten in Form der geschlossenen Kreise und von drei Wasser-injizierten Oozyten durch die offenen
Kreise. Die Auftragung des Succinat-vermittelten Stroms (nA) fiir die Bestimmung der K,, fiir Succinat
bei pH 6,5 erfolgte gegen die Succinatkonzentration (mM).



3 Ergebnisse 38

Abbildung 17 zeigt eine Auftragung nach Eadie-Hofstee. Diese Auftragung ermoglicht
ein direktes Ablesen von I, als y-Achsenabschnitt und K, als negative Steigung der
Regressionsgeraden. Graphisch ergab sich ein maximaler Strom (y-Achsenabschnitt)
von -51,2 + 2.2 nA. Aus der negativen Steigung resultierte eine Ky, von 3,4 = 0,4 uM.
Diese Abweichung im Vergleich zur berechneten K, ergab sich aus den in den Mittel-
wert einbezogenen Versuche mit einzelnen, hoheren Michaelis-Menten-Konstanten mit
Werten von 10 uM und 13 uM. Bei der graphischen Ermittlung aus der Regressionsge-
raden hatten diese beiden Werte geringere Auswirkungen auf das Ergebnis. Aufgrund
der ,,gebogenen* Darstellung wurde das Vorliegen eines Zwei-Komponenten-Systems
angenommen, welches durch die zwei gestrichelten Geraden dargestellt wird. Dartiber,
ob tatsdchlich ein Zwei-Komponenten-System vorliegt oder ob die Konzentrationen
oder andere Parameter zu der nicht-linearen Darstellung fiihrten, kann nur spekuliert

werden.
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Abbildung 17: Auftragung des Succinat-vermittelten Stroms bei pH 6,5 nach Eadie-Hofstee

Aufgetragen ist der Succinat-vermittelte Strom (nA) gegen den Quotienten aus Strom (nA) und Substrat-
konzentration (mM). Auf das Einzeichnen der Standardabweichungen wurde aus Griinden der Ubersicht-
lichkeit verzichtet. Aufgrund des ,,gebogenen* Verlaufs der Messwerte in diesem Eadie-Hofstee-
Diagramm wurde ,hypothetisch® ein Zwei-Komponenten-Systems angenommen, das durch die gestri-
chelten Geraden dargestellt wird.

Succinat-vermittelter Strom bei pH 7.5

Ebenso wie bei pH 6,5 erfolgt auch bei pH 7,5 die graphische Darstellung des Succinat-
vermittelten Stroms in Abhéngigkeit von den verschiedenen Succinatkonzentrationen
bei fNaDC3-exprimierenden und bei Wasser-injizierten Oozyten in Abbildung 18. Der

Mittelwert der errechneten Konstanten aus sechs Messreihen betrug 3,9 = 2,0 uM. Der
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maximale Strom lag durchschnittlich bei -47,6 = 16,2 nA. Bei pH 7,5 kam es im Be-
reich der hoheren Succinatkonzentrationen bei den Wasser-injizierten Oozyten teilweise

zu Auswairts- statt zu Einwértsstromen.
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Abbildung 18: Succinat-vermittelter Strom in Abhéngigkeit von aufsteigenden Succinatkonzentrationen
bei pH 7,5

Dargestellt sind die Succinat-vermittelten Strome (nA) bei pH 7,5 von sechs fNaDC3-exprimierenden
Oozyten in Form der geschlossenen Kreise und von drei Wasser-injizierten Oozyten durch die offenen
Kreise. Die Auftragung des Succinat-vermittelten Stroms (nA) fiir die Bestimmung der K,, fiir Succinat
bei pH 7,5 erfolgte gegen die Succinatkonzentration (mM).

Abbildung 19 stellt ein Eadie-Hofstee-Diagramm fiir die graphische Darstellung von
Imax und K, bei pH 7,5 dar. Lax betrug -48,9 £ 1,7 nA und entsprach dem in Abbildung
18 errechneten Wert von -48 nA. Uber beide Auftragungen wurde ein #hnlicher
K-Wert erhalten: 3,8 + 0,4 uM in der Eadie-Hofstee-Analyse und 3,9 uM in der Dar-
stellung in Abbildung 18.
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Abbildung 19: Auftragung des Succinat-vermittelten Stroms bei pH 7,5 nach Eadie-Hofstee
Aufgetragen ist der Succinat-vermittelte Strom (nA) gegen den Quotienten aus Strom (nA) und Substrat-
konzentration (mM).

Vergleich des Succinat-vermittelten Stroms bei pH 6,5 und pH 7.5

Die Hohe des Succinat-vermittelten Stroms war bei pH 6,5 und bei pH 7,5 relativ dhn-
lich und bei keinem pH-Wert signifikant voneinander verschieden. Um dies zu verdeut-
lichen sind die Werte aus den Abbildungen 16 und 18 in Abbildung 20 in halblogarith-

mischer Form direkt einander gegeniibergestellt.
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Abbildung 20: Halblogarithmische Darstellung der Succinat-vermittelten Strome in Abhingigkeit von der
extrazelluldren Succinatkonzentration bei pH 6,5 und pH 7,5

Die Succinat-vermittelten Strome (nA) in Abhéngigkeit von der Succinatkonzentration (mM) bei pH 6,5
werden durch die geschlossenen Kreise und die durchgezogene Linie dargestellt. Die offenen Kreise und
die gestrichelte Linie stellen ebenso die Succinat-vermittelten Stréme bei pH 7,5 dar. Aus Griinden der
Ubersichtlichkeit in den niedrigen Konzentrationsbereichen erfolgt die Darstellung halblogarithmisch.
Die Werte beider Graphen basieren auf den Werten aus den Abbildungen 16 und 18.

In den nachfolgenden Abbildungen sind die Werte der errechneten Michaelis-Menten-
Konstanten mit den dazugehoérigen maximalen Stromen fiir Succinat fiir sechs Einzel-
messungen bei pH 6,5 (Abbildung 21a) und bei pH 7,5 (Abbildung 21b) gezeigt. Die
hoheren K,-Werte korrelieren mit denen der maximalen Strome. So lagen bei pH 6,5
der groBite Ky-Wert von 12,7 uM und zugleich der hdochste maximale Strom mit
-86,0 nA vor. Die niedrigste K, wies mit 2,1 uM ebenfalls einen deutlich geringeren

maximalen Strom von -40,2 nA auf.

Bei pH 7,5 lagen dhnliche Beziige vor. Die hochste Ky, von 7,9 uM war etwas geringer
als bei pH 6,5, wies aber ebenfalls einen der hochsten maximalen Strome mit -64,1 nA
auf. Die niedrigste K., bei pH 7,5 hatte einen Wert von 1,8 uM mit einem maximalen

Strom von -29,9 nA.
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Abbildung 21a, b: Vergleich der Einzelwerte von K;;; und I, fiir Succinat bei pH 6,5 und pH 7,5

Die geschlossenen Kreise symbolisieren die einzelnen Werte der errechneten K., (uM). Die offenen Krei-
se stehen fiir den jeweiligen I,,x (nA). Durch die Linien werden die sechs Wertepaare aus sechs verschie-
denen Messungen miteinander verbunden. Die Werte des maximalen Stroms in nA sind als positive Wer-
te angegeben, obwohl die Differenz des durch den Substrat-vermittelten Stroms negativ ist, da unter Sub-
stratzufuhr weniger Strom in den Stromkreislauf eingespeist wurde. Da die Zuordnung von grofler K,, zu
groflem (negativen) Strom eindeutiger ist, wurde auf das Minuszeichen in der Darstellung verzichtet. Dies
wurde bei allen folgenden Abbildungen dieser Art so fortgefiihrt.

Das Balkendiagramm (Abbildung 22) stellt die Mittelwerte der errechneten Michaelis-
Menten-Konstanten fiir die beiden pH-Werte mit den jeweiligen Standardabweichungen
nebeneinander. Die K,, fiir Succinat bei pH 6,5 betrug 6,0 + 3,9 uM und ist damit groBer
als die Ky, bei pH 7,5 mit durchschnittlich 3,9 + 2,0 uM. Eine analoge Beobachtung
wurde fiir die maximalen Strome gemacht. Aufgrund der relativ hohen

Standardabweichungen sind diese Unterschiede allerdings nicht signifikant voneinander
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verschieden, sodass sowohl fiir Ky, als auch fiir Imax kein Unterschied in Abhdngigkeit

des extrazelluldren pH-Wertes im Bereich 6,5 und 7,5 gefunden wurde.
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Abbildung 22: Vergleich der Mittelwerte von K,;, und L, fiir Succinat bei pH 6,5 und pH 7,5

Die beiden Balken stellen die Mittelwerte mit den Standardabweichungen der errechneten K., (uM) bei
pH 6,5 (1) und bei pH 7,5 (2). Rechts daneben sind die I,,,-Werte (nA) bei pH 6,5 (3) und bei pH 7,5 (4)
dargestellt, wobei aus Griinden der Ubersichtlichkeit auf das Minuszeichen der Stréme wie in der vorhe-
rigen Abbildung und bei allen folgenden Abbildungen dieser Art verzichtet wurde.

3.3.2 Konzentrations- und pH-Abhiingigkeit Citrat-vermittelter Strome

Der Citrat-vermittelte Strom des NaDC3 wurde ebenfalls in Abhingigkeit der Substrat-
konzentration bei pH 6,5 und 7,5 untersucht. Es wurden sieben fNaDC3-exprimierende
Oozyten aus fiinf Spendertieren und drei Wasser-injizierte Oozyten aus drei Spendertie-

ren verwendet.

Citrat-vermittelter Strom bei pH 6.5

In Abbildung 23 sind die Citrat-vermittelten Strome in Abhangigkeit von der Citratkon-
zentration linear dargestellt. Die Citrat-induzierten Einwirtsstrome nahmen bei den
fNaDC3-exprimierenden Oozyten mit aufsteigenden Konzentrationen von Citrat zu. Sie
betrugen -7,6 £ 5,5 nA bei 0,05 mM und -23,3 + 8,6 nA bei | mM Citrat und waren
damit bei diesen beiden Konzentrationen signifikant voneinander verschieden
(p <0,01). Ab einer Citratkonzentration von 0,5 mM konnte keine weitere Zunahme des

Citrat-abhédngigen Stroms mehr nachgewiesen werden.
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Aus diesen Werten konnte eine K,, von 3425 + 482,4 uM und ein maximaler Einwérts-
strom von -30,2 + 8,3 nA berechnet werden. Die Wasser-injizierten Oozyten zeigten,
wie auch in den vorherigen Versuchen, keine bzw. kaum nachweisbare Einwirtsstrome,

die weder vom pH-Wert noch von der Citrat-Konzentration beeinflusst zu sein schienen.
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Abbildung 23: Citrat-vermittelter Strom in Abhéngigkeit von aufsteigenden Citratkonzentrationen bei
pH 6.5

Dargestellt sind die Citrat-vermittelten Strome (nA) bei pH 6,5 von sieben fNaDC3-exprimierenden
Oozyten in Form der geschlossenen Kreise und von drei Wasser-injizierten Oozyten durch die offenen
Kreise. Die Auftragung des Citrat-vermittelten Stroms (nA) fiir die Bestimmung der K, fiir Citrat bei
pH 6,5 erfolgte gegen die Citratkonzentration (mM).

Zusitzlich zur Berechnung der K,, fiir Citrat war es mit der Auftragung nach Eadie-
Hofstee — wie auch bei Succinat — moglich, die Ky, graphisch zu bestimmen. Dazu wur-
de der Citrat-vermittelte Strom (nA) gegen den Quotienten aus Strom (nA) und Sub-
stratkonzentration (mM) aufgetragen (Abbildung 24): Iy, wurde zu -26,7 + 1,4 nA und
K zu 114,7 £ 13,8 uM bestimmt. Die Abweichung der K, bei Bestimmung durch Be-
rechnung und Bestimmung durch graphische Darstellung griindete auf der Berechnung
des Mittelwerts unter Einbezug einer hohen K., von 1511,0 uM und der Abschwichung

des Wertes durch die Regressionsgerade bei der graphischen Bestimmung.
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Abbildung 24: Auftragung des Citrat-vermittelten Stroms bei pH 6,5 nach Eadie-Hofstee
Aufgetragen ist der Citrat-vermittelte Strom (nA) gegen den Quotienten aus Strom (nA) und Substratkon-
zentration (mM).
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Citrat-vermittelter Strom bei pH 7.5

Neben der Ky, fiir Citrat bei pH 6,5 wurde ebenso die K, flir Citrat bei einem pH-Wert
von 7,5 bestimmt. Abbildung 25 stellt die Citrat-vermittelten Strome (nA) in Abhingig-
keit von der Citratkonzentration dar. Die Mittelwerte der Citrat-vermittelten Strome aus
sieben durchgefiihrten Messungen an fNaDC3-exprimierenden Oozyten lagen bei
-3,5 = 5,5 nA bei der geringsten Konzentration von Citrat von 0,05 mM bis zu
-27,6 £ 30,8 nA bei der hochsten eingesetzten Konzentration von 1mM Citrat. Die auf
diesen Daten basierende K,, betrug 360,1 + 343.3 puM mit einem I[yx von
-45,6 £ 62,1 nA. Die Wasser-injizierten Oozyten zeigten keine oder nur sehr geringe

Reaktionen auf Perfusion mit Citrat.
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Abbildung 25: Citrat-vermittelter Strom in Abhéngigkeit von aufsteigenden Citratkonzentrationen bei
pH 7,5

Dargestellt sind die Citrat-vermittelten Strome (nA) bei pH 7,5 von sieben fNaDC3-exprimierenden
Oozyten in Form der geschlossenen Kreise und von drei Wasser-injizierten Oozyten durch die offenen
Kreise. Die Auftragung des Citrat-vermittelten Stroms (nA) fiir die Bestimmung der K, fiir Citrat bei
pH 7,5 erfolgte gegen die Citratkonzentration (mM).
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Bei der graphischen Ermittlung der Daten ergaben sich nach Eadie-Hofstee
(Abbildung 26) bei pH 7,5 folgende Werte: der L. betrug -40,6 + 3,7 nA. Die negative
Steigung ergab eine K, von 479,2 + 64,8 uM. Die maximalen Strome aus berechneter
und graphischer Darstellung stimmten mit (jeweils gerundet) -46 nA und -41 nA gut

uberein.
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Abbildung 26: Auftragung des Citrat-vermittelten Stroms bei pH 7,5 nach Eadie-Hofstee
Aufgetragen ist der Citrat-vermittelte Strom (nA) gegen den Quotienten aus Strom (nA) und Substratkon-
zentration (mM).
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Vergleich des Citrat-vermittelten Stroms bei pH 6,5 und pH 7.5

Die Citrat-vermittelten Strome bei den beiden untersuchten pH-Werten wichen, wie in

Abbildung 27 gezeigt, nicht signifikant voneinander ab.
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Abbildung 27: Halblogarithmische Darstellung der Citrat-vermittelten Strome in Abhéngigkeit von der
extrazelluldren Citratkonzentration bei pH 6,5 und pH 7,5

Die Citrat-vermittelten Strome (nA) in Abhéngigkeit von der Citratkonzentration (mM) bei pH 6,5 wer-
den durch die geschlossenen Kreise und die durchgezogene Linie dargestellt. Die offenen Kreise und die
gestrichelte Linie stellen ebenso die Citrat-vermittelten Stréme nur bei pH 7,5 dar. Wie auch bei Succinat
erfolgt die vergleichende Darstellung der Citrat-vermittelten Strome bei pH 6,5 und pH 7,5 halblogarith-
misch basierend auf den Werten von Abbildung 23 und 25.

In den Abbildungen 28a und b sind die Einzelwerte der Michaelis-Menten-Konstanten
mit den zugehdrigen maximalen Stromen fiir pH 6,5 und pH 7,5 aus allen sieben Mes-
sungen gegeniibergestellt. Bei pH 6,5 lagen die maximalen Strome in den Einzelmes-

sungen zwischen -15,4 nA und -40,8 nA mit einem Mittelwert von -30,2 + 8,3 nA.

Die errechneten Michaelis-Menten-Konstanten lagen bei pH 6,5 in einem Bereich zwi-
schen 1511,0 uM und 51,4 uM. Die hochste Ky, (1511,0 uM) wich auffillig von den
anderen Michaelis-Menten-Konstanten ab, sodass daraus die hohe Standardabweichung
beim Mittelwert der K, von -342,5 + 482,4 uM resultierte. Die Griinde fiir diese hohe
Km konnten nicht aufgekldrt werden. Lésst man diesen Wert aus der Mittelwertbildung

heraus, ergibt sich fiir die K,, bei pH 6,5 ein Wert von 147,7 £ 52,4 uM.
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Bei pH 7,5 lagen die maximalen Strome zwischen -2,5 nA und -188,2 nA mit einem
Mittelwert von -45,6 + 62,1 nA. Zu dem geringsten maximalen Strom von -2,5 nA ge-
horte die niedrigste Ky, mit 17,9 pM. Zu dem hochsten maximalen Strom von -188,9 nA
gehorte die hochste Ky, von 976,5 pM.
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Abbildung 28a, b: Vergleich der Einzelwerte von K,;, und L, fiir Citrat bei pH 6,5 und pH 7,5

Die geschlossenen Kreise symbolisieren die einzelnen Werte der errechneten K,, (uM). Die offenen Krei-
se stehen fiir den jeweiligen I,,x (nA). Durch die Linien werden die sieben Wertepaare aus sieben ver-
schiedenen, aufeinanderfolgenden Messungen miteinander verbunden.

Abbildung 29 stellt die errechneten Michaelis-Menten-Konstanten sowie die maximalen
Strome fiir Citrat bei pH 6,5 und pH 7,5 in Form eines Balkendiagramms dar. Der Mit-
telwert fiir die Ky, bei pH 6,5 lag bei 342,5 + 482,4 uM. Die K, bei pH 7,5 wich mit
360,1 + 343,3 uM nicht signifikant von der K, fiir Citrat bei der niedrigeren pH-Stufe
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ab. Der gemessene durchschnittliche maximale Strom lag mit -45,6 + 62,1 nA etwas

hoher als bei pH 6,5 mit -30,2 + 8,3 nA.
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Abbildung 29: Vergleich der Mittelwerte von K,;, und L, fiir Citrat bei pH 6,5 und pH 7,5
Die beiden Balken stellen die Mittelwerte mit den Standardabweichungen der errechneten K., bei pH 6,5
(1) und bei pH 7,5 (2). Rechts daneben sind die I, (nA) bei pH 6,5 (3) und bei pH 7,5 (4) dargestellt.

3.3.3 Vergleich der Michaelis-Menten-Konstanten von Succinat und Citrat

Das Balkendiagramm stellt die Michaelis-Menten-Konstanten von Succinat und Citrat

vergleichend nebeneinander dar.

Sowohl bei pH 6,5 als auch bei pH 7,5 wiesen die K, flir Succinat mit 6,0 + 3,9 uM und
3,9 £ 2,0 uM geringere Werte auf als die Konstanten fiir Citrat. Bei pH 6,5 war die be-
rechnete K, flir Succinat geringfiigig, aber nicht signifikant hoher als bei pH 7,5. Zwi-
schen den Michaelis-Menten-Konstanten von Citrat bestanden ebenso bei beiden pH-
Werten keine signifikanten Unterschiede. Sie lagen aber deutlich liber den Michaelis-
Menten-Konstanten fiir Succinat mit Werten von 342.5 + 4824 uM fiir pH 6,5 bzw.
147,7 + 52,4 uM (bei Herausnahme des sehr hohen K,,-Wertes) und 360,1 + 343,3 uM
fiir pH 7,5.
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Abbildung 30: Vergleich der K,, fiir Succinat und Citrat bei pH 6,5 und pH 7,5

Der linke schwarze Balken (1) stellt den Mittelwert der K, fiir Succinat bei pH 6,5 dar. Direkt daneben in
einer helleren Grauschattierung ist die K, fiir Citrat ebenfalls bei pH 6,5 (2) abgebildet. Der eingefiigte
,,Break® erleichtert durch die Zweiteilung der Skalierung die Darstellung der beiden Konstanten innerhalb
einer Abbildung bei sehr unterschiedlichen Werten. Die beiden Balken daneben stehen fiir die K, bei
pH 7,5. Der dunklere Balken symbolisiert den Mittelwert flir Succinat (3), der hellere Balken den Mittel-
wert fiir Citrat (4).

3.4 Einfluss des pH-Wertes auf die Natriumabhangigkeit Substrat-

vermittelter Strome

3.4.1 Natriumabhingigkeit der Succinat- bzw. Citrat-vermittelten Strome bei

pH 6,5 und pH 7,5 bei Ersatz des Natriums durch NMDG oder Cholin

Die Natriumabhéngigkeit des NaDC3 und die Auswirkungen der Abwesenheit von
Natrium auf den Transport von Succinat und Citrat wurde durch den Ersatz des Natri-
umchlorids durch NMDG-Chlorid oder Cholinchlorid getestet. Die Herstellung der Lo-
sungen und der Ablauf der Versuche wurde in den Abschnitten 2.2.5 und 2.5.3 be-
schrieben. Die Versuche wurden jeweils bei pH-Werten von 6,5 und 7,5 durchgefiihrt.

Succinat-vermittelter Strom bei Ersatz des Natriums durch NMDG

Fiir die Messung des Succinat-vermittelten Stroms bei Ersatz des Natriums durch
NMDG zur Untersuchung der Natriumabhingigkeit wurden fiinf fNaDC3-
exprimierende Oozyten aus drei Spendertieren und drei Wasser-injizierte Oozyten aus

drei Spendertieren verwendet.
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Abbildung 31 bildet Mittelwerte mit Standardabweichungen fiir den Versuch bei pH 6,5
ab. Dargestellt sind durch die ersten drei Balken (1-3) die Ergebnisse der zeitlichen Ab-
folge der Versuche bei fNaDC3-exprimierenden Oozyten bei pH 6,5. Nach Einstellen
eines konstanten Haltestroms bei -60 mV, der gleich Null gesetzt wurde und deshalb in
der Abbildung nicht dargestellt ist, wurden die Oozyten mit Succinat-haltigem ORi per-
fundiert (Balken 1). Nach einer Erholungsphase unter Perfusion mit ORi wurde auf eine
Natrium-freie Perfusion, bei der Natrium durch NMDG ersetzt war, umgeschaltet. Die
Oozyten antworten auf die Natrium-freie Perfusion mit einem Auswértsstrom
(Balken 2). Direkt daran anschlieend erfolgte die Perfusion von Succinat-haltiger Lo-
sung unter Natrium-freien Bedingungen (Balken 3), worauf ein Einwértsstrom regis-

triert wurde.

Die gleiche Abfolge wurde bei den Versuchen mit den Wasser-injizierten Oozyten ein-
gehalten. Die Darstellung der Werte fiir die Wasser-injizierten Oozyten erfolgte ge-

trennt durch die gestrichelte Linie auf der rechten Seite der Abbildung (Balken 4-6).

Der Succinat-vermittelte Strom lag bei NaDC3-exprimierenden QOozyten bei
-84,4 + 33,8 nA. Unter Natrium-freien Bedingungen lag der Mittelwert des Haltestroms
bei +58,0 + 5,7 nA. Der Succinat-vermittelte Strom war mit -21,2 £ 10,9 nA unter

Natrium-freien Bedingungen signifikant geringer als in Anwesenheit von Natrium.

Die Wasser-injizierten Oozyten wiesen unabhidngig vom extrazelluliren Natrium keine
bzw. sehr geringe Strome auf. In Anwesenheit von Natrium betrug der Wert des Suc-
cinat-vermittelten Stroms -1,7 = 1,2 nA und in Abwesenheit von Natrium -3,0 = 1,4 nA.
Der Haltestrom in Natrium-freiem ORi lag bei +11,7 + 5,4 nA und war somit ebenfalls

niedriger als bei NaDC3-exprimierenden Oozyten.



3 Ergebnisse 53

100

NaDC3 H,O

50 -

-50 -

Differenzstrom (nA)

-100 +

-150

1 23456
Zeitliche Abfolge der Perfusion

Abbildung 31: Natriumabhéngigkeit des Succinat-vermittelten Stroms von Oozyten mit Expression des
NaDC3 und von Wasser-injizierten Oozyten bei Ersatz des Natriums durch NMDG bei pH 6,5

Das Balkendiagramm stellt die Differenzstrome (nA) der Messungen bei Ersatz des Natriums durch
NMDG dar. Die ersten drei Balken zeigen die Mittelwerte inklusive der Standardabweichungen bei den
Messungen mit fNaDC3-exprimierenden Oozyten: Succinat-vermittelter Strom in ORi (1), Haltestrom in
Natrium-freiem ORi (2) und Succinat-vermittelter Strom in Natrium-freiem ORi (3). Getrennt durch die
gestrichelte Linie folgen auf der rechten Seite die drei Balken mit den Mittelwerten und Standardabwei-
chungen fiir die Messungen der Wasser-injizierten Oozyten: Succinat-vermittelter Strom in ORi (4), Hal-
testrom in Natrium-freiem ORi (5) und Succinat-vermittelter Strom in Natrium-freiem ORi (6). Die Bal-
ken stehen zugleich in der Reihenfolge der zeitlichen Perfusion. Die Nulllinie markiert den Haltestrom
bei -60 mV im Voltage-Clamp-Modus. Das bedeutet, Messungen mit Balken oberhalb der Nulllinie wei-
sen einen positiven Differenzstrom auf. Dies war der Fall beim Haltestrom in Natrium-freiem ORi. Mes-
sungen mit Balken unterhalb der Nulllinie weisen einen negativen Differenzstrom auf. Dieser wurde bei
Succinat-vermittelten Strémen unter Bedingungen mit und ohne Natrium beobachtet.

In Abbildung 32 werden die eingespeisten Strome bei der Messung an NaDC3-
exprimierenden Oozyten und Wasser-injizierten Oozyten bei pH 7,5 dargestellt. Die
zeitliche Abfolge der Perfusion und die Darstellung in der Abbildung entsprechen dem
Ablaufund der Graphik bei pH 6,5 (Abbildung 31).

Der Succinat-vermittelte Strom in ORi in Anwesenheit von Natrium lag bei pH 7,5 bei
-85,6 + 41,8 nA. Unter Natrium-freien Bedingungen betrug der Mittelwert des Hal-
testroms +49,2 + 4,8 nA. Der Succinat-vermittelte Strom war mit -14,4 + 3,3 nA unter

Natrium-freien Bedingungen signifikant niedriger als in Anwesenheit von Natrium.

Bei den Wasser-injizierten Oozyten als Kontrollversuch existierte kein signifikanter
Unterschied zwischen der Messung des Succinat-vermittelten Stroms in Anwesenheit
von Natrium und der Messung mit Ersatz des Natriums durch NMDG. Die Werte lagen
bei -2,0 £ 3,7 nA in Anwesenheit von Natrium und bei -2,3 + 2,1 nA in Abwesenheit

von Natrium. Der Haltestrom in Natrium-freiem ORi betrug +12,0 + 9,2 nA und war
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somit, #dhnlich wie bei den Versuchen bei pH 6,5, geringer als bei NaDC3-

exprimierenden Oozyten.
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Abbildung 32: Natriumabhéngigkeit des Succinat-vermittelten Stroms von Oozyten mit Expression des
NaDC3 und von Wasser-injizierten Oozyten bei Ersatz des Natriums durch NMDG bei pH 7,5

Das Balkendiagramm stellt die Differenzstrome (nA) der Messungen bei Ersatz des Natriums durch
NMDG dar. Die ersten drei Balken zeigen die Mittelwerte inklusive der Standardabweichungen bei den
Messungen mit fNaDC3-exprimierenden Oozyten: Succinat-vermittelter Strom in ORi (1), Haltestrom in
Natrium-freiem ORi (2) und Succinat-vermittelter Strom in Natrium-freiem ORi (3). Getrennt durch die
gestrichelte Linie folgen auf der rechten Seite die drei Balken mit den Mittelwerten und Standardabwei-
chungen fiir die Messungen der Wasser-injizierten Oozyten: Succinat-vermittelter Strom in ORi (4), Hal-
testrom in Natrium-freiem ORi (5) und Succinat-vermittelter Strom in Natrium-freiem ORi (6). Die Bal-
ken stehen zugleich in der Reihenfolge der zeitlichen Perfusion. Die Nulllinie markiert den Haltestrom
bei -60 mV im Voltage-Clamp-Modus. Das bedeutet, Messungen mit Balken oberhalb der Nulllinie wei-
sen einen positiven Differenzstrom auf. Dies war der Fall beim Haltestrom in Natrium-freiem ORi. Mes-
sungen mit Balken unterhalb der Nulllinie weisen einen negativen Differenzstrom auf. Dieser wurde bei
Succinat-vermittelten Stromen unter Bedingungen mit und ohne Natrium beobachtet.

Succinat-vermittelter Strom bei Ersatz des Natrium durch Cholin

Der Versuch zur Untersuchung des Succinat-vermittelten Stroms bei Ersatz des Natri-
ums durch Cholin wurde mit vier fNaDC3-exprimierenden Oozyten aus drei Spendertie-
ren durchgefiihrt. Der Kontrollversuch erfolgte mit drei Wasser-injizierten Oozyten aus

drei Spendertieren.

Die Succinat-vermittelten Strome sowie der Haltestrom wunter Natrium-freien
Bedingungen bei Ersatz mit Cholin bei pH 6,5 wird in Abbildung 33 dargestellt. Der
Aufbau des Balkendiagramms entspricht dem aus dem vorherigen Abschnitt tiber den

Ersatz des Natriums durch NMDG.
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Auch in diesem Diagramm wurde der bei einem Klemmpotential von -60 mV unter Nat-
rium gemessene Haltestrom gleich Null gesetzt. Der Succinat-vermittelte Einwirtsstrom
in Anwesenheit von Natrium bei fNaDC3-exprimierenden Oozyten betrug
-107,8 = 15,5 nA. Bei Ersatz des Natriums durch Cholin fiel der bei Succinatperfusion
gemessene Einwértsstrom auf -14,0 + 9,1 nA ab. Der Haltestrom unter Natrium-freien
Bedingungen betrug +42,5 + 22,7 nA. Bei Wasser-injizierten Oozyten lag er bei
+11,0 £ 6,5 nA und war damit deutlich niedriger.

Die Succinat-vermittelten Strome bei den Kontrollversuchen mit Wasser-injizierten
Oozyten lagen im Mittel bei -0,3 + 1,7 nA (in Anwesenheit von Natrium) und sogar im

positiven Bereich mit +1,7 £ 1,2 nA (in Abwesenheit von Natrium und bei Ersatz durch

Cholin).
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Abbildung 33: Natriumabhingigkeit des Succinat-vermittelten Stroms von Oozyten mit Expression des
NaDC3 und von Wasser-injizierten Oozyten bei Ersatz des Natriums durch Cholin bei pH 6,5

Das Balkendiagramm stellt die Differenzstrome (nA) der Messungen bei Ersatz des Natriums durch Cho-
lin dar. Die ersten drei Balken zeigen die Mittelwerte inklusive der Standardabweichungen bei den Mes-
sungen mit fNaDC3-exprimierenden Oozyten: Succinat-vermittelter Strom in ORi (1), Haltestrom in
Natrium-freiem ORi (2) und Succinat-vermittelter Strom in Natrium-freiem ORi (3). Getrennt durch die
gestrichelte Linie folgen auf der rechten Seite die drei Balken mit den Mittelwerten und Standardabwei-
chungen fiir die Messungen der Wasser-injizierten Oozyten: Succinat-vermittelter Strom in ORi (4), Hal-
testrom in Natrium-freiem ORi (5) und Succinat-vermittelter Strom in Natrium-freiem ORi (6). Die Bal-
ken stehen zugleich in der Reihenfolge der zeitlichen Perfusion. Die Nulllinie markiert den Haltestrom
bei -60 mV im Voltage-Clamp-Modus. Das bedeutet, Messungen mit Balken oberhalb der Nulllinie wei-
sen einen positiven Differenzstrom auf. Dies war der Fall beim Haltestrom in Natrium-freiem ORi. Mes-
sungen mit Balken unterhalb der Nulllinie weisen einen negativen Differenzstrom auf. Dieser wurde bei
Succinat-vermittelten Stromen unter Bedingungen mit und ohne Natrium beobachtet.



3 Ergebnisse 56

Bei pH 7,5 lagen édhnliche Ergebnisse wie bei pH 6,5 vor. Die Werte der Succinat-
vermittelten Strome bei Ersatz des Natriums durch Cholin wurden erneut als Balkendia-

gramm dargestellt (Abbildung 34).

Der Succinat-vermittelte Strom war mit -107,0 £ 27,6 nA unter Natrium-haltigen Be-
dingungen deutlich héher als unter Natrium-freien Bedingungen bei Ersatz durch Cholin
mit -17,0 £ 7,6 nA. Die im rechten Teil der Abbildung dargestellten Mittelwerte der
Wasser-injizierten Oozyten lagen bei -5,3 + 3,4 nA fiir den Succinat-vermittelten Strom
unter Natrium-haltigen Bedingungen und bei -4,0 + 4,3 nA unter Natrium-freien Bedin-

gungen.
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Abbildung 34: Natriumabhéngigkeit des Succinat-vermittelten Stroms von Oozyten mit Expression des
NaDC3 und von Wasser-injizierten Oozyten bei Ersatz des Natriums durch Cholin bei pH 7,5

Das Balkendiagramm stellt die Differenzstrome (nA) der Messungen bei Ersatz des Natriums durch Cho-
lin dar. Die ersten drei Balken zeigen die Mittelwerte inklusive der Standardabweichungen bei den Mes-
sungen mit fNaDC3-exprimierenden Oozyten: Succinat-vermittelter Strom in ORi (1), Haltestrom in
Natrium-freiem ORi (2) und Succinat-vermittelter Strom in Natrium-freiem ORi (3). Getrennt durch die
gestrichelte Linie folgen auf der rechten Seite die drei Balken mit den Mittelwerten und Standardabwei-
chungen fiir die Messungen der Wasser-injizierten Qozyten: Succinat-vermittelter Strom in ORi (4), Hal-
testrom in Natrium-freiem ORi (5) und Succinat-vermittelter Strom in Natrium-freiem ORi (6). Die Bal-
ken stehen zugleich in der Reihenfolge der zeitlichen Perfusion. Die Nulllinie markiert den Haltestrom
bei -60 mV im Voltage-Clamp-Modus. Das bedeutet, Messungen mit Balken oberhalb der Nulllinie wei-
sen einen positiven Differenzstrom auf. Dies war der Fall beim Haltestrom in Natrium-freiem ORi. Mes-
sungen mit Balken unterhalb der Nulllinie weisen einen negativen Differenzstrom auf. Dieser wurde bei
Succinat-vermittelten Stromen unter Bedingungen mit und ohne Natrium beobachtet.
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Vergleich des Succinat-vermittelten Stroms bei Ersatz des Natriums durch NMDG oder

Cholin

In diesem Abschnitt werden die Werte aus den beiden vorherigen Versuchen miteinan-
der verglichen. Aus diesem Grund wurden bei pH 6,5 und bei pH 7,5 die Mittelwerte
mit den jeweiligen Standardabweichungen der Succinat-vermittelten Strome aus den
Versuchen mit NMDG und Cholin direkt nebeneinander gestellt (Abbildung 35a, b).
Bei pH 6,5 und pH 7,5 war der Succinat-vermittelte Strom in ORi jeweils konstant. Bei
dem Versuchsansatz mit NMDG lag der Succinat-vermittelte Strom bei pH 6,5 bei
-84,4 nA und bei pH 7,5 bei -85,6 nA. Bei dem Versuchsansatz mit Cholin betrug der
Succinat-vermittelte Strom in ORi, d.h. in Anwesenheit von Natrium, -107,8 nA

(pH 6,5) und -107,0 nA (pH 7.5).

Unter Natrium-freien Bedingungen lag der Succinat-vermittelte Strom bei pH 6,5 bei
-21,2 nA (NMDG) und -14,0 nA (Cholin). Bei pH 7,5 lagen die ermittelten Werte im
Vergleich noch enger mit -14,4 nA (NMDG) und -17,0 nA (Cholin) zusammen. Die
geringen Unterschiede zwischen den Ersatzstoffen von Natrium erreichten kein Signifi-

kanzniveau.

Festzuhalten ist, dass bei beiden pH-Werten der Succinat-vermittelte Strom generell
unter Natrium-freien Bedingungen geringer war als in Gegenwart von Natrium.

Ob Natrium durch NMDG oder Cholin ersetzt wurde, war nicht von Bedeutung.
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Abbildung 35a, b: Vergleich des Succinat-vermittelten Stroms bei Ersatz des Natriums durch NMDG
oder Cholin bei pH 6,5 und pH 7,5

Die Balkendiagramme stellen die Differenzstrome (nA) der Messungen bei Ersatz des Natriums durch
NMDG (a) und Cholin (b) dar. Die Balken zeigen die Mittelwerte inklusive der Standardabweichungen
bei den Messungen mit fNaDC3-exprimierenden Oozyten: Succinat-vermittelter Strom in ORi mit Ersatz
durch NMDG (1), Succinat-vermittelter Strom in ORi mit Ersatz durch Cholin (2), Haltestrom in Natri-
um-freiem ORi (NMDG) (3), Haltestrom in Natrium-freiem ORi (Cholin) (4), Succinat-vermittelter
Strom in Natrium-freiem ORi (NMDG) (5) und Succinat-vermittelter Strom in Natrium-freiem ORI
(Cholin) (6). Die Nulllinie markiert den Haltestrom bei -60 mV im Voltage-Clamp-Modus. Das bedeutet,
Messungen mit Balken oberhalb der Nulllinie weisen einen positiven Differenzstrom auf. Dies war der
Fall beim Haltestrom in Natrium-freiem ORi. Messungen mit Balken unterhalb der Nulllinie weisen einen
negativen Differenzstrom auf. Dieser wurde bei Succinat-vermittelten Stromen unter Bedingungen mit
und ohne Natrium beobachtet.
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Citrat-vermittelter Strom bei Ersatz des Natriums durch NMDG

Im vorherigen Abschnitt wurde dargestellt, dass es unerheblich fiir die Messung des
Substrat-vermittelten Stroms unter Natrium-freien Bedingungen ist, ob Natrium durch
NMDG oder Cholin ersetzt wurde. Daher wurde bei der Messung mit Citrat bei pH 6,5
und pH 7,5 nur noch mit NMDG gearbeitet.

Hierfiir wurden vier fNaDC3-exprimierende Oozyten aus drei Spendertieren und drei

Wasser-injizierte Oozyten aus drei Spendertieren verwendet.

Der Citrat-vermittelte Strom in ORi bei pH 6,5 lag bei -47,3 + 12,3 nA (Abbildung 36).
Der Haltestrom unter Natrium-freien Bedingungen betrug +49,0 + 19,7 nA. Der Citrat-

vermittelte Strom unter Natrium-freien Bedingungen verringerte sich auf -8,5 + 6,8 nA.

Die Wasser-injizierten Oozyten auf der rechten Seite des Balkendiagramms dienten als
Kontrollversuch und wiesen nur sehr geringe Citrat-vermittelte Einwértsstrome auf.
Ebenso war der Haltestrom unter Natrium-freien Bedingungen mit +16,3 + 8,2 nA klei-

ner als bei fNaDC3-exprimierenden Oozyten.
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Abbildung 36: Natriumabhingigkeit des Citrat-vermittelten Stroms von Oozyten mit Expression des
NaDC3 und von Wasser-injizierten Oozyten bei Ersatz des Natriums durch NMDG bei pH 6,5

Das Balkendiagramm stellt die Differenzstrome (nA) der Messungen bei Ersatz des Natriums durch
NMDG dar. Die ersten drei Balken zeigen die Mittelwerte inklusive der Standardabweichungen bei den
Messungen mit fNaDC3-exprimierenden Oozyten: Citrat-vermittelter Strom in ORi (1), Haltestrom in
Natrium-freiem ORi (2) und Citrat-vermittelter Strom in Natrium-freiem ORi (3). Getrennt durch die
gestrichelte Linie folgen auf der rechten Seite die drei Balken mit den Mittelwerten und Standardabwei-
chungen fiir die Messungen der Wasser-injizierten Oozyten: Citrat-vermittelter Strom in ORi (4), Hal-
testrom in Natrium-freiem ORi (5) und Citrat-vermittelter Strom in Natrium-freiem ORi (6). Die Balken
stehen zugleich in der Reihenfolge der zeitlichen Perfusion. Die Nulllinie markiert den Haltestrom bei
-60 mV im Voltage-Clamp-Modus. Das bedeutet, Messungen mit Balken oberhalb der Nulllinie weisen
einen positiven Differenzstrom auf. Dies war der Fall beim Haltestrom in Natrium-freiem ORi. Messun-
gen mit Balken unterhalb der Nulllinie weisen einen negativen Differenzstrom auf. Dieser wurde bei
Succinat-vermittelten Stromen unter Bedingungen mit und ohne Natrium beobachtet.

Die Werte fiir pH 7,5 wurden nicht in einer separaten Abbildung dargestellt. Die Citrat-
vermittelten Strome waren in Abwesenheit von Natrium geringer als in Anwesenheit.
Insgesamt waren die Citrat-vermittelten Strome etwas geringer als bei pH 6,5, wobei der

Haltestrom mit +47,0 + 19,0 nA kaum vom Haltestrom bei pH 6,5 abwich.

Vergleich des Succinat-vermittelten Stroms und des Citrat-vermittelten Stroms bei Er-

satz des Natriums durch NMDG

In den beiden Balkendiagrammen (Abbildung 37a, b) sind die Succinat- und Citrat-
vermittelten Strome als Mittelwerte mit Standardabweichungen bei fNaDC3-
exprimierenden Oozyten bei pH 6,5 und bei pH 7,5 in Anwesenheit von Natrium und

bei Ersatz des Natriums durch NMDG nebeneinander abgebildet.

Bei pH 6,5 waren sdmtliche Citrat-vermittelten Strome geringer als die entsprechenden
Succinat-vermittelten Strome. Bei Ersatz des Natriums durch NMDG lag der Succinat-

vermittelte Strom bei -21,2 + 10,9 nA. Der Citrat-vermittelte Strom unter den gleichen
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Bedingungen lag bei -8,5 + 6,8 nA. Der Haltestrom unter Natrium-freien Bedingungen
in Abwesenheit von Succinat oder Citrat betrug +58,0 = 5,7 nA (Messreihe mit Suc-
cinat) und +49,0 £ 19,7 nA (Messreihe mit Citrat).

Auch bei pH 7,5 lagen sdmtliche Citrat-vermittelte Strome unterhalb der Succinat-
vermittelten Strome. Die Haltestrome waren mit +49,2 + 4,8 nA (Messreihe mit Suc-
cinat) und +47,0 + 19,0 nA (Messreihe mit Citrat) sehr dicht beieinander. Im Vergleich
zu den Stromen in Anwesenheit von Natrium waren die Substrat-vermittelten Strome
bei Succinat und Citrat bei Ersatz des Natriums mit NMDG deutlich niedriger. Der ge-
messene Strom lag unter diesen Bedingungen bei Succinat bei -14,4 + 3,3 nA und bei

Citrat bei -5,0 £+ 3,5 nA.
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Abbildung 37a, b: Vergleich der Natriumabhéngigkeit von Succinat-vermittelten und Citrat-vermittelten
Strémen bei pH 6,5 und pH 7,5

Die Balkendiagramme stellen die Differenzstrome (nA) der Messungen bei pH 6,5 (a) und pH 7,5 (b) bei
Ersatz des Natriums durch NMDG dar. Die Balken zeigen die Mittelwerte inklusive der Standardabwei-
chungen bei den Messungen mit fNaDC3-exprimierenden Oozyten: Succinat-vermittelter Strom in
ORi (1), Citrat-vermittelter Strom in ORi (2), Haltestrom in Natrium-freiem ORi (Succinat) (3), Hal-
testrom in Natrium-freiem ORI (Citrat) (4), Succinat-vermittelter Strom in Natrium-freiem ORi (5) und
Citrat-vermittelter Strom in Natrium-freiem ORi (6). Die Nulllinie markiert den Haltestrom bei -60 mV
im Voltage-Clamp-Modus. Das bedeutet, Messungen mit Balken oberhalb der Nulllinie weisen einen
positiven Differenzstrom auf. Dies war der Fall beim Haltestrom in Natrium-freiem ORi. Messungen mit
Balken unterhalb der Nulllinie weisen einen negativen Differenzstrom auf. Dieser wurde bei Succinat-
vermittelten Stromen unter Bedingungen mit und ohne Natrium beobachtet.
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3.4.2 Michaelis-Menten-Konstanten von Natrium bei pH 6,5 und pH 7,5

Fiir die Berechnung der Michaelis-Menten-Konstante fiir Natrium wurden Messungen
an drei fNaDC3-exprimierenden Oozyten aus drei Spendertieren und vier Wasser-
injizierten Oozyten aus drei Spendertieren vorgenommen. Die Messungen wurden mit
Losungen durchgefiihrt, in denen die Natriumkonzentration zwischen 0 mM und
110 mM Natrium variierte, wobei Natrium gegen NMDG ausgetauscht wurde. Die pH-
Werte der Losungen waren auf pH 6,5 und 7,5 eingestellt. Die Succinatkonzentration

betrug jeweils 1 mM.

Natriumabhéngigkeit des Succinat-vermittelten Stroms bei pH 6,5

In Abbildung 38 ist der Succinat-vermittelte Strom als Mittelwert in Abhéngigkeit von
der Natriumkonzentration dargestellt. Die Mittelwerte der gemessenen Strome reichten
von -14,3 + 5,3 nA bei 0 mM Natrium bis zu -74,7 + 8,7 nA bei der hochsten Natrium-
konzentration von 110 mM. Dies zeigt, dass Succinat in Abwesenheit von Natrium ei-
nen Strom hervorruft. Mit ansteigenden Natriumkonzentrationen stieg die Amplitude
des Succinat-abhingigen Stroms an. Ab einer Natriumkonzentration von ca. 30 mM
wurde bei konstanter Succinatkonzentration keine Zunahme des Succinat-induzierten
Stroms mehr beobachtet. Der auf diesen Werten basierende maximale Strom und die
Michaelis-Menten-Konstante fiir Natrium bei pH 6,5 betrugen -83,9 = 6,1 nA und
12,5 = 3,9 mM. Wie in den vorherigen Versuchen wiesen die zur Kontrolle durchge-
filhrten Messungen an Wasser-injizierten Oozyten im Vergleich keine oder nur sehr

geringe Einwértsstrome auf.
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Abbildung 38: Natriumabhéngigkeit des Succinat-vermittelten Stroms bei pH 6,5

Dargestellt sind die Succinat-vermittelten Strome (nA) bei pH 6,5 von drei fNaDC3-exprimierenden
Oozyten in Form der geschlossenen Kreise und von vier Wasser-injizierten Oozyten durch die offenen
Kreise. Die Auftragung des Succinat-vermittelten Stroms (nA) fiir die Bestimmung der K,, fiir Natrium
bei pH 6,5 erfolgt gegen die Natriumkonzentration (mM).

Uber eine Eadie-Hofstee Analyse (Abbildung 39) lieBen sich Ini und K zu
-83,0 £ 8,2 nA und 10,7 £+ 3,8 mM bestimmen.
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Abbildung 39: Auftragung der Natriumabhéngigkeit des Succinat-vermittelten Stroms bei pH 6,5 nach
Eadie-Hofstee

Aufgetragen ist der Succinat-vermittelte Strom (nA) gegen den Quotienten aus Strom (nA) und Substrat-
konzentration (mM). Die Daten wurden mit drei fNaDC3-exprimierenden Oozyten aus drei Spendertieren
erhoben.
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Natriumabhéngigkeit des Succinat-vermittelten Stroms bei pH 7.5

Die Mittelwerte der Succinat-vermittelten Strome bei den fNaDC3-exprimierenden
Oozyten lagen zwischen -11,0 + 2,0 nA bei 0 mM Natrium und -87,0 £ 6,5 nA bei
110 mM Natrium (Abbildung 40). Auch bei pH-Wert 7,5 konnte in Abwesenheit von
Natrium ein Succinat-abhidngiger Strom nachgewiesen werden. Dieser stieg mit zuneh-
mender Natriumkonzentration an und séttigte bei ca. 35 mM Natrium. Der berechnete
maximale Strom betrug -97,0 £ 4,3 nA und der Mittelwert der K, betrug
11,5+4,3 mM.

Bei pH 7,5 sorgten zwei Werte bei den Wasser-injizierten Oozyten fiir relativ hohe
Standardabweichungen. Zum einen war dies bei einem Strom von -20 nA bei einer
Natriumkonzentration von 0 mM der Fall und zum anderen bei einer Natriumkonzentra-

tion von 88 mM mit einem positiven Strom von 53 nA.
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Abbildung 40: Natriumabhéngigkeit des Succinat-vermittelten Stroms bei pH 7,5

Dargestellt sind die Succinat-vermittelten Strome (nA) bei pH 7,5 von drei fNaDC3-exprimierenden
Oozyten in Form der geschlossenen Kreise und von vier Wasser-injizierten Oozyten durch die offenen
Kreise. Die Auftragung des Succinat-vermittelten Stroms (nA) fiir die Bestimmung der K, fiir Natrium
bei pH 7,5 erfolgt gegen die Natriumkonzentration (mM).
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Die Auftragung nach Eadie-Hofstee (Abbildung 41) fir pH 7,5 ergab fiir
Imax -97,5 £ 7,1 nA und fiir K, 10,9 + 2,8 mM. Somit stimmen die graphisch ermittelten

und die berechneten Werte fiir I,,,,x und K,,, iiberein.
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Abbildung 41: Auftragung der Natriumabhéngigkeit des Succinat-vermittelten Stroms bei pH 7,5 nach
Eadie-Hofstee

Aufgetragen ist der Succinat-vermittelte Strom (nA) gegen den Quotienten aus Strom (nA) und Substrat-
konzentration (mM). Die Daten wurden mit drei Oozyten aus drei Spendertieren erhoben.

Vergleich der Natriumabhingigkeit des Succinat-vermittelten Stroms bei pH 6,5 und

pH 7.5

In Abbildung 42 wurden die Ergebnisse der Succinat-vermittelten Strome in Abhingig-
keit von der Natriumkonzentration bei pH 6,5 und bei pH 7,5 in einem Graphen zu-
sammengefasst. Insgesamt war eine Tendenz zu erkennen, dass bei pH 7,5 hohere
Strome einzuspeisen waren. Diese Tendenz erreichte aber nicht das Signifikanzniveau

von p <0,01.
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Abbildung 42: Halblogarithmische Darstellung der Succinat-vermittelten Strome in Abhingigkeit von der
extrazelluldren Natriumkonzentration bei pH 6,5 und pH 7,5

Die Succinat-vermittelten Stréme (nA) in Abhéngigkeit von der Natriumkonzentration (mM) bei pH 6,5
werden durch die geschlossenen Kreise und die durchgezogene Linie dargestellt. Die offenen Kreise und
die gestrichelte Linie stellen ebenso die Succinat-vermittelten Strome nur bei pH 7,5 dar.

In den beiden Graphen in Abbildung 43a und Abbildung 43b sind die Einzelwerte der
Michaelis-Menten-Konstanten von Natrium mit den zugehdrigen maximalen Stromen
fiir pH 6,5 und pH 7,5 aus drei Messungen abgebildet. Bei pH 6,5 wurden maximale
Strome zwischen -71,7 nA und -90,8 nA mit einem Mittelwert von -83,9 + 6,1 nA de-
tektiert.

Die errechneten Michaelis-Menten-Konstanten lagen bei pH 6,5 zwischen 4,7 mM und
19,3 mM. Allerdings bildeten hochste Ky, und grofiter Strom kein Wertepaar, sondern

die grofite K., wies zugleich den geringsten maximalen Strom (-71,7 nA) auf.

Bei pH 7,5 wurden maximale Strome zwischen -90,5 nA und -105,6 nA mit einem Mit-
telwert von -97,0 £ 4,3 nA gemessen. Wie auch bei pH 6,5 wiesen die gebildeten Wer-

tepaare keine Korrelation zwischen den niedrigsten und hochsten Werten auf.
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Abbildung 43a, b: Vergleich der Einzelwerte von K, und I, fiir Natrium bei pH 6,5 und pH 7,5
Die geschlossenen Kreise symbolisieren die einzelnen Werte der errechneten K, (mM). Die offenen
Kreise stehen fiir den jeweiligen L., (nA).

Die Ky,-Werte fiir Natrium bei pH 6,5 und 7,5 werden in Abbildung 44 zusammen mit
den Ima-Werten in einem Balkendiagramm nebeneinander gestellt. Die Kn,,-Werte wi-
chen mit 12,5 + 3,9 mM bei pH 6,5 und 11,5 £ 4,3 mM bei pH 7,5 nicht signifikant
voneinander ab. Der maximale Strom I« betrug bei pH 6,5 -83,9 + 6,1 nA und war bei

pH 7,5 mit -97,0 + 4,3 nA signifikant hoher.
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Abbildung 44: Vergleich der Mittelwerte von K,;, und I, fiir Natrium bei pH 6,5 und pH 7,5

Die beiden Balken stellen die Mittelwerte mit den Standardabweichungen der errechneten K., (mM) bei
pH 6,5 (1) und bei pH 7,5 (2) dar. Rechts daneben sind die L.« (nA) bei pH 6,5 (3) und bei pH 7,5 (4)
dargestellt. Die Daten basieren auf den Messwerten aus drei Versuchsreihen.
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3.5 Einfluss von Carbonylcyanid-3-chlorphenylhydrazon (CCCP)

als Protonophor

Die Herstellung der Losungen wurde in Abschnitt 2.2.6 und der Ablauf der Versuchs-
durchfithrung in 2.5.3 erldutert. Die Versuchsrethe wurde mit drei fNaDC3-
exprimierenden Oozyten aus zwei Spendertieren und mit vier Wasser-injizierten Oozy-

ten aus drei Spendertieren bei pH 6,5 und pH 7,5 durchgefiihrt.

Abbildung 45 zeigt eine exemplarische Originalregistrierung einer Messung bei pH 7,5:
Zuerst erfolgte die Perfusion mit Succinat in ORi fiir 300 Sekunden. Die Oozyte rea-
gierte mit einem raschen initialen Einwértsstrom, der in der zweiten Phase abklang, je-
doch immer noch deutlich als Einwértsstrom registrierbar war. Erst nach dem Heraus-
waschen des Succinats kehrte der Haltestrom wieder auf seinen Ausgangswert vor der
Perfusion mit Succinat zuriick. Die Oozyte wurde ca. 450 Sekunden mit ORi perfun-
diert, danach erfolgte die Zugabe von Succinat (1 mM) plus CCCP (5 uM) in ORIi. Die
Oozyte antwortete auf diese Perfusion mit einem Einwértsstrom, dem sich in einer
zweiten Phase ein weiterer transienter Einwirtsstrom tliberlagerte. Dieser ,,Peak® in der
Gesamtamplitude, der einen biphasischen Verlauf vermuten lisst, wurde in Abbildung
45 durch den roten Pfeil gekennzeichnet. Nach Herauswaschen des Succinats/CCCPs
und einer Perfusion mit ORi iiber fiinf Minuten erfolgte eine erneute Applikation von
Succinat (1 mM gelost in ORi, pH 7,5). Es wurde nun ein Succinat-vermittelter Ein-

wirtsstrom mit deutlich geringerer Amplitude als vor der Gabe von CCCP registriert.
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Abbildung 45: Originalregistrierung des Succinat-vermittelten Stroms bei Perfusion mit Succinat in ORi
und Succinat + CCCP in ORI bei einer Oozyte mit Expression des fNaDC3 und pH 7,5

Die Achsenbeschriftung dient der Skalierung des eingespeisten Stroms (I) in nA im Voltage-Clamp-
Modus bei -60 mV. Drei Kistchen, markiert durch den eingefiigten groferen Kasten, entsprechen
300 Sekunden. Der Ausschlag der pinkfarbenen Linie zeigt den Succinat-abhéngigen Strom bei Zugabe
von Succinat (markiert durch den Doppelpfeil). Zwischen der Perfusion von Succinat in ORi bzw.
Succinat + CCCP in ORi wurde die Oozyte mit ORi bei pH 7,5 perfundiert. Der rote Pfeil markiert einen
,Peak* der gesamten Amplitude, der den Ubergang zwischen Succinat-vermitteltem Strom und CCCP-
vermitteltem Strom darstellt.
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Der durch den roten Pfeil markierte ,,Peak* (Abbildung 45) war bei allen Messungen
mit fNaDC3-exprimierenden Oozyten bei Perfusion mit Succinat + CCCP in ORi vor-
handen. Bei den Wasser-injizierten Oozyten kam es bei Perfusion mit Succinat + CCCP
in OR1i hingegen nur zu einem Ausschlag ohne ,,Peak* (Abbildung 46). An dieser Stelle
wird auf diesen ,,Peak® so ausfiihrlich eingegangen, da dieser die Auswertung erschwer-
te. Dadurch, dass bei den Wasser-injizierten Oozyten ein Ausschlag bei Perfusion mit
Succinat + CCCP in ORI vorlag, ist diese Amplitude hochstwahrscheinlich auf den Ef-
fekt von CCCP zuriickzufiihren. Bei Zugabe von Succinat in ORi wurde, wie bei sdmt-

lichen vorherigen Versuchen, kein oder nur ein sehr geringer Einwértsstrom detektiert.
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Abbildung 46: Originalregistrierung des Succinat-vermittelten Stroms bei Perfusion mit Succinat in ORi
und Succinat + CCCP in ORI bei einer Wasser-injizierten Oozyte und pH 7,5

Die Achsenbeschriftung dient der Skalierung des eingespeisten Stroms (I) in nA im Voltage-Clamp-
Modus bei -60 mV. Drei Kidstchen, markiert durch den eingefiigten groBeren Kasten, entsprechen
300 Sekunden. Der Ausschlag der pinkfarbenen Linie zeigt den Succinat-abhingigen Strom bei Zugabe
von Succinat (markiert durch den Doppelpfeil). Zwischen der Perfusion von Succinat in ORi bzw.
Succinat + CCCP in ORi wurde die Oozyte mit ORi bei pH 7,5 perfundiert. Bei Perfusion mit
Succinat + CCCP in ORi ist eine Amplitude vorhanden, allerdings ohne den ,,Peak” der fNaDC3-
exprimierenden Oozyten.

In dem Balkendiagramm (Abbildung 47) sind die Mittelwerte mit den zugehdrigen
Standardabweichungen von den Succinat-vermittelten Stromen bei {NaDC3-
exprimierenden Oozyten bei pH 6,5 und pH 7,5 im Vergleich dargestellt. Der Ausschlag
bei Perfusion mit Succinat + CCCP in ORi wurde ohne Beriicksichtigung des ,,Peaks
vollstdndig abgelesen. Bei pH 6,5 wurde bei Perfusion mit Succinat + CCCP in ORI ein
Einwértsstrom von -68,7 = 15,3 nA registriert. Bei pH 7,5 wurde ein eingespeister

Strom von -52,0 £+ 9,4 nA aufgezeichnet.
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Da jedoch bei der Versuchsdurchfiihrung mit Wasser-injizierten Oozyten ebenfalls eine
Amplitude abzulesen war, erfolgt die Bewertung dieser Werte in der Diskussion. Bei
Subtraktion der Werte der Wasser-injizierten Oozyten von den fNaDC3-exprimierenden
Oozyten verbleiben Succinat-vermittelte Strome von -36,8 nA bei pH 6,5 und -1,0 nA
bei pH 7,5.

Die Succinat-vermittelten Strome in ORi waren sowohl bei pH 6,5 als auch bei pH 7,5
nach der Perfusion mit CCCP erniedrigt. Bei pH 6,5 betrug der Succinat-vermittelte
Strom bei erstmaliger Perfusion mit Succinat in ORi -21,7 + 14,7 nA, bei der zweiten
Perfusion wurden -13,7 £ 9,5 nA eingespeist. Bei pH 7,5 lag der Mittelwert bei erstma-
liger Perfusion mit Succinat in ORi bei -32,0 = 11,2 nA, bei der zweiten Perfusion be-

trug der Succinat-vermittelte Strom nur noch -17,3 + 10,5 nA.
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I Succinat in ORi (pH 6.5)
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Abbildung 47: Vergleich der Succinat-vermittelten Stréme in ORI und mit CCCP bei Oozyten mit Ex-
pression des NaDC3 bei pH 6,5 und pH 7,5

Die Balken zeigen von links nach rechts den gemessenen Differenzstrom (nA) von Succinat in ORi bei
pH 6,5 (1), Succinat in ORi bei pH 7,5 (2), Succinat + CCCP bei pH 6,5 (3), Succinat + CCCP bei
pH 7,5 (4), Succinat in ORi bei pH 6,5 (5) und Succinat in ORi bei pH 7,5 (6).
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der pH-Abhéngigkeit des NaDC3-Transporters.
Hierfiir wurden vier Versuchsreihen durchgefiihrt. In der ersten Versuchsreihe wurden
zwei cRNAs (hNaDC3 und fNaDC3) verwendet. Bei den weiteren Versuchsreihen wur-
de ausschlieBlich mit dem fNaDC3-Transporter gearbeitet, da die Oozyten den
hNaDC3-Transporter nicht geniigend exprimierten, um aussagekriftige Ergebnisse zu
erzielen. Aus diesem Grund wird in der Diskussion zundchst die Methode an sich disku-

tiert, bevor die Einordnung der Ergebnisse in den wissenschaftlichen Kontext erfolgt.

4.1 Vorbemerkungen zur verwendeten Methode

Die Verwendung von Xenopus laevis-Oozyten als Expressionssystem fiir Proteine ist
bereits seit 1971 bekannt (Gurdon et al. 1971). Der Vorteil des Expressionssystems der
Xenopus laevis-Oozyten besteht darin, artfremde cRNA transkribieren und translatieren
zu konnen und so in einer relativ groen Zelle die Eigenschaften dieses exprimierten
Proteins untersuchen zu konnen. Hierdurch ist es moglich, durch Variation der Inkuba-
tionsbedingungen, durch Variation des extrazelluldren Milieus, durch Zugabe von po-
tentiellen Inhibitoren oder weiterer Stimuli die Eigenschaften dieses Proteins isoliert zu
untersuchen. Andererseits fehlt natiirlich der komplexe Zusammenhang wie er im Ge-

samtorganismus vorliegt.

Einschrinkend ist zu bemerken, dass es sich bei Xenopus laevis-Oozyten um Oozyten
aus Amphibien handelt, die einem anderen inneren Milieu unterliegen, sodass unter
Umstidnden gewisse Ko-Faktoren fehlen, die zu einer ausreichenden Expression bendotigt
werden. Dies konnte auch der Grund dafiir sein, dass der fNaDC3, der urspriinglich aus
den Nieren der Winterflunder stammt, hhere Succinat-abhingige Strome zeigte, als der
humane NaDC3. Diesem Nachteil steht jedoch der Vorteil gegeniiber, dass Oozyten nur
mit wenigen endogenen Transportern (Dascal 1987) ausgestattet sind, was den Nach-
weis exprimierter Transporter erleichtert. Weber stellte 1999 eine Ubersicht iiber die bis
zu diesem Zeitpunkt bekannten endogenen lonenkanéle von Xenopus laevis-Oozyten

zusammen (Weber 1999).

Praktisch traten folgende Probleme bei der Verwendung dieses Expressionssystems auf:
Zum einen war es die Heterogenitit der Oozyten in Bezug auf ihre Qualitét, die ein

Uberleben und damit ein erfolgreiches Exprimieren des Transportsystems nach
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Injektion der cRNA nicht gewdhrleistete. Obwohl primdr nur Oozyten der
Stadien V und VI nach Dumont (1972) fiir die Versuche eingesetzt wurden, die eine
einwandfreie Trennung von vegetativem und animalischem Pol zeigten, iiberlebten
nicht alle Oozyten den Expressionszeitraum von maximal 72 Stunden. Da die Xenopus
laevis-Weibchen bereits mehrere Jahre im Labor unter standardisierten Bedingungen
gehalten werden und kaum Todesfille bei den gehaltenen Tieren auftraten, kann ein
sogenannter ,,Qualitétsabfall der Oozyten nicht auf die Haltungsbedingungen zuriick-
zufiithren sein. In der Vergangenheit wurde versucht, dies mit den im Institut gehaltenen
Weibchen zu beriicksichtigen. Die Weibchen wurden markiert, um Oozyten dhnlicher
Qualitdt zu erhalten. Allerdings zeigten die Oozyten eines Weibchens nach einer erneu-
ten Entnahme dennoch nicht unbedingt die gleiche Giite wie zuvor. Vermutet wurden
jahreszeitliche Schwankungen. Die Probleme jahreszeitlicher Schwankungen, biologi-
sche Variationen zwischen den Oozyten verschiedener Spendertiere und Temperatur-

schwankungen sind auch von anderen Laboren bekannt (Weber 1999).

Hatten die Oozyten erfolgreich das Transportprotein in ihre Plasmamembran eingebaut,
wurden bei einem Klemmpotential von -60 mV zum anderen héufig Fluktuationen beo-
bachtet, die den Nachweis Substrat-abhingiger Strome erschwerten. Hierbei handelte es
sich um Chlorid-abhédngige Strome, wie sie auch von anderen Arbeitsgruppen beobach-
tet wurden. Diese verschwanden meist nach langeren Perfusionszeiten mit ORi, sodass
anzunehmen ist, dass das Einstechen der beiden Mikroelektroden zu geringfiigigen Ver-
letzungen der Plasmamembran fiihrte. Die Oozyte versucht, ihr Membranpotential
durch Ausgleichsstrome zu halten, die nach Schlieen der Mikroldsionen zum Erliegen
kamen. Fluktuationen, die erst im weiteren Verlauf der Messungen auftraten, waren
meist auf, auch fiir Xenopus laevis-Oozyten, widrige Bedingungen wie sehr alkalische
oder saure pH-Werte zuriickzufiihren. Es ist verstidndlich, dass eine Oozyte, aus der
nach Befruchtung ein lebensfahiger Frosch entstehen soll, solche von ihrem natiirlichen

Milieu abweichenden pH-Werte nicht unbedingt tolerieren wird.

Es lasst sich zusammenfassend feststellen, dass die gewéhlte Methode grundsétzlich als
aussagefdhig angesehen werden kann, aber verschiedenen Einfliissen unterliegt. Dies

muss bei der nun folgenden Diskussion der Ergebnisse berticksichtigt werden.
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4.2 pH-Reihe mit Succinat und Citrat

In der ersten Versuchsreihe wurde die pH-Abhéngigkeit des NaDC3-Transporters in
einem Bereich zwischen pH 5,4 und 8,9 mit den Substraten Succinat und Citrat unter-
sucht (Abschnitt 3.2). Die Succinat-vermittelten Strome lagen bis auf eine Ausnahme
zwischen -40 und -55 nA. Die Ausnahme lag bei pH 5,4 mit -90,7 = 51,7 nA. Dieser
hohe Wert ist kritisch zu bewerten, da im Bereich der niedrigen und hohen pH-Werte
die Oozyten teilweise kein stabiles Membranpotential haben und damit sehr unter-
schiedliche Haltestrome eingespeist werden mussten. So lag zwar bei pH 5,4 der hochs-
te Einwértsstrom vor, zugleich war aber auch die Durchfiihrbarkeit einer vollstindigen
Messung erschwert, da die Stabilitit der Oozyten in diesem pH-Bereich nicht gewéhr-
leistet war und zwischen den einzelnen pH-Stufen oft ldngere Erholungszeiten einge-
plant werden mussten bis der Haltestrom wieder seinen Ausgangswert erreicht hatte.
Der Haltestrom war bei allen Messungen bei pH 5,4 mit Abstand am hochsten
(Tabelle 9). Diese Beobachtung wird in einer hohen Anzahl an Versuchen bestétigt. Um
insgesamt drei vollstindige Messungen mit jeweils einer Oozyte durchgéngig in allen
pH-Stufen zu erhalten, wurden fiir die pH-Reihe mit Succinat zehn Oozyten und mit
Citrat sieben Oozyten Messungen durchgefiihrt. Insgesamt ist als Ergebnis festzuhalten,
dass die Succinat-vermittelten Strome bei den verschiedenen pH-Stufen nicht signifi-
kant voneinander abwichen. Somit ist von einer pH-Abhingigkeit des NaDC3-

Transporters nicht auszugehen.

Andere Studien stellten eine pH-abhidngige Hemmung des Transportes von Succinat im
sauren pH-Bereich fest (Hentschel et al. 2003; Kekuda et al. 1999; Pajor et al. 2001;
Steffgen et al. 1999). Steffgen et al. (1999) untersuchten elektrophysiologisch Succinat-
vermittelte Strome beim fNaDC3 bei pH 5,5 bis 7,5. Der groBte Strom lag bei pH 7,5
vor und nahm bei pH 6,5 und bei 5,5 weiter ab. Die Ergebnisse von Kekuda et al.
(1999) beruhten allerdings auf einer anderen Methode. Sie fiihrten keine elektrophysio-
logischen Versuche, sondern radioaktiv markierte Substrataufnahmeversuche durch. Als
Transporter wurden der NaDC3-Transporter aus der Plazenta der Ratte (rNaDC3) und
bei Pajor et al. (2001) aus dem Gehirn der Maus (mNaDC3) untersucht. Die Aminosiu-
resequenzen von mNaDC3 und fNaDC3 sind zu 67 % identisch (Steffgen et al. 1999)
und die Aminosduresequenz von mNaDC3 und hNaDC3 stimmen zu 87 % {iiberein
(Wang et al. 2000), sodass Speziesdifferenzen eine mogliche Ursache fiir die unter-

schiedlichen Ergebnisse sein konnten.
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Die Citrat-vermittelten Strome wiesen bis auf eine Ausnahme bei pH 8,9
(-55,0 + 38,3 nA) bei allen anderen pH-Werten geringere Einwirtsstrome auf als bei
Succinat (Tabelle 9 und Tabelle 10). Diese lagen zwischen -9 und -55 nA und zeigten
ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den pH-Stufen. Daraus ist zu fol-

gern, dass keine pH-Abhéngigkeit Citrat-vermittelter Strome vorliegt.

In der Literatur ist die Ergebnislage in Bezug auf die Citrat-abhéngigen Strome nicht
eindeutig. Pajor et al. (2001) stellten keine pH-Abhdngigkeit bei Citrat-vermittelten
Stromen fest. Andere Forschungsgruppen ermittelten hingegen eine pH-Abhéngigkeit
(Hentschel et al. 2003; Kekuda et al. 1999). Kekuda et al. (1999) beobachteten einen
biphasischen Verlauf des Transportes von Citrat. Der Transport nahm von pH 8,5 zu
pH 6,5 zu. Eine weitere Verringerung des pH-Wertes steigerte die Transportrate jedoch
nicht. Wang et al. (2000) stellten einen Anstieg Citrat-vermittelter Stréme bei einer Er-
niedrigung von pH 7,5 auf pH 6,5 fest. Ebenso ermittelten Steffgen et al. (1999) eine
Abnahme des Citrat-vermittelten Stroms bei Absinken des pH-Wertes von 7,5 auf 5,5.
Zwischen den pH-Werten 6,5 und 7,5 lagen jedoch keine signifikanten Unterschiede

Vor.

Diese Beobachtungen konnen theoretisch durch den pKs-Wert von Citrat erklart wer-
den. Citrat, als ein mogliches physiologisches Substrat des NaDC3-Transporters, liegt
bei pH 7,5 hauptsdchlich (92,6 %) als trivalentes Anion vor (Hentschel et al. 2003). Die
divalente Form steigt in ihrem Anteil erheblich bei einem Absinken des pH-Wertes auf
6,5, da der pKs (3) sich bei pH 6,4 befindet (Wang et al. 2000). Bei einer Gesamtkon-
zentration von 1 mM Citrat liegen nur ca. 0,08 mM als divalentes Citrat in der
Perfusionslosung vor. Der hochaffine NaDC3-Transporter transportiert Dicarboxylate,
die als divalente Anionen vorliegen, wahrscheinlich deutlich besser als in protonierter
Form (Kekuda et al. 1999). Es steht zu vermuten, dass der pH-Wert beim Transport von
Citrat eine Rolle spielt, da bei Erniedrigung des pH-Wertes die Anzahl der in divalenter
Form vorliegender Anionen zunimmt und diese besser transportiert werden. Zugleich ist
es aber moglich, dass die Funktion des Transporters bei Verringerung des pH-Wertes
abnimmt, sodass trotz des vermehrten Vorliegens divalenter Anionen durch diese ge-
genteiligen Effekte kein erhohter Einwirtsstrom gemessen werden konnte. An dieser
Stelle miissen weitere Versuche erfolgen, um Erkenntnisse dariiber zu gewinnen, ob das
Vorliegen divalenter Anionen von Citrat oder ein Effekt des pH-Wertes auf die

Funktion des Transporters entscheidend sind.
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4.3 K,-Bestimmung fiir Succinat und Citrat

In der zweiten Versuchsreihe wurden die K,,-Werte fiir Succinat und Citrat bei pH 6,5
und 7,5 bestimmt (Abschnitt 3.3). Die Werte betrugen fiir Succinat bei pH 6,5 durch-
schnittlich 6,0 £ 3,9 uM und bei pH 7,5 durchschnittlich 3,9 = 2,0 uM. Aufgrund der
relativ hohen Standardabweichungen sind diese Unterschiede allerdings nicht
signifikant voneinander verschieden. Ebenso verhielt es sich bei den Ky-Werten fiir
Citrat mit Werten bei pH 6,5 von 342,5 + 482,4 uM und 360,1 + 343,3 uM bei pH 7,5.
Die maximalen Citrat-vermittelten Strome und die K,, waren bei pH 6,5 zwar kleiner,
aber auch in diesem Fall konnte kein signifikanter Unterschied zwischen beiden pH-
Werten festgestellt werden. Allenfalls die Tendenz der niedrigeren K,, fiir Citrat beim
niedrigeren pH-Wert kann die These stiitzen, dass Citrat in protonierter Form transpor-
tiert wird und somit der pKs-Wert im Gegensatz zu Succinat einen Einfluss hat (4.2).
Succinat hat einen niedrigeren pKs (2) mit 5,6 und liegt aus diesem Grund bei einem
pH-Wert von 6,5 bis 7,5 zu 89-99 % und sogar bei pH 5,5 noch zu 44 % als divalentes
Anion vor (Hentschel et al. 2003). Daraus ist zu folgern, dass Succinat unabhingig vom
pH-Wert aufgrund seines niedrigen K,-Wertes ausreichend als divalentes Anion zur
Verfiigung steht und aufgrund dieser These der pH-Wert keine Auswirkung haben soll-

te.

Festzuhalten ist das Ergebnis, dass die Ky, flir Succinat signifikant kleiner ist als die Ky,

fur Citrat.

Die GroBenordnung und das Verhiltnis stimmen mit den Werten fiir die Michaelis-
Menten-Konstanten bei physiologischem pH-Wert in der Literatur iiberein (Tabelle 1)
(Yodoya et al. 2006). Die K,,-Werte liegen je nach Quelle und Art des exprimierten
NaDC3-Transporter fiir Succinat zwischen 2-25 uM und fiir Citrat bei 220 pM
(Pajor 2014). Bei der K,, fiir Citrat gilt es zu beriicksichtigen, dass es sich um den
rNaDC3 handelt. NaDC3-Transporter verschiedener Gattungen und Gewebe konnen
sich in ihrem Transportverhalten voneinander unterscheiden. Beispielsweise hat der
xNaDC3 im Gegensatz zu anderen Mitgliedern der SLC13-Familie durch Lithium oder
Natrium aktivierbare Leckstrome, obwohl er zu 65 % in der Aminosduresequenz mit
dem fNaDC3 fiibereinstimmt (Oshiro und Pajor 2005). Die Affinitit des NaDC3-
Transporters zu den Substraten spiegelt umgekehrt proportional die Substratkonzentra-
tion im menschlichen Blut wider. Citrat ist in groBen Mengen vorhanden und wird daher

mit einer geringeren Affinitét als Succinat transportiert, welches in viel geringeren Kon-
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zentrationen mit 40 uM im Vergleich zu 135 uM fiir Citrat als Substrat zur Verfiigung
steht (Inoue et al. 2002). Vor diesem Hintergrund ergibt das Verhéltnis der Michaelis-
Menten-Konstanten fiir Succinat und Citrat physiologisch durchaus Sinn. Allerdings
liegt Citrat als bevorzugtes Substrat in Form des divalenten Anions nur in einer Kon-

zentration von ca. 10 pM im Blut vor (Inoue et al. 2002).

4.4 Succinat- und Citrat-vermittelte Strome bei Ersatz von Natrium

In der dritten Versuchsreihe wurde im ersten Schritt die Natriumabhingigkeit und im
zweiten Schritt die pH-Abhingigkeit der Natrium-Bindungstasche des NaDC3 bei
pH 6,5 und 7,5 tlberpriift (3.4). Die Substrat-vermittelten Strome waren bei Ersatz des
Natriums durch NMDG (mit Succinat und Citrat iiberpriift) oder durch Cholin (nur mit
Succinat iiberpriift) deutlich verringert. Nicht entscheidend war der pH-Wert oder ob
Natrium durch NMDG oder Cholin ersetzt wurde, was aus der Versuchsreihe mit Suc-
cinat abgeleitet werden konnte, da die Haltestrome bei Ersatz des Natriums durch
NMDG oder Cholin eine vergleichbare Amplitude aufwiesen. Die K, fiir Natrium wur-
de bei pH 6,5 und 7,5 bestimmt, um die Auswirkung des pH-Wertes auf die Bindungs-
tasche flir Natrium zu untersuchen. Die ermittelten K, mit den dazugehorigen maxima-
len Stromen wichen mit 12,5 £ 3,9 mM bei pH 6,5 und mit 11,5 £ 4,3 mM bei pH 7,5
nicht signifikant voneinander ab. Somit wies auch die Bindungstasche von Natrium kei-
ne pH-Abhéngigkeit auf. Die maximalen Strome wichen bei pH 6,5 mit -83,9 + 6,1 nA
und bei pH 7,5 mit -97,0 £ 4,3 nA signifikant voneinander ab. Eine signifikante Erho-
hung von I lisst entweder auf eine Anderung der Transportrate oder aber eine pH-
abhingige Verdnderung des NaDC3 schlieBen. Eine Verdnderung des NaDC3 ist auf-
grund der jeweils kurzen Perfusionsdauer hochstwahrscheinlich auszuschlieSen. Ebenso
ist eine Anderung der Bindungsaffinitiit wegen der #hnlichen K,,-Werte unwahrschein-

lich.

In der Literatur liegen Vergleichswerte von elektrophysiologischen Versuchen mit dem
hNaDC3 vor. Wihrend Wang et al. (2000) keinen Succinat-abhéngigen Strom unter
Natrium-freien Bedingungen detektieren konnten, wurden in dieser Arbeit niedrige Suc-
cinat-induzierbare Strome auch bei Ersatz des Natriums durch NMDG und Cholin
nachgewiesen. Anhand von Transportversuchen mit dem mNaDC3-Transporter ermit-
telten Pajor et al. (2001) in ihrer Forschungsarbeit den Succinattransport bei Ersatz des

Natriums durch Cholin und Caesium. Bei Ersatz des Natriums durch Cholin stellten sie
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ebenfalls eine geringe Transportrate von 3 % fest, bei Caesium lag kein Substrattrans-
port mehr vor. Oshiro und Pajor (2005) ermittelten bei Transportversuchen mit dem
xNaDC2 eine Succinattransportrate von 6 % in Abwesenheit von Natrium. Aus der
ebenfalls beobachteten sigmoidalen Beziehung zwischen der Natriumkonzentration und
dem Succinattransport ist zu folgern, dass mindestens zwei oder drei Natriumionen in
den Succinattransport involviert sind (Burckhardt et al. 2000; Oshiro und Pajor 2005)
und dass die Affinitdt mit zunehmend gebundenem Natrium ansteigt. Des Weiteren
stellten Oshiro und Pajor (2005) nicht einen Einwirtsstrom sondern einen Auswarts-
strom bei Perfusion mit Cholin und Succinat fest. Dieser Auswértsstrom war auch bei
den Wasser-injizierten Kontrolloozyten vorhanden. Hieraus kann gefolgert werden, das
Succinat wahrscheinlich einen inhibitorischen Effekt auf einen endogenen Strom der
Oozyte hat. Diese These konnte mit den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen je-
doch nicht uneingeschrinkt bestétigt werden, da nur bei pH 6,5 ein Auswértsstrom bei
Perfusion mit Cholin und Succinat bei den Wasser-injizierten Oozyten detektiert wurde.
Bei den NaDC3-exprimierenden Oozyten und bei pH 7,5 wurden hingegen ausschlieB3-
lich geringe Einwértsstrome aufgezeichnet. Auswirtsstrome wurden ausschlieBlich
beim Ubergang von Natrium-haltiger zu Natrium-freier Perfusion beobachtet. Dies
konnte, nach Ansicht von Pajor (1999), auf einen Natrium “Leak* zuriickzufiihren sein.

Natrium durchléuft den Transportzyklus auch ohne ein Substrat wie Succinat.

Uber die Natriumabhingigkeit in Kombination mit dem Substrat Citrat ist weniger be-
kannt. Yodoya et al. (2006) stellten im Rahmen von Substrataufnahmeversuchen vom
rNaDC3 in Astrozyten eine verringerte Aufnahme von Succinat und Citrat in Abwesen-
heit von Natrium und mit Ersatz durch NMDG oder Cholin fest. In einer anderen Studie
wurde die Natriumabhangigkeit bei der Aufnahme von N-Acetyl-L-Aspartat untersucht.
Dabei wurde keine Substrataufnahme bei Ersatz des Natriums durch Cholin festgestellt

(Fujita et al. 2005). Damit kann eine Natriumabhéngigkeit des NaDC3 bestitigt werden.

Fiir die Ki,-Werte fiir Natrium liegen Vergleichswerte vom SDCT2 (entspricht NaDC3)
von 20 mM (Chen et al. 1999), vom mNaDC3 von 25 mM (Pajor et al. 2001) und vom
rNaDC3 von 70 mM (Fujita et al. 2005) vor. Diese Werte sind etwas hoher als die im
Rahmen dieser Arbeit ermittelten Werte von etwa 12 mM bei pH 6,5 und 7,5. Aller-
dings handelte es sich bei diesen Befunden um NaDC3s der Ratte. Bei der Betrachtung
des Transportes von Natrium in Xenopus laevis-Oozyten ist von Bedeutung, dass in der
Membran von Xenopus laevis-Oozyten Transporter oder Kanile existent sein konnen,

die bei einer Depolarisation aktiviert werden und somit Natriumionen in die Zelle auf-
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nehmen (Krafte et al. 1990). Allerdings greift dieser Transport erst bei Spannungen im
positiven Bereich bzw. Spannungen, die kleiner als -50 mV sind. Im Voltage-Clamp-
Modus ist die Oozyte auf ein Potential von -60 mV geklemmt, sodass sehr wahrschein-
lich von keinem zusétzlichen spannungsabhéngigen Natrium-vermittelten Einwirts-
strom ausgegangen werden muss. Hierfiir sprechen auch die sehr kleinen Substrat-
vermittelten Strome Wasser-injizierter Oozyten bzw. der beobachtete Auswirtsstrom

bei Ersatz des Natriums durch Cholin bei pH 6,5.

4.5 Einfluss von CCCP

In der vierten Versuchsreihe wurden Oozyten mit Succinat plus CCCP in ORi perfun-
diert, um zu tiberpriifen, ob der pH-Gradient {iber der Membran eine Rolle spielt. Hier-
fiir ist es wichtig zu wissen, wo der intrazelluldre pH-Wert (pHi) von Xenopus laevis-
Oozyten liegt, damit der Effekt des Angleichens des intrazelluldren pH-Wertes an den
extrazelluliren pH-Wert (pHex) durch das Protonophor CCCP beurteilt werden kann.
Burckhardt et al. (1992) untersuchten Transportmechanismen von Protonen durch die
Membran von Xenopus laevis-Oozyten und ermittelten den intrazelluldren pH-Wert zu

7,49 £+ 0,12 bei extrazelluldrer Perfusion mit einer Losung (pH 7,4).

Bei den durchgefiihrten Versuchen waren die Succinat-vermittelten Strome generell
nach Perfusion mit CCCP und Succinat niedriger als vorher. Dies kann an der Auswir-
kung von CCCP auf die Oozyten als Expressionssystem liegen, da die Oozyten die Per-
fusion mit CCCP nur schlecht tolerierten. Nach Subtraktion der durch die Wasser-
injizierten Oozyten erzielten Werte bei Perfusion mit CCCP und Succinat, konnten die
Succinat-vermittelten Strome bei den fNaDC3-exprimierenden Oozyten trotz der
Problematik bei der Auswertung aufgrund des ,Peaks® berechnet werden
(Abbildung 45). Bei pH 6,5 lag ein Succinat-vermittelter Strom von -36,8 nA vor, bei
pH 7,5 betrug dieser nur noch -1,0 nA.

Bei pH 7,5 besteht kein Unterschied zwischen pH; und pHex. Daher hat CCCP keine
Auswirkung auf den Gradienten, bewirkt aber hochstwahrscheinlich eine Verdnderung
an den Oozyten selbst, da diese der Perfusion mit CCCP nur sehr schwer standhielten.
Bei pH 6,5 war die Ausgangslage so, dass pH; > pHex war. Ein Angleichen von pH; an
pHex fithrte zu einem deutlich hoheren Strom als bei pH 7,5. Somit kann gefolgert wer-
den, dass der pH-Gradient, der nur bei pH 6,5 existiert, einen Einfluss auf den Succinat-

abhingigen Einwértsstrom hat, der noch zu kléren ist.
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4.6 pH-Effekt auf das Transportprotein

Ein Ansatz, um die pH-Abhédngigkeit des NaDC3-Transporters zu kldren, ist der pH-
Effekt auf das Transportprotein selbst. Es ist moglich, dass Umladungen der Aminoséu-
ren, insbesondere der Histidine, von denen drei vorliegen (Abbildung 2), eine Verdnde-
rung der Transportereigenschaften bewirken (Hagos et al. 2006). Vor diesem Hinter-
grund ist die basische Aminosdure Histidin von besonderem Interesse, da sie als Bau-
stein des NaDC3 bekannt ist (Abbildung 2). Histidin ist durch seine Iminogruppe mit
einem isoelektrischen Punkt im neutralen Bereich (pH 6) bei physiologischen pH-
Werten in der Lage, sowohl eine Pufferfunktion einzunehmen als auch eine Konforma-

tionsdnderung am Transportprotein zuzulassen.

Die genaue Funktion von Histidin war nicht zentraler Gegenstand dieser Arbeit; ein
potentieller pH-Effekt auf das Transportprotein konnte nicht geklart werden. Zum einen
wurden keinen signifikanten Unterschiede bei Substrat-vermittelten Stromen des
NaDC3 festgestellt, zum anderen ist die Struktur des Transportproteins noch nicht voll-
stindig bekannt (Colas et al. 2015). Samtliche Vorstellungen beruhen auf Modellen und
somit ist die Aussagekraft von auf diesen Modellen basierenden Thesen limitiert. Je
nach Modell ist es moglich, dass das Protein zwdlf Transmembrandoméinen mit extra-
zelluldr lokalisiertem Amino- und Carboxyterminus besitzt (Wang et al. 2000) oder aber
elf Transmembrandominen mit intrazellulirem Aminoterminus und extrazelluldirem
Carboxyterminus aufweist (Bai et al. 2007). Des Weiteren ist noch nicht bekannt, wo
exakt sich die funktionellen Bindungsstellen am NaDC3-Protein befinden. Bai et al.
(2006) vermuten, dass der Aminoterminus fiir den Substrattransport wichtiger ist als der
Carboxyterminus. Der Carboxyterminus besteht aus den Aminosduren an den Stellen
1-16. Bei Abgleich mit der Aminoséduresequenz in Abbildung 2 wird deutlich, dass sich
zumindest in diesem Abschnitt keine Histidine befinden. Dies wiirde belegen, dass der

pH-Wert keinen Effekt auf das Transportprotein hat.

4.7 Ausblick

Die Transporter der SLC13-Familie sind in den Energiemetabolismus (Colas et al.
2015), die Sekretion von organischen Anionen (Pajor 1999), die Regulation des Sduren-
Basen-Haushaltes (Bergeron et al. 2013), den Metabolismus von Aminosduren (Fujita et
al. 2005) und die Synthese von Glukokortikoiden involviert und konnen bei der Patho-

genese der Nephrolithiasis (Markovich und Murer 2004) eine Rolle spielen. Trotz dieser
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weitreichenden Bedeutung ist der NaDC3-Transporter als Mitglied der SLC13-Familie
noch nicht ausreichend erforscht. Zum Abschluss der Diskussion soll auf Aspekte ein-
gegangen werden, die Gegenstand der aktuellen Forschung iiber den NaDC3 sind. Bei

all diesen Aspekten wire das Wissen iiber eine pH-Abhéngigkeit von groBBer Relevanz:

Forschungsschwerpunkt waren bisher die Transportfunktion und die transportierten
Substrate. Citrat beispielsweise hat als Chelator fiir Calciumkomplexe eine Schliissel-
funktion bei der Vorbeugung von Nephrolithiasis (Moe 2006). Es wurde gezeigt, dass
renale Tubuluszellen bei der luminalen Citratkonzentration eine Rolle spielen, da sie
durch die Biirstenmembran aus dem Filtrat, ebenso wie durch die basolaterale Membran
aus dem Blut, Citrat transportieren (Hamm 1990). Je mehr Citrat vorhanden ist, desto
eher werden Calciumionen in Form von Komplexbildungen gebunden. Auf diese Weise
wird der Entstehung von Nierensteinen durch die Verringerung der freien Calciumkon-
zentration vorgebeugt (Markovich und Murer 2004). In einer Studie konnte bei ca. 55 %
der Patienten mit rezidivierenden Nierensteinen eine Hypocitraturie nachgewiesen wer-
den (Nicar et al. 1983). Hieraus ergibt sich die Bedeutung einer mdglichen pH-
Abhidngigkeit des NaDC3 mit seinem Substrat Citrat, da Verdnderungen des
Citrattransportes auf der basolateralen Seite den Metabolismus und den pH-Wert intra-
zelluldr beeinflussen konnen. Diese intrazelluldren Verdnderungen wiederum konnen
sich auf den luminalen Citrattransport auswirken. Somit stellt diese Kaskade einen An-
satz zur Behandlung von Patienten mit idiopathischer Nephrolithiasis dar. Diese Hypo-
these ist allerdings kritisch zu hinterfragen, da die Hauptaufgabe des NaDC3 in der Be-
reitstellung des Glutarats bzw. a-KG fiir die iiber die organischen Anionentransporter

stattfindende Fremdstoffausscheidung besteht.

Fiir die OATs, die an den NaDC3-Transporter gekoppelt sind, ist bekannt, dass das Ex-
pressionslevel moglicherweise eine Auswirkung auf die renale Elimination von Medi-
kamenten hat. Sakurai et al. (2004) untersuchten das Expressionslevel von den OATs
bei Nierenkranken und verglichen dieses mit dem von gesunden Kontrollgruppen. Beim
hOAT!1 wurde eine verringerte Expression bei Nierenkranken im Vergleich zu Gesun-
den nachgewiesen (Sakurai et al. 2004). Diesbeziigliche Versuche zum NaDC3 stehen

noch aus.

Der NaDC3 wird in Zusammenhang mit Alterungsprozessen gebracht, da er direkt am
Energiemetabolismus beteiligt ist. Wang et al. (2003) fanden heraus, dass der NaDC3

bei dlteren Menschen in der Niere im Vergleich zu Erwachsenen und Kindern vermehrt
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vorhanden ist. Diesen Ansatz verfolgten sie in einer zweiten Studie weiter und unter-
suchten den Zusammenhang von Expressionslevel, oxidativem Stress und Mitochond-
rien als Ort des Energiemetabolismus. Das Ergebnis ldsst den Schluss zu, dass eine
Uberexpression des NaDC3 zu einer beschleunigten Zellalterung fiihrt (Chen et al.
2005). Dieser Ansatz wurde auch von Fei et al. (2003) am Fadenwurm (Caenorhabditis
elegans) verfolgt, bei dem sich die Lebensspanne bei einer Funktionsstorung des

ceNaDC2, welcher dem NaDC3 sehr dhnelt, signifikant ausdehnte.
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S  Zusammenfassung

Uber elektrophysiologische Methoden wurde der NaDC3-Transporter funktionell auf
seine pH-Abhédngigkeit der Substrate Succinat und Citrat sowie seine Natriumabhéngig-
keit untersucht. Zunédchst wurde die fiir dieses Transportprotein codierende cRNA in
Xenopus laevis-Oozyten injiziert. Nach Inkubation und Expression des Transportpro-
teins wurden Versuche zur Untersuchung von pH-Abhingigkeiten mit der
Two-Electrode-Voltage-Clamp-Technik durchgefiihrt. Dabei wurden Transporter-
vermittelte Anderungen der bei einem konstanten Potential von -60 mV einzuspeisen-
den Haltestrome bei Perfusion mit verschiedenen Versuchslosungen gemessen. Insge-

samt wurden folgende Ergebnisse erzielt:

1. Die untersuchten Substrate Succinat und Citrat wiesen im pH-Bereich zwischen
pH 5,4 und 8,9 nur marginale Anderungen ihrer Amplituden auf, wobei der sehr
saure und der hochste alkalische pH-Wert nur schlecht toleriert wurden.

2. Die bestimmten Michaelis-Menten-Konstanten von Succinat und Citrat wiesen
keine signifikanten Unterschiede bei pH 6,5 und 7,5 auf. Die Affinitét von Suc-
cinat war hoher als die von Citrat. Dies konnte allerdings auch daran liegen, dass
bei den untersuchten pH-Werten bei gleicher Gesamtkonzentration deutlich we-
niger Citrat in der divalenten Form vorliegt.

3. In Abwesenheit von Natrium, unabhéngig davon, ob Natrium durch NMDG oder
Cholin ersetzt wurde, waren nur geringfiligige Substrat-abhéngige Strome detek-
tierbar. Die K, fiir Natrium war mit ca. 12 mM nicht abhéngig vom vorliegen-
den pH-Wert.

4. CCCP fiihrt als Protonophor zu einem Angleichen des intrazelluliren an den
extrazelluliren pH-Wert. Generell waren die Substrat-abhingigen Einwirtsstro-
me nach Perfusion mit CCCP bei pH 6,5 und pH 7,5 geringer als vor der Perfu-
sion mit CCCP. Die Amplitude beider Strome war vergleichbar, sodass der ver-
ringerte Einwértsstrom vermutlich auf die Auswirkung des CCCPs auf die
Oozyte selbst zuriickzufiihren ist. Wahrend der Perfusion mit CCCP wurden bei
pH 6,5 (pH-Gradient {iber der Membran der Oozyte) grolere Strome als bei pH
7,5 (kein pH-Gradient iiber der Membran der Oozyte) gemessen. Somit hat der
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existierende pH-Gradient iiber der Membran bei pH 6,5 unter dem Einfluss von

CCCP eine Auswirkung auf den Substrat-vermittelten Einwartsstrom.

Wie in der Diskussion schon angeklungen, sollten weitere Versuche folgen. Ein besse-
res Verstindnis iiber die Funktionsweise des Substrattransportes durch den NaDC3 und
dessen Struktur erscheint insbesondere interessant vor dem Hintergrund des Beitrages

des NaDC3 bei Alterungsprozessen zu sein.
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