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A. Einleitender Teil

A.1. Fragestellung

Das in der Plasmamembran tierischer Zellen vorkommende Enzym "Na™/K*-ATPase" setzt
katalytisch ATP in ADP um. Als transmembranes Protein vollfihrt es wéahrend der Katalyse
einen elektrogenen Zyklus von Konformationsénderungen, wobei 3 intrazelluldre Na™
gegen 2 extrazelluldre K* ausgetauscht werden, und besitzt damit die Funktion eines
priméar aktiven lonentransporters. Bisherige Aktivitdtsmessungen, z.B. von B. Vilsen (Vilsen,
1994), an dem in Ldsung befindlichen Enzym ergaben deutliche pH-Abhéngigkeiten der
Aktivitat, die auf eine intrazelluldre Wechselwirkung des Protons mit der ATPase
zurickgefthrt wurden. Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit war nun die Frage zu
klgren, inwieweit der extrazellulére pH-Wert auf die Transportfunktion der in der Membran
liegenden Na®/K"-ATPase einen EinfluB ausibt. Es wurden daher elekirophysiologische
Messungen mit dem Two-Elektrode-Voltage-Clamp-Verfahren und dem Giant-Patch-
Clamp-Verfahren an der Zellmembran von QOozyten des Xenopus laevis durchgefihrt und
die pH-Abhdangigkeit von durch die Na*/K*-ATPase verursachten transmembranen
stationdren als auch transienten lonenstrémen analysiert. Die stationdren (steady-state)
Stréme sind ein Maf} fir die Pumpaktivitét, wéhrend die transienten auf Partialreaktionen
des Enzyms schlieflen lassen.

A.2. Zusammenfassung

Die elektrophysiologischen Messungen wurden an der ouabainsensitiven und der
ouabainresistenten  Na*/K*-ATPase des Torpedo californica  durchgefihrt.  Als
Expressionssystem diente die Oozyte des Xenopus laevis. Die Messungen wurden mit Hilfe
des Two-Elektrode-Voltage-Clamp-Verfahrens sowie des Giant-Patch-Clamp-Verfahrens
durchgefihrt. Um eine pH-Abhdngigkeit zu untersuchen, wurden steady-state- als auch
transiente Strome bei den pH-Werten pHé6, pH7,5 und pH? gemessen. Als Pumenstréme
wurden die K™-aktivierbaren oder Ouabain-inhibierbaren Stromkomponenten betrachtet.

Zunéchst wurde die pH-Abhéngigkeit von Pumpenstrémen der im normalen Modus
arbeitenden, ouabainsensitiven Na™/K"-ATPase untersucht. Die Pumpenstréme wurden
durch [K*],=5mM aktiviert und durch [K*],=0mM inhibiert. Die Messungen in einem
natriumfreien extrazelluldren Medium ergaben eine ausgeprdgte pH-Abhdéngigkeit der
Strom-Spannungskennlinien der Pumpenstréme. Dieser Effekt wurde zum grofien Teil auf
einen, bei J.Reftinger (Rettinger, 1996) beschriebenen, Protonen-Einwértsstrom
zurickgefihrt.  Durch eine Korrektur konnten die vom  Protoneneinwdértsstrom
unbeeinflufiten Pumpenstréme analysiert werden, und es zeigte sich Potentialunabhén-
gigkeit der Strom-Spannungskennlinien bei pH6 und pH9, wdhrend bei pH7,5
Potentialabhdngigkeit (positive Steigung im negativen Potentialbereich) zu erkennen war.
Dies wurde auf eine protonierbare im ‘"access-channel' angenommene Stelle
zurickgefihrt, welche dann einen Einflul auf die Affinitét der Kationenbindung ausiben
kénnte. In hochnatriumhaltigem extrazelluldren Medium (100mM) war dieser pH-
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abhéngige Effekt nicht nachweisbar, die Strom-Spannungskennlinien folgten dem schon
bekannten Verlauf (Rakowski et al., 1997) mit einer positiven Steigung im negativen
Potentialbereich.

Weiterhin  wurden transiente  Stréme des Na/Na-Austausches sowohl an der
ouabainsensitiven (OS) als auch an der ouabainresistenen (OR) Na*/K™-ATPase
untersucht.  Hierfir wurde in hochnatriumhaltigem (100mM) und kaliumfreiem
extrazelluldren Medium gemessen. Der Na/Na-Austausch der OS Pumpe wurde
extrazellular mit TOOUM Ouabain inhibiert, wahrend der der OR Pumpe mit 10mM
Ouabain inhibiert wurde. Messungen mit dem Two-Elektrode-Voltag-Clamp-Verfahren
ergaben auf Grund der zu geringen Zeitauflésung keine analysierbare pH-Abhdngigkeit.
Fir die bei diesen Messungen festgestellte Ladungsverschiebung konnte eine effektive
Wertigkeit von z,=0,80+0,02 ermittelt werden, was mit den Angaben von J. Rettinger et.
al. (Rettinger et al., 1994) vergleichbar ist.

Die Messungen mit dem Giant-Patch-Clamp-Verfahren an der OR und OS Pumpe
ergaben fir transiente Stréme einen relaxierenden Strom-Zeitverlauf, der einer
Linearkombination aus drei unterschiedlich schnell relaxierenden Exponentialfunktionen mit
verschiedenen Amplituden entspricht. Die Zeitkonstanten lieBen keine signifikante pH-
Abhéangigkeit erkennen. lhre Werte lagen in den Bereichen 10-10 ps, 1-5ms und 10-
200ms, wobei die am schnellsten relaxierende Funktion nicht analysiert werden konnten.
Die langsam relaxierende Exponentialfunktion liel sich der Konformationsénderung
zuordnen, die mittelschnell relaxierende der extrazelluléren Wechselwirkung mit den Na™-
lonen. Die Amplituden hingegen zeigten eine pH-Abhéngigkeit. Im depolaren
Potentialbereich hatten die Amplituden der mittelschnell relaxierenden Funktion bei pH6
eine groBere Potentialabhdngigkeit als bei pH9. Die Amplituden der langsam
relaxierenden Funktion hatten im hyperpolaren Potentialbereich bei pH6 eine geringere
Potentialabhéngigkeit als bei héheren pH-Werten. Im ersten Fall kénnte eine Protonierung
an einer Stelle der ATPase die Potentialabhénigkeit Uber eine Verdnderung des "access-
channels" verstérken, im zweiten Fall kénnte diese in die Konformationsénderung
eingebunden sein.
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A.3. Einleitung
A.3.1. Die Na"/K"-ATPase

. Einleitung

Die meisten tierischen Zellen benétigen fir ihre zelluléren Funktionen intra-
zellular eine hohe Kalium- und eine niedrige Natriumkonzentration, wohinge-
gen extrazellulér das Verhdlinis genau das umgekehrte sein muf3. Da jedoch
die Membran eine passive Permeabilitét gegeniber Na™ und K* aufweist, muf3
es einen gegen die Konzentrationsgradienten arbeitenden Pumpenme-
chanismus in der Membran geben, welcher die Gradienten aufrechterhdilt: die
Na®/K*-ATPase. Sie wurde 1957 von J.C. Skou entdeckt (Skou, 1957).
Biochemisch gesehen ist die Na*/K"-ATPase ein Enzym, welches ATP
(Adenosintriphospat), einen fur Stoffwechselprozesse der Zellen wichtigen
Energietréiger, katalytisch in ADP (Adenosindiphospat) umsetzt. Viele tierische
Zellen, hier sind vor allem Nerven- und Muskellzellen zu nennen, bauen dieses
durch Proteinbiosynthese ihrer Ribosomen gewonnene Enzym in ihre
Zellmembran ein. In der Membranlipiddoppelschicht und dem Zytoskelett
verankert vollfohrt dieses transmembrane Protein einen lonentransport durch
die Membran, indem es durch intrazelluléres ATP phosphoryliert wird. Man
unterscheidet Grundsétzlich zwei Transportarten von lonen durch die Zell-
membran: eine passive und eine aktive. Ist die passive hauptséchlich von
Diffusionskraften und dem Membranpotential bestimmt und findet sie Uber
transmembrane lonenkandle statt, so ist der aktive Transport durch eine
negative Anderung der freien Enthalpie gekennzeichnet und erméglicht somit
einen Transport auch gegen Diffusions- und Potentialgradienten. Ist das Protein
allein auf die Anwesenheit der zu transportierenden lonen angewiesen, spricht
man von einem sekunddr akfiven Transport. Missen jedoch weitere
Substanzen, wie zum Beispiel das ATP bei der Na®/K"-ATPase, in den
Energieumsatz zur freien Enthalpieerniedrigung einflieBen, liegt ein primar
aktiver Transport vor. Wéhrend der Umsetzung von ATP in ADP durchlauft die
Na®/K*-ATPase unter physiologischen Bedingungen einen elekirogenen Zyklus
von Konformationsénderungen, wobei sie 2 extrazelluldre K* gegen 3
intrazellulére Na™ austauscht bzw. pumpt; man bezeichnet diesen Zyklus auch
als den normalen Pumpenmodus. Alle Membranpumpen, die wie die Na™/K*-
ATPase, H"/K"-ATPase und auch Ca?"-ATPase Kationen Uber die Membran
transportieren, faf3t man unter dem Begriff "P-type ATPasen" zusammen. Sie alle
haben die zeitweise Phosphorylierung an einem Aspartatrest wahrend des
Transportzyklus gemeinsam. Es sei hierzu auf (Schwarz, 1994) verwiesen.
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II. Struktur

Die Na*/K*-ATPase gehort, wie schon erwdhnt, zu den P-type ATPasen. Das integrale
Membranprotein ist ein Heterodimer und besteht aus 3 Untereinheiten: einer katalytischen
a-Untereinheit aus 112 kD, einer kleineren glykosilierten B-Untereinheit aus 55 kD und
einer y-Untereinheit aus ungeféhr 10 kD {Abb.1}.

Die a-Untereinheit ist im wesentlichen verantwortlich fir die katalytische ATP-Umsetzung
und den Kationentransport. Sie hat 10 transmembrane Sequenzen, wobei sowohl ihr N-
als auch ihr GTerminus auf der intrazelluldren Seite sich befinden. Es wurden bisher 4
verschiedene Isoformen der a-Untereinheit gefunden. Funktionell unterscheiden sie sich
vor allem in ihrer Ouabainsensitivitat {V}. Héufig sind die jeweiligen Isoformen zwischen
den Spezies strukturell sehr d@hnlich, wdhrend sie innerhalb einer Spezies starker
voneinander abweichen. Von der a-Untereinheit der Spezies Torpedo californica und
Xenopus laevis hingegen ist bisher nur eine ouabainsensitive Isoform bekannt. Zu dem
obigen sei auf (Vasilets & Schwarz, 1994) und (Schwarz, 1994) verwiesen.

Die B-Untereinheit gewdhrleistet eine korrekte Faltung der a-Untereinheit und bildet eine
Voraussetzung fir den Einbau des af-Komplexes und den Kationentransport. Sie hat eine
einzige Transmembransequenz, wobei ihr N-Terminus auf der intrazelluléren und ihr C
Terminus auf der extrazelluléren Seite sich befindet. Bei der B-Untereinheit sind bisher 3
Klassen strukturell unterschiedlicher Isoformen identifiziert. Jedoch besitzen die Spezies
Torpedo californica und Xenopus laevis jeweils nur eine lsoform. Es sei hierzu auf
(Schmalzing & Gloor, 1994) verwiesen.

Die y-Untereinheit besteht aus 58 Aminosduren. Sie hat eine einzige hydrophobe
Domadne, was dennoch ausreicht, die Membran zu durchqueren, und besitzt dadurch eine
Transmembransequenz (Mercer et al., 1993). Die Funktion dieser Untereinheit war bisher
noch unklar. Neuere Forschungen (Therien et al., 1997) deuten jedoch darauf hin, daf3
die y-Untereinheit ein gewebespezifischer Regulator ist, der das stationére Gleichgewicht
zwischen den unterschiedlichen Konformationen der Na™/K"-ATPase hin zur E;-
Konformation {llI} verschieben kann.

lIl. Normaler Pumpenmodus

Der Reaktionszyklus der Phosphorylierung und Dephosphorylierung der Na™/K*-ATPase
wird von Konformationsénderungen des Proteins und von Okklusionen und Deokklusionen
der gebunden Kationen begleitet, wobei hier ganz wesentlich die umgebenden
lonenkonzentrationen und das elektrische Feld eine Rolle spielen. Unter physiologischen
Bedingungen findet man vorwiegend den in Abbildung {Abb.2} dargestellten
Reaktionszyklus vor. In der Konformation E; mit ATP (E;ATP) binden 3 Na™ intrazellulér an
die Kationenbindungstellen des Proteins, wobei angenommen wird, daf} zwei der drei
Bindungsstellen negativ geladen sind (3NaE,ATP). Dadurch wird die Phosphorylierung und
eine darauf folgende spontane Okklusion der 3 Na™ eingeleitet ((3Na)E,P), bei der die
Kationen auf Grund einer hohen Energiebarriere an der Dissoziation gehindert werden.
Nach einer Anderung der Konformation zu E, hin (3NaE,P) werden die Natriumionen
durch eine Deokklusion in das extrazellulére Medium entlassen (E,P). An die negativ
geladenen Bindungsstellen binden nun 2 K" (2KE,P), wodurch eine Dephosphorylierung
und damit eine Okklusion der Kationen eingeleitet wird ((2K)E,). Durch das Binden von
ATP findet eine Konformationsénderung hin zu E, staft (2KE,ATP). Eine Deokklusion entl&ft



A.3.1-10

die 2 K" in das intrazelluldre Medium (E;ATP) und der Reaktionszyklus hat sich hiermit
geschlossen.

extrazellular

3Na™ 2K*
3NGE,P 4—4» E,P 4L—>—> KE,P

(3Na)E,P )E
ATP ADP

3NoE]ATP <—<T> E,ATP 7—» 2KE1ATP
3Na™ 2K*

Abb.2: Das vereinfachte Reaktionsschema fir den normalen Pumpenmodus der Na*/K*-ATPase nach R.W.
Albers (Albers, 1967) und R.L. Post et al. (Post et al., 1969). Die breiten Pfeile beschreiben die Richtung des
Pumpzyklus.

intrazellular

IV. Na/Na-Austausch

Neben dem normalen Pumpenmodus existieren noch viele andere Modi der Na™/K*-
ATPase, deren Auftreten wesentlich von den die Pumpe umgebenden Bedingungen
abhéngig ist. Ist zum Beispiel kein extrazelluléres Kalium vorhanden, kann der normale
Pumpenmodus nicht mehr vollstéindig durchlaufen werden. Es wird nun von der Pumpe
hauptsdchlich ein elektroneutraler Modus bevorzugt, bei dem ein 3Na*/3Na*-Austausch
stattfindet. Dabei wird die Halfte des Reaktionszyklus aus Abbildung {Abb.2} mit
Aufnahme und Abgabe der 3Na™ in beide Richtungen durchlaufen. Die Anwesenheit von
intrazellulérem ATP ist zwar erforderlich, es findet aber keine Netto-ATP-Hydrolyse statt.
Hierzu sei auch auf .M. Glynn und S.J.D. Karlish (Glynn & Karlish, 1975) sowie auf R.F.
Rakowski (Rakowski, 1993) verwiesen

V. Inhibierung durch Ouabain

Die Pumpfunktion der Na®/K*-ATPase kann extrazellulér durch das im Fingerhut (Digitalis)
oder im Wabajobaum (Strophanthus) vorkommende Gift Ouabain inhibiert werden. Die
Sensitivitdt der fir die Inhibierung verantwortlichen Rezeptoren der Pumpe ist von der
Isoform der a-Untereinheit abhéngig. Die Lage der Rezeptoren in dieser Untereinheit ist
jedoch noch nicht ausgemacht. Hingegen gilt als sicher, daf3 die Aminoséurereste GIn118
und Asn129 {Abb.1}, welche an den Endstellen der ersten extrazelluldren Schleife der
Untereinheit sitzen, die Ouabainbindung wesentlich beeinflussen. Werden diese elektrisch
neutralen Aminosdurereste durch geladene ersetzt, wird die Pumpe um ein vielfaches
ouabaininsensitiver, wie bei der fir diese Arbeit verwandten ouabainresistenten Na™/K*-
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ATPase des Torpedo californica geschehen. Weiteres hierzu findet man in den Arbeiten von
E.M. Price und J.B. Lindgrel (Price & Lingrel, 1988) sowie L. Vasilets und W. Schwarz
(Vasilets & Schwarz, 1994).

A.3.2. Xenopus laevis
Sudaftrikanischer Krallenfrosch

|. Klassifikation:

Die Spezies Xenopus laevis oder auch sidafrikanischer Krallenfrosch, gehért zu der Klasse
der Amphibien, der Unterklasse der Apsiodopondyli, der Ordnung der Anura, der
Unterordnung der Opisthocoela, der Familie der Pipidea und schlieBlich der Unterfamilie
der Xenopoinae (Kado R.T., 1997).

Il. Vorkommen:
Die Familie der Pipidea spaltet sich in zwei Verbreitungsgebiete auf. Zum einen findet man
sie im tropischen Stidamerika &stlich der Anden und im benachbarten Panama, zum

anderen in sudlich der Sahara gelegenen Teilen Afrikas; dort trifft man auch die
Unterfamilie der Xenopoinae an {Abb: 3}.

s T " o
AP ; | 7 }%ﬂ”’

Abb: 3:Vorkommen lebender Mitglieder der Familie Pipidae in
Std-Amerika und der Familie Pelodytidae in Europa und Sid-
west-Asien.(Duellman & Trueb, 1994)

l1l. Morphologie:

Die Weibchen des Xenopus laevis kénnen lénger als 10 cm werden {Abb. 4}. Die
Ménnchen sind in der Regel 10-30% kleiner. Die Haut ist weich und auf der Oberseite
dunkel pigmentiert, sie kann ihre Farbe jedoch je nach Umgebung recht schnell andern.
Sie bildet ein schleimiges Sekret, das ein Antibiotikum sowie ein Toxin enthdlt, wobei
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letzteres fir den Menschen sich als ungefahrlich erweist. Farbwechsel und Sekretion stellen
im Gbrigen die wirksamsten Abwehrmechanismen des Frosches dar. Die Ménnchen
zeichnen sich zudem noch durch viele Pusteln auf dem Kopf aus. Xenopus laevis gab man
seinen Namen wegen seiner, mit jeweils drei langen Krallen besetzten Hinterfifle (Kobel et

al., 1996b).

Abb. 4: ausgewachsenes Xenopus laevis Weibchen in Rickenansicht (links)
und Bauchansicht (rechts).

IV. Okologie:

Xenopus laevis lebt in so gut wie allen Gewdssern: Man findet ihn in Flussen, Seen,
Sumpfen, Uberfluteten Gruben und Mulden. Er vermehrt sich sowohl in saurem als auch in
alkalischem Wasser. Experimente zeigen, daf3 er bis zu 40% Seewasser fir mehrere Tage
toleriert, was fir Amphibien sehr ungewdhnlich ist. Xenopus laevis hat sich in Regionen
unterschiedlichster Temperaturen angesiedelt. Seine natirlichen Lebensrdaume verlassend
hat er sogar in eisiberfrorenen Seen Virginias und in den Wistenseen Arizonas, die grofer
Hitze ausgesetzt sind, Uberlebt. Alle Studien zeigen, daf3 Xenopus ein mehr oder weniger
nicht-selektiver Rauber ist, der alles frifit, was sein Organismus nur aufnehmen kann. Die
Beute wird vom Frosch durch ihre Bewegung wahrgenommen. Anschlieffend schaufelt der
Frosch mit den Vorderfiflen die Beute zu seinem Maul, um sie mit dem zahnigen Kiefer
festzuhalten. Mit den Krallen der HinterfifBe reifit er schlieBlich maulgerechte Sticke aus
seiner Beute (Kobel et al., 1996q).
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A.3.3. Oozyten des Xenopus laevis
. Einleitung:

In der Forschung im Bereich der Biophysik, Biochemie, Elektrophysiologie und
Entwicklungsphysiologie haben sich die Oozyten des Xenopus laevis als
zelluléres Expressions- und Translationssystem, sowie als entwicklungs-
physiologisches Modell als &uBerst erfolgreich erwiesen. Diese weitgehend
undifferenzierten Zellen eignen sich auf Grund ihrer hohen Translationsraten,
die auf die groBBe Anzahl an Ribosomen zuriickgefihrt werden kénnen, aus-
gesprochen fir Untersuchungen an exprimierten oozytenfremden Proteinen.
lhre schnelle Proteinbiosynthese erméglicht Xenopus eine kurze Embryonal-
entwicklung. Betrachtet man die Gréfie der Oozyten (Durchmesser = 1,3 mm;
tatséichliche Oberflache = 22 mm?), eréffnen auch hier sich der Forschung
viele Maglichkeiten.

Il. Entwicklungsphysiologie:

Die Oogenese kann man bei Wirbeltieren in drei Phasen unterteilen: die Vermehrungs-,
die Wachstums- und die Reifungsphase.

In der Proliferationsphase, der Vermehrungsphase, bilden sich aus der Urgeschlechtszelle
Uber mitotische Teilungen bis zu 30000 Oozyten, die von Follikel- und Thekazellen
umgeben sind. Zudem bildet sich hier der Translations-Apparat fir die Boten-RNS
(messenger-RNS bzw. mRNS) in den Oozyten vollsténdig aus.

In der Wachstumsphase findet eine wesentliche Volumenzunahme gegeniber der
Proliferationsphase statt. Innerhalb dieser Phase unterscheidet man nach Dumont 6
Stadien (Duellman & Trueb, 1994). Wéhrend im Stadium | die Oozyte noch transparent
ist, einen groflen Zellkern und einen Durchmesser von 50-300 um hat, wird im Stadium |I
das Zytoplasma bereits weifilich und es beginnt eine Protein- und Lipoid-Dotterbildung. Im
Stadium Il ist die Oozyte auf 450-650 um angewachsen, weshalb sie jetzt zur Stabili-
sierung ein Exoskelett auf ihre Aulenmembran auflagert, die sog. Vitellinhille, die eine
Dicke von 1 um hat. Das Zytoplasma hat jetzt eine braun-schwarze Férbung. Im Stadium
IV lagert sich der weif}liche Dotter auf Grund seiner hohen Dichte unter das dunkle,
ribosomenreiche leichtere Zytoplasma. Die sich so ausbildende, weiflgelbe Hemisphare
der Oozyte bezeichnet man als die vegetative, die dunkle als die animale. Im Stadium V
hat die Oozyte bereits einen Durchmesser von 1000-1200 um erreicht. lhr Kern ist nun
auf Grund grofler vakuolisierter Nukleoli in die animale Hemisphére gestiegen, wéhrend
sich 15 um grofe Dotterorganellen in der vegetativen gesammelt haben. SchlieBlich l&st
sich die Oozyte in Stadium VI vom Follikelepithel, und die Aktivitat der Transportsysteme in
der Membran vermindert sich. Dieses Stadium tritt allerdings jeweils kurz vor dem Laichen
ein.

In der Reifungsphase, in der sich die Qozyte zu einem besamungsféhigen Ei entwickelt,
treten gravierende Verénderungen auf. So entsteht z.B. durch das Auflésen der Kernhille
eine unpigmentierte Kernsphére am animalen Pol. Siehe hierzu auch Richter (Richter,

1997).
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A.4. Methoden

A.4.1. Haltung des Xenopus laevis

Seine Unempfindlichkeit gegentber Wasserqualitét und Temperatur und die Tatsache, daf3
er ein Allesfresser ist, machen Xenopus laevis zu einem geeigneten Labortier. Auch
Operationen kénnen an dem Frosch auf Grund seiner Hautsekretion {A.3.2.1lI} unsteril
vorgenommen werden, was einen weiteren Vorteil darstellt.

Da wir die Frésche in unserer Arbeitsgruppe nur zur Oozytengewinnung bendtigen, halten
wir nur die Weibchen. Gezichtet werden unsere Frésche in groflen Zuchtstationen in
Stdafrika. Die Frésche werden in grofien Becken von 200 - 300 | Wasser bei schwacher
Beleuchtung mit bis zu 20 Tieren pro Becken gehalten. Bei dem Wasser handelt es sich um
normales Leitungswasser, welches zusétzlich Gber handelstbliche Aquariumkohle gefiltert
wird. Die Wassertemperatur ist auf 18°C reguliert, was die Vitalitat der Frésche herabsetzt,
dafir aber Féulnisprozesse und bakterielles Wachstum verlangsamt. Gefittert werden die
Frésche mit Herzmuskelfleisch vom Rind und mit Vitaminpréparaten.

A.4.2. Gewinnung und Behandlung der Oozyten

. Einleitung:

Fir die Versuche wurden Oozyten des Stadium V {A.3.3.11} des Xenopus laevis
{0} verwendet, da sie auf Grund ihrer Gréfle fur die RNA-Injektion {VI}, die
Devitellinisierung {VII} und Defollikulierung {IV} und die Positionierung in der
MeBBkammer {A.4.3.VI u. A.4.4VI} am besten geeignet sind. Zudem kann
man sicher sein, bei der RNA-Injektion nicht den Kern zu treffen, da er sich im
Stadium V in der animalen Hemisphére befindet. Durch eine Operation {llI}
wird dem Frosch ovariales Gewebe {lI} entnommen, in dem sich die Oozyten
befinden. Die Oozyten werden von dem sie umgebenden Gewebe enzymatisch
bzw. mechanisch gereinigt und vereinzelt {IV}. Die ausselektierten Oozyten des
Stadiums V werden dann vor und nach der RNA-Injektion in G-ORI {A.5.2.1}
aufbewahrt und sind so bis zu 3 Wochen brauchbar. Um bei Patch-Clamp-
Experimenten {A.4.3} eine Sealbildung {A.4.4.VII} zu erreichen, missen die
Oozyten noch devitellinisiert {VII} werden, damit ein direkter Kontakt zwischen
Patchpipette und Membran besteht. Zu allen Abschnitten dieses Kapitels sei
auch auf Richter (Richter, 1997) verwiesen.

1. Ovar:

Die Oozyten des Xenopus laevis befinden sich in den Stadien I-VI {A.3.3.11} in sack-
formigen Gebilden, den sog. Mesovarien im Bauchraum des Frosches. Die Oozyten der
verschiedenen Stadien werden hierbei von Gewebe eingeschlossen, das aus Follikel-
epithel, der bindegewebigen Theka uwnd Ovarepithel besteht. Eine Hauptaufgabe dieses
mit Blutkapillaren durchdrungenen Gewebes besteht in der Néhrstoffzufihrung.
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lll. Operation:

Zundchst mufl dem Frosch durch eine Opera-
tion das Ovar entnommen werden. Man wdéhlt
hierfir ein Exemplar mit gut entwickelten
Ovarien. Den Frosch legt man dann in eine
Schale mit einem Betéubungsmedium, dessen
—— Wirkstoff der Frosch Gber seine Haut absorbiert.
Es wird hierfior MS222 {A.5.2} verwendet, das
J man normalerweise bei 4° Celsius lagert. Nach
EA > e etwa 10 min Uberprift man, ob bei dem Tier
. :_& immer noch ein respiratorischer Schluckreflex
QELCRL el g handen ist, indem man ihm in Rickenlage
vorhanden ist, g
mit dem Finger leicht Uber die Kehlregion
streicht. Wenn dies nicht der Fall ist, ist die Betéubung ausreichend und wird etwa eine
halbe bis eine Stunde anhalten. Da, wie schon erwdhnt {A.4}, die Haut des Tieres ein
Antibiotikum sekretiert, ist es mdéglich, die Operation unter nicht sterilen Bedingungen
durchzufihren. Zur eigenen Sicherheit wird hierbei das Tier mit Leitungswasser vom MS
222 gereinigt und dann in einer Operationsschale ricklings auf Eis gelegt. Da der Frosch
zu der Klasse der Amphibien gehért, hat er einen wechselwarmen Stoffwechsel, der durch
das Eis herabgesetzt wird, wodurch ein zu frihes Aufwachen des Tieres aus seiner
Betdubung verhindert wird. Der Schnitt wird am unteren Bereich des Bauchraumes
entweder rechts- oder linksseitig vorgenommen, um den zentral gelegenen Ovarienstamm
und die Abdominalarterie nicht zu verletzen. Mit einer Schere schneidet man nun einen
etwa 1 cm langen Schnitt in die Lederhaut, und durchtrennt anschlieBend die darunter-
liegende Haut, sowie das Muskelgewebe. Durch die so entstandene Offnung ergreift man
mit Pinzetten das Ovar, das sich zwischen der Bauchdecke und den Organen jeweils rechts
und links befindet. Vorsichtig zieht man einen ausreichenden Anteil des Ovar heraus
{Abb.6}, schneidet es dann direkt tber der Offnung ab und legt es in eine Petrischale mit
G-ORI {A.5.2.1}. Die Offnung wird nun mit Nadel und steriler Nahseide mit zwei Stichen
verndht, wobei jeder Faden durch sémtliche Gewebsschichten der Bauchdecke gefihrt und
dann verknotet wird {Abb.5}. Der Faden |&st sich nach ein paar Wochen von selbst auf,
wdahrend die Wunde schon léngst verheilt ist. Nach Beendigung der Operation wird der
Frosch zum Aufwachen aus seiner Betéubung in
eine leicht gefillte Wanne mit Leitungswasser
. . Abb.5: Vernghen *
gelegt, so daf3 er einerseits noch atmen kann, i 1 ‘ -
andererseits aber nicht austrocknet. Nach etwa '
einer viertel Stunde ist der Frosch erwacht und )
wird nun in ein abgedunkeltes Gefal mit 0,05%- ’
iger  Seesalzlésung gegeben (einfaches
Leitungswasser ist zu keimbelastet), um dann nach
einem Tag Erholung wieder in ein mit wenig
Fréschen besetztes Haltebecken zu kommen.

-

Cod
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IV. Mechanische und enzymatische Defollikulierung:

Grundsétzlich gibt es zwei Methoden, Oozyten aus dem ovarialen Gewebe zu vereinzeln.
Um die Oozyten aus der sie umgebenden Follikelschicht zu befreien, kann man zwischen
einer mechanischen und einer enzymatischen Defollikulierung wéhlen. Beide haben ihre
Vor- und Nachteile.

Bei der mechanischen Defollikulierung werden die OQozyten, die man in eine grofie, mit G-
ORI gefillte Petrischale legt, aus ihrem gréfleren ovarialen Gewebeverband separiert, was
relativ einfach ist. Danach sind die nun einzeln vorliegenden Oozyten noch von einer
Follikel-Theka-Schicht umgeben. In  diesem Zustand kann man die Oozyten
erfahrungsgemdf fir eine lédngere Zeit aufbewahren, als wenn die Follikelschicht, wie
weiter unten beschrieben, bereits enzymatisch entfernt ist. Dies stellt den Hauptvorteil der
mechanischen Defollikulierung dar. Die Nachteile bei vorhandener Follikelschicht liegen in
der erschwerten RNA-Injektion {A.4.2.VI} und vor allem in dem mihsamen und
zeitraubenden Schritt der eigentlichen mechanischen Defollikulierung am Tag des
Experiments. Hierbei faflt man mit zwei Pinzetten, die man dicht nebeneinander plaziert,
die Follikelschicht, ohne die darunterliegende Vitellinhille zu zerstéren, und reifdt sie durch
auseinanderziehen der Pinzetten auf. Da die Follikelschicht durch sog. Gap junction mit
der Ooztenmembran verbunden ist, verursacht das Abreiffen kleine ,Lécher” in der
Membran, wodurch die Zelle elekirisch voribergehend undicht wird und solange fir
Voltage-Clamp-Messugen unbrauchbar ist {A.4.3}. Die Zelle muf3 sich nach dieser
Prozedur mindestens 2 Stunden in G-ORI erholen.

Bei der enzymatischen Defollikulierung werden die Oozyten in eine Calzium-freie G-ORI-
Lésung mit 0,15% bzw. 0,3% Collagenase {A.5.2.1} gegeben. Collagenase ist ein aus
mehreren Enzymen bestehendes Produkt {A.5.3}. Diese Enzyme werden aus dem Pilz
Clostridium histolyticum gewonnen und haben eine proteolytische Eigenschaft mit Hilfe
derer sie das Bindegewebe und damit die Follikelschicht auflésen. Bei zu langer
Inkubationszeit der Oozyten in Collagenase kénnen auch Membranbestandteile aufgelést
werden. Wenn die Qozyten innerhalb einer kurzen Zeit defollikuliert werden sollen, werden
mit Pinzetten die sackférmigen Mesovarien geéffnet und das Ovar in einem Petrischélchen
in 0,3%-iger Collagenase-Lésung, die zuvor gefiltert wurde (Porengréfie 450nm), auf
einen Ruttler gestellt (Frequenz: 2Hz). Nach 4 Stunden sind die Oozyten vom Follikel-
Theka-Epitel befreit und werden zuerst 7 mal mit Calzium-freiem und dann noch 3 mal mit
normalem G-ORI gespilt. Will man die Oozyten Uber eine langere Zeit defollikulieren,
vollfohrt man die selbe Prozedur wie oben, mit dem Unterschied, daf3 man das Ovar mit
0,15%-ige Collagenaselésung 12 Stunden einlegt und keinen Rittler verwendet.

V. Aufbewahrung der Qozyten:

Die Oozyten werden fir gewdhnlich in gefilterter (200nm Porengréfie) G-ORI- oder SP-
ORI-Lésung {A.5.2.1} in Petrischélchen bei 19°C im Brutschrank aufbewahrt. Jedoch habe
ich auch versucht, nach RNA-Injektion {VI} und nach etwa 3-tégiger Aufbewahrung in
zundchst 19°C zur Expression die Oozyten bei 4°C aufzubewahren, was sich als erfolgreich
erwiesen hat. Sie bleiben hierbei etwa doppelt so lange haltbar, wie bei der ersten
Methode. Bei der verwendeten Standardlésung ORI (Oozyten-Ringer-Lésung), handelt es
sich um eine physiologische Lésung. Sie schafft der Oozyte somit eine, den Umsténden
enstsprechende, bestmogliche extrazelluldre Umgebung. G bzw. SP stehen fir Gentamecin
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bzw. Streptomicin und Penicillin {A.5.5}. Alle drei Substanzen sind Antibiotika und werden
der Oozyten-Ringer-Lésung beigemengt, um die Qozyten vor bakteriellen Keimen zu
schitzen. Auch die zuvor durchgefihrte Filterung der Lésung halt Bakterien und Pilzsporen
zurick. Eine kihlere Umgebung verlangsamt den Stoffwechsel sowohl der Oozyten als
auch den der Bakterien und anderer parasitdrer Organismen. Dies verhindert eine
vorzeitige Reifung {A.3.3.1I} der Oozyten und hélt die Oozyten lénger intakt. Allerdings
durfen die Oozyten bei der 4°C-Methode nicht plétzlich in ein warmeres Medium bei
Zimmertemperatur gesetzt werden, weil durch den Temperaturschock eine frihzeitige
Reifung induziert werden kann. Die Lésungen in den Petrischédlchen werden taglich
gewechselt, um eine méglichst keimfreie Umgebung beizubehalten, wobei man
abgestorbene oder reife Oozyten herausnimmt, da sie andere Qozyten ebenfalls zum
Reifen anregen. Missen zu viele Oozyten entfernt werden, bietet sich auch an, sie gleich in
neue Schdlchen umzusetzten. Es sei hier noch erwdhnt, dafl jegliche Art der Umbettung
einzelner Qozyten von Schélchen zu Schélchen oder in die Meflkammer mit Hilfe einer
Pasteurpipette mit Gummisauger vorgenommen wurde, deren Offnung etwa einen
Durchmesser von @=1,5 mm hatte und durch Anschmelzen abgerundet war, um die

empfindlichen Oozyten nicht zu verletzen. Die Pipette wurde von Zeit zu Zeit mit 70%
Ethanol {A.5.5} und G-ORI gereinigt.

VI. RNA-Injektion:

Um oozytenfremde Proteine durch Proteinbiosyntese in der Oozyte zu erzeugen, wird in ihr
Zytoplasma cRNA mit der entsprechenden Information des Proteins injiziert. Die cRNA wird
durch Transkription aus cDNA gewonnen. Die cDNA fir die a-Untereinheit der Na™/K*-
ATPase des Torpedo californica {A.3.1} wurde zum ersten Mal von K. Kawakami et al.
(Kawakami et al., 1985) komplementdr zu der mRNA dieses Fisches geklont und
sequenziert. Die cDNA der b-Untereinheit wurde von S. Noguchi et al. (Noguchi et al.,
1986) geklont und sequenziert. Da die a-Untereinheit etwa doppelt so grof} ist wie die b-
Untereinheit und jeweils genau eine Untereineit der einen Sorte mit einer der anderen von
der Zelle zur Na®/K*-ATPase in die Membran eingebaut wird, muf} beim Mischen der
beiden, in Wasser gelésten RNAs auf das richtige Verhdlinis geachtet werden. Nach dem
Mischen werden ein paar m der RNA in den Deckel eines Eppendorfréhrchens gegeben,
und mit Mineraldl {A.5.3} abgedeckt, um Verdunstung zu vermeiden. Es muf3 hier noch
erwdhnt werden, daf} alle GeféBBe und Pipetten, mit denen die RNA in Berihrung kommt
autoklaviert (eine Wasserdampfbehandlung unter einem Druck von 2 bar und einer
Temperatur von 120°C) werden muissen und mit Handschuhen gearbeitet werden mu8,
um RNAasen zu eliminieren, die die RNA enzymatisch abbauen kénnten. Nun wird eine
Glaskapillare, die man mit Mineraldl fGllt, auf eine Mikroinjektionspumpe {A.5.4}
aufgebracht. Die Glaskapillare wurde zuvor an einem Ziehgerat (engl. Puller) {A.4.3.V},
wie man es fir Voltage-Clamp-Elekiroden {A.4.3.IV} verwendet, gezogen. Sie besteht aus
Borsoilikatglas  mit  einem  AuBendurchmesser von @=1,Imm und einem
Innendurchmesser von @=0,6mm. Durch das Ziehen erhélt man eine Spitze mit einem
Durchmesser von ungeféhr @=1mm. Die Spitze wird nach der Olfillung mit einer Pinzette
ein wenig erweitert (J=10-20mm), um ein ungehindertes Injizieren zu ermdglichen. Man
plaziert die Spitze innerhalb des RNA-Tropfens und saugt ihn in die Kapillare. Die Oozyten
legt man nun in ein mit G-ORI {A.5.2.1} gefilltes und mit Vertiefungen fir die
Positionierung der Zellen versehenes Petrischélchen. Mit der Glaskapillare wird zwischen
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die animale und vegetative Hemisphére der Oozyte gestochen, um nicht den Zellkern zu
treffen, und es werden 46nl injiziert. Nach der Injektion werden die Zellen in G-ORI

aufbewahrt {V}.

VII. Devitellinisierung:

Vor einem Patch-Experiment {A.4.3} muf3 zunachst die Vitellinhille {A.3.3.11} der Oozyte
mechanisch entfernt werden, damit zwischen Patchpipette {A.4.4.V} und Membran ein
Seal {A.4.4VIl} sich ausbilden kann. Die Vitellinhille verhindert hierbei den direkten
Kontakt zwischen Membran und Glas. Da sie als Exoskelett direkt auf der Membran
aufliegt, ist es duBerst schwer, sie unter diesen Umsténden mechanisch zu entfernen, ohne
die Membran selbst erheblich zu verletzen. Zu diesem Zweck wird die Oozyte kurzzeitig
(etwa 1 min) in eine hochosmolare (300mM) Saccharose-Lésung {A.5.2} gegeben. Da
die VitellinhGlle, nicht aber die Membran fir Saccharose permeabel ist, schrumpft die
Oozyte unter der Vitellinhille auf Grund eines osmotischen Unterdruckes zusammen. Die
nun locker um die Qozyte liegende Vitellinhille, welche durchsichtig ist und nur unter
schrégem Lichteinfall durch Reflexion unter dem Lupenmikroskop {A.5.4} betrachtet
werden kann, wird mit zwei Pinzetten ergriffen und aufgerissen. Danach wird sie méglichst
schnell mit einer Pasteurpipette in die Messkammer des Patch-Clamp-Aufbaus umgebettet,
in der sich ORI befindet, um eine zu lange Inkubation in dieser Schrumpflésung zu
vermeiden; denn dies ist erfahrungsgemdB der Sealbildung abtraglich. Die Oozyten
mussen sich nach dieser Prozedur etwa 15 min erholen.

VIII. Na-Beladung fir Voltage-Clamp-Experimente

Vor Messungen an ganzen Qozyten mit dem Voltage-Clamp-Verfahren {A.4.3}, bei
denen die Na®/K*-ATPase untersucht werden soll, ist es sinnvoll, die intrazellulére
Natriumkonzentration [Na™], zu erhdhen. Dadurch wird eine héhere Pumprate erzielt, und
es kdnnen gréfere Pumpenstréme gemessen werden. Hierzu behandelt man die Qozyten
mindestens eine Stunde vor den Messungen fir eine % Stunde mit einer
Natriumbeladelésung (engl. Na-loading-solution) {A.5.2.1}, welche 110mM Na™*, 2,5mM
Na-Citrat und als Puffer 5mM MOPS (pH7,6) enthdlt. Das calziumfreie extrazellulare
Medium sowie das Natriumcitrat macht die Oozytenmembran fir Na® permeabel. Durch
die hohe extrazellulére Natriumkonzentration [Na®], diffundiert Na™ in die Zelle und
erhdht dort die [Na™].. Nach der Natriumbeladung werden die Oozyten fir mindestens 4
Stunde bis zu Beginn der Messungen in eine Postladelésung (engl. post-loading-solution)
{A.5.2.1} gegeben. Sie enthalt T00mM Na™, 2mM Ca?* sowie 10mM Ba?*, 20mM TEA
und als Puffer 5mM MOPS (pH7,6). Hierbei bewirkt das extrazelluldre Calcium eine
Regeneration der Membran. Die Kaliumfreiheit des extrazelluldren Mediums blockiert die
Na®/K"-ATPase und verhindert, daf3 die Pumpe die nun hohe [Na™], wieder auf ein
physiologisches Maf3 bringt.
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A.4.3. Das Two-Elektrode-Voltage-Clamp-Verfahren

. Einleitung:

Wenn die Leitfahigkeit einer Zellmembran sich nur partiell éndert und diese
Anderung klein gegentber der Gesamtleitfdhigkeit der ganzen Zelle bleibt, ist
es moglich, mit Hilfe zweier intrazellularer Mikroelektroden {IV} die Zelle auf
ein Potential zu zwingen, indem das vorhandene Potential gemessen und
gleichzeitig Strom in die Zelle injiziert wird. Dieses Verfahren, das man mit Two-
Microelectrode-Voltage-Clamp bezeichnet hat, wurde zuerst erfolgreich von
Takeuchi und Takeuchi (Takeuchi & Takeuchi, 1959) angewandt. Es ermdglicht
eine ganze Zelle, wie z.B. eine Oozyte, innerhalb weniger Millisekunden (2-5
msec bei Qozyten des Stadiums V) auf jedes beliebige Potential zu zwingen und
transmembrane, elekirische Stréme in der GréBenordnung von min. 10nA
mitzuverfolgen, die auf Grund einer potentialabhéngigen
Leitfahigkeitsénderung der Membran verursacht werden. Als Prinzip des
Verfahrens, mit dem die Zelle auf ein Potential gezwungen, man sagt auch
,geklemmt” (wegen engl. clamp = Klammer) wird, liegt der im Abschnitt {II}
behandelte Schaltkreis zu Grunde.

Il. Spannungsklemme
Fior die Spannungsklemme des Two-Microelectrode-Voltage-Clamp finden  zwei
Mikroelekiroden, die in die Zelle gestochen werden, und zwei Badelektroden Anwendung.
Die Mikroelektroden sind so konstruiert, daf3 sie nur mit dem Zellinneren elektrischen
Kontakt haben. Das Membranpotential V., wird zundchst zwischen einer der Mikro-
elektroden (MET1), die man als die Spannungselekirode bezeichnet, und einer sog.
virtuellen Badelekirode (B1) gemessen {Abb 7}. Uber eine zweite Badelektrode (B2) ist das
Bad tatsdchlich geerdet. Diese
Anordnung der getfrennten Bad-
elektroden erlaubt es, mit Hilfe von
Impedanzwandlern (IW1 und IW2)
niederohmige Signale zu erhalten.
Die Signale werden an einen
Proportional-Integralregler (PIT)
gegeben, der als Ausgangsspannung
(voltage-output) V., erzeugt. Das
Sollpotential (engl. command
voltage) V. sowie das

Membranpotential V., dienen einem
weiteren  Proportional-Integralregler
(PI2) als Eingangssignale. Besteht ANy VEL ME2

V/C-Conv.

: : ) . Zell ‘/W__L
zwischen den beiden Potentialen eine B1 elie B2

Differenz (ein sog. Regelfehler), wird

diese verstdrkt und aufintegriert,  Abb 7: Schaltskizze der Spannungsklemme.

wodurch am Regler eine

Ausgangsspannung  (engl.  output

voltage) V, erzeugt wird. V, wiederum dient als Signal fir eine Stromquelle (V/C-Conv.) zur
Strominjektion. Die Stromquelle erlaubt es, den Strom |, der durch die Stromelektrode
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(ME2) und Gber die Zellmembran zur Badelektrode (B2) fliefit, zu messen. Die Verstdrkung
(engl. Gain) und somit die Gréfie von |, wird durch einen einstellbaren Proprotionalfaktor
M bestimmt. Eigentlich sollte, je gréfier der Faktor i ist, der Regler das Potential V., umso
schneller auf den Wert V_ geregelt haben. Wegen eines Zeitverzugs der Regelung
Ubersteuert diese aber ab einer bestimmten Gréfle von p. Dies macht sich dann durch
Oszillationen in der Stromantwort |, bemerkbar. Neben transmembranen Anteilen hat der
Strom |, in den ersten Millisekunden einen bedeutenden kapazitiven Anteil, wofir die
Ursache in der Oberfléche der Membran zu suchen ist. Die Oberflache wirkt hier als
Kondensator, den es erst einmal aufzuladen gilt, um das gewiinschte Potential zu erhalten.
Durch Differenzbildung aus Strémen gleicher Potentialspriinge, bei denen die gewiinschten
transmembranen Anteile einmal vorhanden waren, ein andermal nicht, werden die
kapazitiven Anteile einfach eleminiert, und man erhélt nur den transmembranen
Stromanteil. Es sei hier noch erwéhnt, daf3 es fir die ganze Spannungsklemme wichtig ist,
die Widersténde (R1 und R2), welche durch die Mikroelektroden selbst dargestellt werden,
moglichst gering zu halten, was durch eine (weiter unten beschriebene) spezielle
Behandlung {V} der Elekiroden erfolgen kann. Die Spannungsklemme selbst wurde durch
den Verstarker TURBO-TEC-System {A.5.4} verwirklicht. Er verfigt Uber spezielle Filter-
und Kompensationseigenschaften, die hier aber nicht néher beschrieben werden sollen.
Der Verstarker ist Uber einen A/D-Wandler {A.5.4} mit einem Computer verbunden.
Dieser steuert den Verstérker mit einer spezieller Software {A.5.6} und erhélt von ihm Gber
diese Schnittstelle die zur Aufzeichnung und Weiterverarbeitung bestimmten Signale.

Man vergleiche hierzu A. Finkel und P. Gage (Finkel & Gage, 1985).

1. Mef3stand:

Der MeBstand ist folgendermaBen aufgebaut: Uber der MeBkammer {VI}, in der die
Messungen an der Oozyte bei verschiedenen Lésungen stattfinden, ist ein Lupenmikroskop
{A.5.4} angeordnet. Eine Kaltlichtlampe {A.5.4} neben der MeBkammer leuchtet dieselbe
aus. Lésungen laufen von an dem Mefstand befestigten Flaschen tber Schlduche und
Ventile in die MeBkammer. Die beiden Mikroelekiroden werden von einer Seite her Gber
Mikromanipulatoren {A.5.5} an die Kammer herangefahren. Der Stromelektrode ist noch
ein Stromspannungswandler als Stromquelle {lI} vorgeschaltet. Dieser Teil des Mef3standes
ist vibrationsarm gelagert und von einem Drahtkéfig umgeben, der zur Abschirmung
elektromagnetischer Strahlung dient. Zudem sind samtliche metallenen Gegensténde
innerhalb des Kafigs, die MeBkammer selbst und alle sich anschlieBenden Gerdéte
sternférmig geerdet. Die Stromquelle der Stromelektorde und die Spannungselektrode sind
mit dem Verstérker TURBO-TEC-System {A.5.4} verbunden. Mit dem TURBO-TEC-System
sind weiterhin ein A/D-Wandler {A.5.4}, ein Computer {A.5.4}, ein Schreiber {A.5.4},
unter Umstédnden auch ein Speicheroszilloskop {A.5.4} verbunden. Das Absaugen der
Ldsung Ubernimmt eine Membranpumpe.

IV. Elektroden

Fior die Spannungsklemme {ll} des Voltage-Clamp-Verfahrens werden zwei
Mikroelektroden und zwei Badelektroden benétigt. Die Mikroelektroden, die in die Zelle
eingestochen werden, haben die Aufgabe, ein vom AuBlenbad unabhéngige elekirische
Leitung in das Zellinnere zu schaffen. Beide Mikroelektroden, sowohl die Spannungs- als
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auch die Stromelektrode {ll}, bestehen aus einer mit 3mM KCl-Lésung {A.5.2} gefillten
Glaspipette, die in einem Kunstofthalter ruht, der mit einer Ag/AgClElekirode versehen ist.
Naheres zur Ag/AgCl-Elektrode und dem Elekirolyt findet sich im Abschnitt: {A.4.4.IV}.
Durch Erhitzen und Ziehen einer Glaskapillare, wie im néachsten Abschnitt Gber die Herstel-
lung der Mikroelekroden {V} beschrieben, erhdlt man Glaspipetten mit einem
Durchmesser von 1-2um und einem Pipettenwiderstand von 2-10MQ. Fir die in dieser
Arbeit erforderlichen Messungen von transienten Strémen war eine hohe Zeitauflésung,
und deshalb eine schnelle Regelung in der Spannungsklemme von grofler Bedeutung. Es
ist aber aus der Erfahrung bekannt, daf3 ein Pipettenwiderstand von tber 2MQ vor allem
bei der Stromelekirode eine inakzeptable Zeitauflésung liefert, da der Regelkreis einige
Millisekunden benétigt, um die Zelle auf ein gewiinschtes Potential zu klemmen. Einerseits
senkt nun eine Vergréferung der Spitzendffnung den Widerstand, andererseits darf das
Membranloch um die eingestochene Mikroelekirode jedoch nicht zu grofl werden, damit
es sich wieder schlieBen kann und zwischen Membran und Glas auf Grund von spéter
beschriebenen Wechselwirkungen {A.4.4 VII} ein hoher Widerstand sich ausbildet. Durch
ein schréges Anschleifen der Pipette {V} wird man beiden Forderungen gerecht. Aus der
erweiterten Offnung kénnte nun aber hochkonzentrierte Elektrolytlésung in die Zelle
flieBen, weshalb man die Spitze mit Agar (genauver: Agar-agar) fillt, einem aus Tang
gewonnenen Polysaccharid-Komplex von gelartiger Konsistenz, der permeabel fir alle
lonen ist, aber eine Diffusion gréBeren Ausmafes unméglich macht. Man erhalt so
Mikroelektroden mit einem Pipettenwiderstand von <0,5MQ.

Die Badelektroden bestehen ebenfalls aus Ag/AgCl. Sie stehen im Gegensatz zur
Anordnung beim Patch-Clamp-Verfahren {A.4.4} direkt mit der Badlésung in Kontakt. Die
an ihnen sich ausbildenden Grenzflachenpotentiale {A.4.4.1V} werden abgeglichen.

V. Herstellung Agar-gefillter Mikroelektroden

Die Pipetten fur die Mikroelekiroden werden aus Borosilikatglaskapillaren mit Filament
hergestellt. Die Kapillare besitzen einen Auflendurchmesser von 1,5mm und einen
Innendurchmesser von @&=0,87mm. Das Filament hat einen Durchmesser von
D =0,2mm. Eine solche Glaskapillare wird in einen sog. Puller {A.5.6} gespannt. Dieses
Gerat vermag die Kapillare mittig anzuschmelzen und magnetkraftbetrieben in die Lénge
zu ziehen, bis sie in zwei Halften zerreifit und dadurch zwei Pipetten sich bilden. Die
Pipettenspitzen haben einen Offnungsdurchmesser, der in der GréBenordnung von 1-2um
liegt. Indem man die Heizleistung und die Stérke des Magnetfeldes variiert, kann man
unterschiedliche Geometrien bei den Pipettenspitzen und deren Offnungen erzeugen. In
einem weiteren Schritt wird die Pipette mit einer 3mM KCl-Lésung gefillt, wobei das
Filament dafir sorgt, daf3 die Lésung luftblasenfrei bis in die Spitze dringen kann. Man
erhélt bereits eine Mikroelekirode mit einem Pipettenwiderstand von >2MQ, wenn man
die so gefillte Pipette in einen Kunststoffthalter verbringt, in dem eine Ag/AgCl-Elekirode
sich befindet. Indem man die Mikoelektrode auf einen Mikomanipulator spannt und
schréig auf eine rotierende Glasschleifscheibe {A.5.5} setzt, wird die Pipettenspitze schrdg
angeschliffen, wodurch sich ihre  Offnung  vergréBert. Durch  zwischenzeitliche
Widerstandsmessungen kann so eine optimale Mikroelektrode mit einem Widerstand
<0,5MQ hergestellt werden. Die Pipette wird darauthin (ohne Halter) in erhitztes flissiges
Agar getaucht, welches durch Anlegen eines leichten Unterdrucks in die Spitze gesogen
wird. Nach Abkihlung ist die Mikorelektrode sofort einsetzbar.



A.4.3-22

VI. MeBBkammer und Lésungswechsel:

Weéhrend der Messungen mufl die Oozyte im Wechsel von verschiedenen Lésungen
umspUlt werden. Man benétigt deshalb eine nach oben offene MeBkammer mit einem
Lésungszulauf und einer Lésungsabsaugung. Die fir diese Arbeit verwendete MeBkammer
ist aus einem Plexiglasblock gefrést und kann auf Grund ihrer Transparenz gut beleuchtet
werden. Die Kammer hat eine langliche Form, was das Einstechen der beiden
Mikroelektroden in die Zelle vereinfacht und fir ein laminaren LésungsfluBl sorgt. In der
Mitte der Kammer befindet sich eine Kerbe, in der die Oozyte einen guten Halt findet. An
der einen schmalen Seiten der Kammer befindet sich eine Bohrung fir den Lésungszufluf.
An der anderen ein Uberlauf in eine weitere, kleine Kammer mit Bohrung zum Absaugen.
Die MeBBkammer wird so von den durch das Absaugen entstehenden Vibrationen
abgeschirmt. An jeder der beiden Langsseiten der MeBkammer fihrt eine weitere Bohrung
zu einer kleineren Seitenkammer, in der eine Badelekirode liegt. Die Lésungen werden in
Flaschen Gber Kunststoff- und Silikonschlduche bis an die Zuleitung der Kammer
herangefihrt. Uber Kunststoffhdhne und -zwingen wird der LésungsfluB gesteuvert. Ein
optimal vorgenommener kompletter Lésungswechsel in der Meflkammer geht so in etwa 1-
2min vonstatten. Ein schnellerer LésungsfluB wirde die Oozyte wegspilen. Eine
Temperaturregelung Uber Petier-Elemente ist zwar vorhanden, findet aber bei der
Durchfihrung unserer Experimente keine Anwendung, da durch eine klimatisierte
Umgebung die Temperatur der Lésungen zwischen 20°C und 22 °C konstant bleibt.
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A.4.4. Das Patch-Clamp-Vertahren

. Einleitung:

Wahrend meiner Voltage-Clamp-Experimente {B.2.2} zeigte sich bald, daf} die
zeitliche Auflésung dieses Verfahrens zu gering und auf Grund der hohen
elektrischen Kapazitdt der Oozytenoberflache und des elekirischen Wider-
standes der Stromelekirode auch nicht mehr zu steigern war. Um eine bessere
Zeitauflésung zu erreichen, war es notwendig, ein Verfahren zu wdhlen, bei
dem nicht mehr an der ganzen Zelle gemessen wurde, sondern nur noch an
einem zellunabhdngigen Membranstick, welches gegeniber einer ganzen
Zelle eine wesentlich geringere elektrische Kapazitét autwies. 1976 wurde solch
ein Verfahren, das sog. Patch-Clamp-Verfahren, von Neher und Sackmann
entwickelt (Neher et al., 1978), um Stréme einzelner lonenkandle in
Zellmembranen zu messen. Bei diesem Verfahren kann ein einzelner
Membranfleck auf einer Zelle (Cellattached-Konfiguration {VIII}) oder von ihr
isoliert untersucht werden, wobei dann auf beiden Seiten des Membranfleckes
die Lésungen definiert werden kénnen. Hierzu wird die hitzepolierte {V} und
reingehaltene Spitzendffnung einer mit Lésung gefillten Glaspipette an die
Membran einer ebenfalls in Lésung befindlichen ’
Zelle gedrickt (siehe auch Abb. 8). An der
Kontaktstelle zwischen Membran und Glas bildet sich
recht schnell ein hoher Widerstand von etwa 1-100
GQ aus: Ein sog. Seal {VII} ist entstanden. Der Seal
ist derart stabil, da} durch Wiederwegziehen der
Pipette das Membranstick aus der Zelle gerissen -
wird und in der Offnung kleben bleibt, wobei man Abb. 8: Sealbildung aus

. . . . . . (Manual EPC9, 1990)
weiterhin  einen stabilen Seal hat. Bei einer
Cellattached-Konfiguration besteht auch die Méglichkeit, mit einem Stromstof3
das Membranstick zu zerstéren. Durch Kombination dieser zwei Maglichkeiten
erhélt man die verschiedensten Patch-Konfigurationen {VIII}, von denen bei
dieser Arbeit die Outside-Out-Konfiguration {VIII} verwendet wird. Im
Gegensatz zum herkémmlichen Voltage-Clamp-Verfahren arbeitet man beim
Patch-Clamp-Verfahren nur mit zwei Elekiroden, einer Mikroelekirode {IV},
wovon die Glaspipette ein Bestandteil ist, und einer Badelekirode {IV}. Mit
Hilfe eines speziellen Spannungsverstérkers (EPC9 {A.5.4}), der an die zwei
Elektroden angeschlossen ist, wird die Membran auf eine bestimmte Spannung
geklemmt und zugleich der durch sie abflieBende Strom gemessen {llI}. Weil
man derart hohe Widerstdnde beim Seal hat, kénnen Stréme im pA-Bereich
rauscharm gemessen werden. Bei dem anfangs von Neher und Sackmann
entwickelten Patch-Clamp-Verfahren hat man, um Einzelkanalereignisse zu
sehen, mit Patchpipettendurchmessern von @=1-2um gearbeitet. Da aber
transiente  Strome der Na®/K*-ATPase wesentlich geringer sind als
Kanalstréme, mufl das Signal einer sehr grofien Zahl von ATPasen gemessen
werden. Daher wurden fur diese Arbeit Durchmesser von mindestens @=20um
benstigt. Das Verfahren, welches mit so grofien Pipettendurchmessern arbeitet,
nennt man das Giant-Patch-Clamp-Verfahren und wurde zum ersten Mal 1989
von Hilgemann (Hilgemann, 1989) vorgestellt. Dieses Verfahren wurde in der
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selben Arbeitsgruppe, in der auch diese Arbeit erstellt worden ist, durch J.
Rettinger 1994 (Rettinger, 1994) in einer Weise verbessert und vereinfacht, wie
es auch hier zur Anwendung kommt. Es zeigte sich dabei, daf3 das Verfahren in
der Outside-Out-Konfiguration effektiv angewandt werden kann.

Zum Patch-Clamp-Verfahren sei hierzu auch auf P. Hamill et al. (Hamill et al.,
1981) verwiesen.

Il. Spannungsklemme:

Beim Patch-Clamp-Verfahren schlieBt ein Membrarfleck die Offnung der Pipettensffinung
derart gut ab, daf} sich ein Widerstand von mehreren GQ ausbildet (Sealbildung {VII}).
Will man die Membran auf ein bestimmtes Potential V. klemmen, muf3 das Potential
natirlich genau an diesem Sealwiderstand abfallen. Da die Stréme, die flieBen missen, zu
gering sind, um dieses Potential aufrecht zu erhalten, werden sie nicht selbst gemessen,
sondern der Spannungsabfall V.., , den sie an einem hochohmigen Widerstand R

bewirken {Abb. 9 }.

‘s Vp R

Patchpipett ,r"/_‘,_/\/\/\ >
5 = Vref
I Voutput

Badelek

Abb. 9: einfache Schaltskizze einer Spannungsklemme ohne Kontrolle von V. der Gber die Pipettenelektrode
geflossene Strom ergibt sich aus: lp = V. /R.

Diese Schaltskizze verdeutlicht, wie man sich den Aufbau einer solchen Spannungsklemme
einfach vorstellen kann: Die Patchpipette befindet sich in der Badlésung. Das
Membranstiick in der Patchpipettenspitze bildet einen Sealwiderstand R, aus. Die dem Bad
zugewandte Seite der Membran steht mit der Badelektrode im elektrischen Kontakt. Die
dem Pipetteninneren zugewandte Seite steht mit der Pipettenelekirode im elektrischen
Kontakt. Mit der Pipettenelekirode ist der Widerstand R in Reihe geschaltet. Zwischen R
und der Badelektrode liegt eine feste Spannung V. an. Die Spannung V., wird an R
abgegriffen. Der Uber die Pipettenelektrode geflossene Strom ergibt sich aus: I, = V., /R.
Leider birgt dieser Aufbau einen Nachteil: Man kann die Spannung Ve, die am
Sealwiderstand R, abféllt, nicht genau vorgeben, da man nicht vorher weif3, wie hoch der
Strom |, sein wird. Deshalb ist ein anderer Aufbau ersonnen worden, bei dem zwar immer
noch der Strom |, am Widerstand R gemessen wird; die zwischen R und Badelektrode
angelegte Spannung V; wird nun aber variabel gestaltet {Abb: 10}.
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Abb: 10: verbesserter Schaltkreis, indem V; durch Variation von Vg immer gleich V. gehalten wird.
Ansonsten ist wieder lp = V.. /R.

Es wird zudem die Differenz zwischen der Spannung V, direkt an der Pipettenelekirode und
einer festen Spannung V. gemessen und V; solange variiert, bis die Differenz verschwindet
und somit V,=V ist. Den Vorgang, V; zu variieren bzw. die Differenz abzugleichen, kann
man automatisieren. Ein  Operationsverstérker erhdlt  hierbei als  Eingang das
Referenzpotential V. und das Potential der Patchelektrode V. {Abb 11}.

/,
Patchpipette’s

Voutput

Badelektrode

v

_j_:- Vref

Abb 11: durch einen Operationsverstérker wird automatisch V, = V¢ gehalten, indem dVg/dt = w, (V. - V).

Die Potentialantwort Vg des Operationsverstérkers éndert sich umsomehr, je gréfier die
Differenz V, - V_ist: dVe/dt = w, (V.- V)

w, ist hier die Verstarkungsbandbreite des Operationsverstirkers, angegeben in
Winkelfrequenz; sie ist gerdtespeziefisch. Ein gofier Vorteil dieses Schaltkreises liegt in
seiner Eigenschaft, daf3 bei erreichtem Potential V, kein Strom mehr durch den Operati-
onsverstarker flieBt, welcher die Messung stéren kénnte. In der Versuchsanordnung dieser
Arbeit wird der Schaltkreis durch das EPC9 {A.5.4} realisiert. Das EPC9 beinhaltet aber
noch weitere Komponenten, die z.B. der Kompensation kapazitiver Stréme dienen, denn
der oben gezeigte Schaltkreis {Abb 11} birgt nédmlich einige kapazitive Anteile in sich, die
z.B. von der Geometrie der Glaspipette oder von der Gréfle des ohmschen Widerstandes
herrGhren. Das EPC9 verfigt Gber zwei Kompensationsarten: Durch die ,schnelle
Kompensation” werden kapazitive Anteile im Bereich der ersten 10-30 ym kompensiert.
Die ,langsame Kompensation” ist fir kapazitive Stréme langsamerer Zeitkonstanten bei
whole-cell-Messungen {VIlI} gedacht. Obwohl in dieser Arbeit keine whole-cell-
Messungen durchgefihrt werden, findet die ,langsame Kompensation” als Ergédnzung zur
,schnellen” dennoch eine Anwendung. Die Einstellung der entsprechenden Parameter fir
die Kompensation nimmt das EPC9 automatisch vor, wenn man zum entsprechenden
Zeitpunkt Uber die Software-Steuerung {A.5.6} den Befehl dazu gibt.

Zu diesem Abschnitt vergleiche man auch Sigworth (Sigworth, 1983).
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1. Mef3stand

Der Mefstand ist folgendermaflen angeordnet: Die MeBkammer {VI}, in der die
Sealbildung und die Messung am Membranfleck bei verschiedenen Lésungen stattfindet,
ist Uber einem inversen Mikroskop {A.5.4} angeordnet. Das Mikroskop verfigt neben
seinem normalen Okular noch Gber eine Kamera und einen Monitor zur Beobachtung.
Eine Lampe oberhalb der MeBkammer leuchtet diese aus. Lésungen laufen von an den
Mefstand angebrachten Flaschen Gber Schlduche und Magnetventile {A.5.4} in die
MeBkammern. Von einer Seite her wird die Patchpipette mit Halterung und Vorverstarker
Uber einen groben {A.5.5} sowie einen feinen Manipulator {A.5.5} an die Kammer
herangefahren. Dieser Teil des MeBstandes ist vibrationsarm gelagert und von einem
Drahtkafig umgeben, der zur Abschirmung elekiromagnetischer Strahlung dient. Zudem
sind sémtliche metallenen Gegensténde innerhalb des Kafigs, die Melkammer selbst und
alle sich anschlieBenden Geréte geerdet. An den Vorverstdrker der Pipettenhalterung
schliefit sich ein spezieller Verstérker mit einem integrierten A/D-Wandler an, das EPC9.
Das EPC9 wird Uber einen Computer mit spezieller Software bedient und
Signalaufzeichnungen finden auch Uber diese Schnittstelle am Computer statt. Mit dem
EPC9 sind weiterhin ein Schreiber, unter Umstdnden auch ein Speicheroszilloskope
verbunden. Das Absaugen der Lésung Gbernimmt eine Membranpumpe.

IV. Elektroden:

Fur die Spannungsklemme {lI} des Patch-Clamp-Verfahren benstigt man zwei Elektroden:
eine Mikroelektrode und eine Badelektrode.

Die Mikroelektrode hat die Aufgabe, eine Seite des zu messenden Membranfleckens
gegeniber der Badlésung mechanisch und elektrisch zu isolieren, um auf dieser Seite mit
einer definierten Losung eine elekirische, vom Bad unabhéngige Leitung zu erhalten. Der
Membranflecken darf dabei aber nur einen Durchmesser von etwa 20-30uM haben.
Realisieren 168t sich das am einfachsten mit einer Glaspipette, wie sie im ndchsten
Abschnitt {V} beschrieben wird. Diese Pipette hat einen geeigneten Spitzendurchmesser.
Mit Lésung gefullt und einem chlorierten Silberdraht (Ag/AgCl) versehen bildet sie so die
Mikroelektrode. Sie selbst steckt in einem Halter aus Polycarbonat, der wiederum an einen
geerdeten Vorverstdrker angeschlossen ist. Der Halter besitzt eine zusétzliche Offnung,
Uber den der Pipetteninnendruck reguliert wird.

Die Badelektrode aus Ag/AgCl befindet sich in einer KCl-Bezugslésung, die Uber eine
Agar-Salzbricke mit dem Bad in elektrischem Kontakt steht. Der Agar hat die Konsistenz
eines Gels und ist in einen Kunstoffschlauch eingesogen, welcher selbst in einem Halter
steckt, in dem sich die KCl-Lésung und die Ag/AgCl-Elektorde befinden.

Da sich in den Pipettenlésungen der Mikroelekirode verschiedene Kationen mit
unterschiedlichen Diffusionsgeschwindigkeiten befinden, aber hauptséchlich nur ein Anion,
ndamlich ClI, ist es sinnvoll, eine Elekirode zu verwenden, die selektiv mit Cl- reagiert. Ein
chlorierter Silberdraht ist eine solche Elektrode:

Ag + Clr« AgCl + e
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Da die Lésung und das Ag/AgCl unteschiedliche chemische Potentiale haben, bildet sich
an den Grenzflachen zwischen Lésung und Elekirode beim Einstellen eines
elektrochemischen Potentialgleichgewichts ein elekirisches Potential, ein sog. Grenz-
flachenpotential. Ein solches Grenzflachenpotenial tritt sowohl bei beiden Elektorden als
auch an den Grenzflachen der Agar-Salzbricke auf. Alle diese Potentiale kénnen
abgeglichen werden, wenn man vor der Sealbildung {VII} die Mikroelektrode in das Bad
halt und einen Spannungsabgleich durchfthrt. Es ist hierbei natirlich wichtig, dafl im Laufe
der Messung die Grenzfléchenpotentiale sich nicht d@ndern. Deshalb sollte die CI-
Konzentration der Bezugslésung der Badelekirode und in der Pipettenlésung der
Mikroelekrode konstant bleiben.

V. Herstellung der Glaspipette fir die Mikroelektrode

Die Kapillare, aus denen die Elekiroden {IV} gezogen werden,
besteht aus Borosilikat und hat einen Innendurchmesser von @ =
0.87mm und einen Aulendurchmesser von & = 1,5mm. Eine
solche Glaskapillare mit einer Lénge von ca. 10cm wird in einen
Puller {A.5.4} gespannt. Das Geréat ist derart beschaffen, daf3 es
die Kapillare mit einer Heizspule mittig anheizt, um sie dann mit
Hilfe eines Gewichts in die Lénge zu ziehen. Dies geschieht in
zwei Stufen, wobei bei der zweiten die Kapillare in zwei Teile
gerissen wird. Beide Teile besitzen dann eine Spitze mit einer
Offnung von ungefshr @ = 1um (auBen). Da eine
Giantpatchpipette aber eine wesentlich gréBere Offnung haben
muf3, wird die Pipette in einen Heatpolisher {A.5.4} gespannt,
auf den an Stelle der Lupe ein Mikroskop installiert ist. Es besitzt
einen hauchdinnen Heizdraht, dessen Temperatur regelbar ist
und auf den ein Glastropfen mit einer niedrigeren
Schmelztemperatur, als sie das Borosilikatglas  aufweist,
aufgeschmolzen ist. Die Pipette wird unter dem Mikroskop so an
den Tropfen herangefahren, dafl sie ihn leicht berthrt
{Abb.12}(1.). Der Heizdraht wird soweit erhitzt, daf} der Tropfen
sich verflissigt und in die Pipette eingezogen wird. Mit Hilfe der
im Mikroskop befindlichen pm-Skala &8t sich kontrollieren, daf3
das flissige Glas genau bis zu einer Héhe in die Pipette steigt, bei der der innere
Durchmesser etwas mehr als der der gewiinschten Offnung ist (2.). Wenn man dann die
Heizung abschaltet, bricht die Pipette an eben dieser Stelle véllig glatt ab, weil der
Glastropfen durch Erkaltung geschrumpft ist (3.). In einem zweiten darauffolgenden Schritt
findet das eigentliche Hitzepolieren (engl. Heatpollishing) statt, indem man die Spitze der
Pipette wieder in die Néhe des Tropfen bringt, der in diesem Schritt wesentlich heif3er ist
und die durch das Abbrechen entstandene scharfkantige Offnung der Pipette anschmilzt
(4.). Dadurch werden die Kanten abgerundet, was die Sealeigenschaft {VII} deutlich
verbessert, und die Offnung nimmt im Durchmesser wieder ein wenig ab. Fir die dieser
Arbeit zugrundeliegenden Versuche wurden Giant-Patch-Pipetten mit einem Durchmesser
von @=20-30 um hergestellt.

Abb.12:Heatpolishing
einer
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VI. MeBBkammer und Lésungswechsel

Ein Vorteil des Patch-Clamp-Verfahrens in extrazelluléren Konfigurationen {VIII} besteht
darin, die Lésung auf beiden Seiten des zu messenden Membranfleckens vorgeben zu
kénnen. Ein Lésungswechsel findet an der PipettenauBenseite statt. Die Lésung im
Pipetteninneren zu wechseln ist zwar méglich, aber auf Grund von Druckschwankungen
ein wesentlich diffizileres Unterfangen, das bei dieser Arbeit auch nicht angewandt wurde.
Da der Seal vor allem bei den groflen Durchmessern der Giant-Patch-Methode héaufig
nicht allzulange stabil ist und die Messung deshalb nicht lénger als 5 min dauern sollte
(wohingegen beim Voltage-Clamp-Verfahren Messungen von 1-2 h méglich sind), missen
die Lésungswechsel dementsprechend schnell gestaltet werden. Zudem ist es sinnvoll, bei
der Patch-Clamp-Methode mit extrazellurdrer Konfiguration die eigentliche Messung mit
verschiedenen Ldsungen in einer anderen MeBBkammer durchzufthren als fir die
Sealbildung {VII} an der Oozyte. Da die devitellinisierte Oozyte sehr empfindlich ist und
sie als ganze auch nicht bei unterschiedlichen Lésungen untersucht werden soll (denn es
wurden hier keine whole-cell-Messungen {VIlI} durchgefihrt), bendtigt sie eine Kammer,
in der eine physiologische Lésung (hier ORI {VII und A.5.2.1}) kontinuierlich und langsam
flieBt und die Oozyte von allen Seiten umspilt. Das langsame Flieverhalten ist auch for
eine gute Sealbildung wichtig. Die Kammer ist deshalb kreisférmig. Nach der Sealbildung
und der Erstellung einer extrazelluléren Konfiguration bendtigt man eine zweite
MeBBkammer, um den Membranflecken bei verschiedenen Lésungen zu messen. Diese
zweite Kammer hat eine léngliche, ovale Form, da die Lésung wesentlich schneller flief3t
und ein méglichst laminares Strémungsverhalten am Mefort herrschen soll. Die zwei
MefBkammern sind in eine einzige runde Plexiglasscheibe eingefrést. So kann man, indem
man sie Uberflutet, mit der Pipette schnell zwischen ihnen hin und her wechseln; der Seal
bleibt dabei stabil. Da mit einem inversen Mikroskop die Meflkammern von unten her
betrachtet werden und die Entfernung zwischen dem zu beobachtenden Objekt und dem
Objektiv eines solchen Mikroskops sehr klein ist, besteht der Boden der Meflkammern nur
aus einem mit Silikonfett angebrachten Deckglas. Die Melkammern verfigen jeweils Gber
eine Bohrungen fur den Zulauf von Lésungen. Beide Kammern haben eine
Oberfléchenabsaugung, die aber nicht in der Kammer selbst, sondern daneben in einer
Kerbe stattfindet, um Vibrationen zu verhindern. In eine weitere Bohrung der ovalen
Kammer ist die Badelektrode eingefihrt. Damit auch die runde Kammer mit der
Badelektrode im elektrischen Kontakt steht, sind beide Kammern durch ein kleines
kommunizierendes Rohr verbunden. Die Lésungen werden in Flaschen Gber Kunststoff- und
Silikonschléuche bis an die Zuleitungen der Kammern herangefihrt. Fir einen schnellen
Lésungswechsel in der ovalen Kammer fihrt man eine feine Kunstoftkanile mit @=50um
Innendurchmesser in den Strom der Badlésung und l&6t durch sie die verschiedenen
Lésungen gesteuert Uber Magnetventile {A.5.4} flieBen. In den nun gebildeten feinen
laminarer Lésungstrahl der Kanile wird die Spitze der Patchpipette plaziert. Der kleinen
AusmaBe der Kanile wegen ist das Totvolumen beim Lésungswechsel ebenfalls gering,
und man kann einen kompletten Lésungswechsel in ca. 10 sec erreichen. Entwickelt wurde
dieser Lésungswechsel von J. Rettinger (Rettinger, 1994) nach Methoden, wie sie bei
Franke et al (Franke et al., 1987) beschrieben sind. Die Me3kammer wurde ebenfalls von
J.Rettinger in der genannten Arbeit konzipiert.



A.4.4-29

VII. Sealbildung

Um einen Seal an einer Qozyte in der kreisférmigen Meflkammer des Patch-Setup {VI} zu
erreichen, fillt man eine Glaspipette, die man vorher aus einer Glaskapillare gezogen und
hitzepoliert hat {V}, von hinten mit einer entsprechenden Pipettenldsung auf, schraubt sie
auf den Elektordenhalter mit der Ag/AgCl-Elektode und legt einen leichten Uberdruck von
etwa +2mm Hg im Pipetteninneren an, damit die Spitze keinen Schmutz aufsaugt und
somit sauber bleibt. Die Oberflache der Badlésung in der Meflkammer muB3 ebenfalls gut
abgesaugt sein, so daf} kein Staub sich darauf befindet. Dann taucht man die Pipette in
die Badlésung, fuhrt einen Spannungsabgleich am Verstérker Gber die Software {A.5.6}
aus und fahrt die Pipettenspitze an die Oozyte mit Hilfe eines Mikromanipulators {A.5.5}
heran. Berhrt die Spitze die Oozyte, steigt der Pipettenwiderstand, was man mit Hilfe der
Software des EPC9 sichtbar und hérbar mitverfolgen kann. Hatte die Pipette in der
Badlésung noch einen Widerstand von unter TMQ, so hat sie bei Berhrung der
Zelloberfléche einen Widerstand von etwa 2-10MQ. Legt man jetzt in der Pipette langsam
einen leichten Unterdruck von etwa —2mm Hg an, so daf3 die Oozytenmembran sich ein
wenig in die Spitze hineinwolbt, steigt der Pipettenwiderstand auf mehrere GQ an und
bleibt auch erhalten, wenn der Unterdruck wieder abgelassen wird: Ein Gigaseal hat sich
ausgebildet. Wie ist dies Phanomen zu erkldren? Vier Wechselwirkungen, die zwischen
dem Borosilikatglas und der Membran stattfinden, kann man fir diese Sealbildung
verantwortlich machen. Zundchst sind hier elekirostatische lonenbindungskréfte zu nennen.
Sie treten an den jeweiligen Oberfléchen zwischen den positiven Ladung der Membran
und den negativen Ladungen des Borosilikatglases auf. Dann entstehen noch
Wasserstoffbrickenbindungen  zwischen den Sauerstoff- oder Stickstoffatomen der
Phospholipide und den Sauerstoffatomen der Glasoberfléche. Weiterhin  gibt es
Wechselwirkungen, die unter Einbeziehung zweiwertiger lonen, wie Ca*, Salzbriicken
zwischen negativ geladenen Gruppen der Glas- und Membranoberfléchen ausbilden.
SchlieBlich muB man bei den Abstdnden zwischen den Oberfléichen im Bereich von 1A
Van-der-Waals-Krafte in  Betracht ziehen. Alle vier Wechselwirkungen tragen zur
Sealbildung bei, wobei aber die zuerst angefihrte elektrostatische Wechselwirkung eine
untergeordnete Rolle spielt. Man vergleiche hierzu Corey & Stevens (Corey & Stevens,

1983).

VIIl. Konfigurationen des Patch-Clamp
Cellattached-Konfigurationen

Wenn, wie in obigem Abschnitt beschrieben, ein Gigaseal zwischen Patchpipette und
Zellmembran sich ausgebildet hat, liegt bereits eine einfache Cellattached-Konfiguration
vor. Sie ermdglicht, einen Membranflecken einer intakten Zelle zu untersuchen.

Eine Weiterentwicklung dessen stellt die Wholecell-Konfiguration dar. Man erhdlt sie,
indem man bei der Cellattached-Konfiguration durch einen Spannungspuls den Mem-
branfleck zerstért, ohne dafl der Kontakt zwischen Membran und Glas sich éndert, wobei
der Gigaseal erhalten bleibt. Die Mikroelektrode erhalt dadurch einen direkten
elektrischen Kontakt zum Zellinneren. Allerdings ist diese Methode nur bei Zellen kleinen
Durchmessers (nicht bei Oozyten) geeignet, weil diese eine entsprechend geringe
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elektrische Kapazitdt aufweisen und somit eine hohe Zeitauflésung der Messungen
gewdhrleistet ist.

Extrazellulare Konfigurationen

Wenn man nach Erreichen einer Cellattached-Konfiguration die Pipette einfach von der
Zelle wegzieht, wird dadurch der Membranfleck aus der Zelle herausgerissen. Durch die
gute Haftung der Membran an das Glas (siehe Abschnitt Sealbildung {VII}) bleibt der
Gigaseal erhalten. Damit sich der Membranfleck nicht an seinen Réndern wieder schief3t
und ein Vesikel (Kugel aus einer Lipiddoppelschicht) bildet, muf3 die Badlésung calciumfrei
und magnesiumhaltig sein. In dieser Konfiguration zeigt die an der Zelle urspringlich
innensitzende Seite des Membranflecken nach auflen in die Badlésung. Deshalb nennt
man dies die Inside-Out-Konfiguration.

Eine weitere Moglichkeit ist, wie bei der Wholecell-Konfiguration, den Membranfleck erst
einmal zu zerstéren und dann die Pipette langsam wegzuziehen. Ist die Badlésung
calziumhaltig schnirt sich hierbei das entstandene Loch wieder zu einem neuen
Membranfleck zusammen und reifit von der Zelle ab. Damit liegen die Seitenverhdlinisse
aber umgekehrt zur Inside-Out Konfiguration, weshalb man dies die Outside-Out-
Konfiguration nennt, welche auch fur diese Arbeit verwandt wurde.

Zu allen Konfigurationen sei auf Hamill et. al. (Hamill et al., 1981)verwiesen, sowie auf M.

Cahalan und E. Neher (Cahalahn & Neher, 1992)
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A.4.5. Methodik der Auswertung aufgenommener Stréme

. Einleitung:

Fir die hier vorliegende Arbeit ist sowohl die Zeitabhangigkeit transmembraner
Stréme als auch ihre Potentialabhéngigkeit von Bedeutung. Um beide
Abhéngigkeiten mittels eines Experiments zu untersuchen, wird eine Folge von
ausgesuchten Membranpotentialen durchlaufen und fir jedes Potential der
Zeitverlauf des Stromes gemessen. Die Spannungsfolge ist derart gestaltet, daf3
man von einem Haltepotential ausgehend auf ein Potential der Folge und
wieder zurick auf das Haltepotential springt, wobei eine aufsteigende
Spannungsfolge in 10mV- oder 20mV-Schritten von -150mV bis +40mV
durchlaufen wird. Die Lénge eines Rechteckspannungspulses betrégt 80ms bis
100ms. Die aufgenommenen Stréme besitzen sowohl eine relaxierende
Komponente, die sich aus kapazitiven und transienten Strémen zusammensetzt,
als auch eine stationdre Komponente (engl. steady-state). Da die
auszuwertenden Stréme durch Differenzbildung zwischen gemessenen Strémen
errechnet werden, wie im Ergebnisteil noch néher beschrieben wird, ist folglich
der kapazitive Stromanteil eliminiert. Ein Beispiel fir eine solchen
Stromaufname ist in Abbildung {Abb.19} gezeigt. Die Auswertung beider
Komponenten sei im folgenden beschrieben:

Il. Auswertung von steady-state-Strémen:

Um den stationdren Strom bei einer bestimmten Spannung zu erhalten, mu3 gewdahrleistet
sein, daf} die transienten und kapazitiven Stréme soweit relaxiert sind, daf3 ihr Anteil
gegeniber dem des stationdren vernachléssigbar klein ist. Bei den Experimenten im
Rahmen dieser Arbeit sind sie das nach etwa 40ms. Die letzten 10-20% der Stromantwort
jedes einzelnen Spannungspulses sind deshalb bei einer Pulslénge von 80-100ms als
stationdr anzusehen und werden gemittelt. Man erhalt somit fir jedes Potential einen
dazugehdrigen Stromwert und kann daraus eine Strom-Spannungskennlinie generieren.

lll. Auswertung transienter Stréme:

Um die durch die transienten Stréme verursachte Ladungsverschiebung zu bestimmen,
integriert man die Stromantwort eines Spannungspulses Uber die Zeit, wobei der Wert des
stationdre Anteils als Basislinie genommen wird. Aus den so erhaltenen Werten kann eine
Ladungs-Spannungskennlinie generiert werden.

Weiterhin werden zur Bestimmung der Relaxationszeiten von Exponentialfunktionen und
deren Amplituden mit einem Néherungsverfahren des Programms Origin 5.0 {A.5.6}
diese Funktionen an den zeitlichen Stromverlauf angepaft.
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A.5. Material
A.5.1. Versuchstiere

Xenopus laevis African Xenopus Facility, Sidafrika

A.5.2. Losungen

|. Standardlésungen:

. Collage-
Sulzsfonzen / ORI G.ORl | SP.OR| Ca-freies Nq— pos.f— ~ase.
Lésungen G-ORI | loading | loading )
Lésung
NaCl 20mM | 90mM | 90mM | 90mM | T10mM | TOOmM | 90mM
KCl 2mM 2mM 2mM 2mM — — 2mM
CaCl, 2mM 2mM 2mM - - TmM -
O
< MgCl, - - - 2mM - - 2mM
)
BaCl, —~ —~ —~ —~ —~ 5mM —~
TEA - - —~ —~ —~ 20mM —~
Na-Citrat - - - - 2,5mM - -
E Gentamicin - 70mg/I - 70mg/I - - 70mg/I
:_g Streptomycin - - 25mg/I - - - -
c
<1 Penicillin - - 20mg/! - - - -
= 15¢g/I
S | Collagenase - - - - - - 30g/!
5 MOPS 5mM 5mM 5mM 5mM 5mM 5mM 5mM
2 NaOH <ImM | <ImM | <ImM | <ImM | <ITmM | <TmM | <ITmM
(titriert) | (titriert) | (titriert) | (fitriert) | (titriert) | (titriert) | (fitriert)
pH-Wert 7,4 7,4 7,4 7,4 7,6 7,6 7,4
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Il. Lésungen der Two-Elektrode-Voltage-Clamp-Messungen

Lésung in den Mikroelektroden:

3mM KCI

Badlésungen jeweils fir pH6, pH7,5 und pH9:
OmM /5mM  KCI

100mM NaCl / TMA-CI

20mM TEA-CI

5mM BaCl,

5mM NiCl,

5mM MES(pH6) / MOPS (pH7,5) / Tricine(pH?9)
OuM / 5uM Ouabain

Titration mit Tris

lll. Lésungen der Patch-Clamp-Messungen

Lésung in den Badelektroden mit Agar-Bricke:

3mM KCI

Pipettenldsung (pH7,5):

70mM NaCl

25mM NaOH(Pufferung)
5mM MgCl,

5mM EGTA

5mM MOPS

5mM ATP

Badlésungen jeweils fir pH6, pH7,5 und pH9:
OmM /5mM  KCI

100mM NaCl

5mM NaOH (Titration)

20mM TEA-CI

5mM BaCl,

(5mM NiCl,)

5mM MES(pH6) / MOPS (pH7,5) / Tricine(pH9)

5uM / 10mM  Ouabain

Saccharose-Lésung (Oozytenschrumpflésung) (pH7,4):

300mM Saccharose
90mM NaCl
2mM Ca,Cl
5mM MOPS

TmM NaOH(Titration)
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IV. Sonstige Lésungen

Zur Betéubung des Frosches:
MS222-Lésung: 3-Aminobenzoesdure Ethylester Methansulfonat (=Tricaine)

0,2% in Leitungswasser, pH 7,2

BaCl,

Bencylpenicillin Natriumsalz

A.5.3. Chemikalien

Fluka, Neu-Ulm
Fluka, Neu-Ulm

CaCl, Fluka, Neu-Ulm
Collagenase Sigma, Deisenhofen
EGTA Sigma, Deisenhofen

Gentamicine Sulfat

KCl

Fluka, Neu-Ulm
Fluka, Neu-Ulm

MES Fluka, Neu-Ulm
MgCl, Fluka, Neu-Ulm
Mineralsl Sigma, Deisenhofen
MOPS Sigma, Deisenhofen
MS222 Sandoz, Basel, Scheiz
Na,ATP Sigma, Deisenhofen
NaCl Fluka, Neu-Ulm
NaOH Sigma, Deisenhofen
NiCl, Sigma, Deisenhofen
Quabain Fluka, Neu-Ulm
Saccharose Fluka, Neu-Ulm

Streptomycine Sulfat
TEA-CI

Fluka, Neu-Ulm
Fluka, Neu-Ulm

TMA-CI Fluka, Neu-Ulm
Tricine Fluka, Neu-Ulm
TRIS Fluka, Neu-Ulm

A.5.4. Gerate

Analog/Digital-Wandler, CED 1401 Cambridge Electronic
CCD-Vidiokamera (s/w) Kappa, Gleichen
Computer, Pentium Celeron 266MHz Vobis, Frankfurt

Computer, XT IBM, GB
Elektrodenschleifapparatur MPI-Werktstatt
EPC9 Heka, Lambrecht

Heat Pollisher MF-78
Inkubationsschrank
Kaltlichtlampe, KL 1500

Lupenmikroskop, Wild M3Z

Mikroinjektionspumpe

Narishige, Japan
Leibold Haereus, Hanau
Schott, Mainz
Heerbrugg, Schweiz
Drummond, USA
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Oszillograph Burklin, Minchen
Patchelektrodenpuller PP-83 Narishige, Japan
Puller Modell 753 Campden; England
Reistwasseranlage, Milli-Q Millipore, Eschborn
S/W-Video-Monitor Kappa, Gleichen
Temperaturkontolle MPI-Werkstatt
TieftkUhltruhe Liebherr, Frankfurt
Vakuumpumpe Kuhn&Bayer, Nidderau
Voltage-clamp-Verstérker, Turbo TECO1  npi electronics, Tamm
x-t Schreiber Sekonic

XY-Schreiber Gould, Darmstadt

A.5.5. Arbeitsmaterial

Elektrodenhalter Zimmer, Elz
Faradaykafig MPI-Werktstatt
Glaskappilare @ 1,2 Drummond, USA
Glaskappilare @ 1,5 Hilgenberg, Malsfeld
Injektionskammer MPI-Werkstatt
Kulturschalen Nunc, Ddnemark
Messkammer MPI-Werkstatt
Mikromanipulator, mechanisch Bachhofer, Reutlingen
Mikromanipulatoren, hydraulisch Narishige, Japan
Patchelektrodenhalter Bode, Géttingen
Peltierrelemente MPI-Werktstatt
Stative Bachhofer, Reutlingen
Teflon-Magnetventile Novodirect, Kehl
U-Rohr-Manometer Fischer, Frankfurt

A.5.6. Software

Corel Draw Corel Corporation, USA

IQV W.Schwarz, L.Vasilets MPI
Microcal Origin 5.0 Microcal, Northampton, USA
Puls+Puls-Fit Heka, Lambrecht

Reference Manager 6.0 Research Information Systems, USA

Word 97 Micorsoft
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B. Ergebnisteil

B.1. Ergebnisse pH-abhdngiger
Kaliumdifferenzen

B.1.1. Einleitung

Die Na*/K*-ATPase benétigt wie im Abschnitt {A.3.1.1l1} beschrieben zum
Durchlaufen eines vollen Pumpenzyklus im normalen Modus von der Konfi-
guration P-E, tber E,'K, , E;"ATP, NajsE,-ATP und P-E,-Na; zurick zu P-E,
sowohl intrazelluléres Natrium als auch extrazelluldres Kalium. Durch diesen
Pumpenzyklus werden 2K* in die Zelle und 3Na™ hinaus gepumpt. Man erhalt
somit pro Zyklus und Pumpe einen Nettoladungstransport von le™. Unter
physiologischen Bedingungen, d.h. einer Potentialdifferenz intrazellulér
gegeniber extrazellulér von -60mV und [Na®],=10mM sowie [K*],=2mM,
wird der Zyklus 10-100mal in der Sekunde durchlaufen. Befindet sich extra-
zellular kein Kalium mehr in der Lésung, dafir aber Natrium, kann kein voller
Pumpenzyklus im normalen Modus durchlaufen werden, und man beobachtet
auch keinen Nettostrom der Pumpe. Die Pumpenfunktion der Na®/K*-ATPase
ist somit blockiert. Durch einen Wechsel der extrazelluldren Lésung zwischen
OmM und 5mM Kalium kann man somit steady-state-Strome {A.4.5.11} bei
jeweils aus- und wiedereingeschalter Pumpenfunktion messen. Durch
Differenzbildung erhalt man die Summe aller Nettostréme der gemessenen
Pumpen. Bei Two-Elekirode-Voltage-Clamp-Messungen an ganzen, Na™-
beladenen {A.4.2VIll} Oozyten des Stadiums V {A.3.3.11} liegen die
Nettostrome endogener Na®/K*-ATPasen in einer Gréflenordung von 30-
80nA. Bei in Oozyten exprimierten Na®/K*-ATPasen kénnen Stréme von Uber
200nA erreicht werden. Bei Patch-Clamp-Messungen mit einem Mem-
branflecken von ca. @=30um Durchmesser erhalt man hingegen Stréme um
5-10pA von endogenen sowie um 10-50pA von exprimierten Pumpen.

B.1.2. pH-Abhdngigkeit eines kaliumaktivierten Pumpen-
stroms bei Abwesenheit von extrazelluldrem Natrium

Wéhrend der Transientenstrommessungen {B.2.2} mit dem Voltage-Clamp-Verfahren an
der ouabainsensitiven Na™/K*-ATPase des Torpedo californica {A.3.1} war es
zweckmaBig, die Anzahl der in den Oozyten exprimierten Pumpen durch die Héhe des
kaliumaktivieten ~ Pumpenstroms  herauszufinden, um  sich  genigend grofler
Stromantworten sicher zu sein. Deshalb wurden diese Pumpenstréme am Anfang eines
jeden Experiments gemessen, und zwar bei drei verschiedenen extrazelluléren pH-Werten,
um eine pH-Abhéngigkeit zu untersuchen. Fir jeden pH-Wert wurden eine Lésungsabfolge
von OmM - 5mM -OmM Kalium gewdéhlt, wobei die Lésungen natriumfrei waren, denn es
sollte ein EinfluB von extrazellulérem Natrium ausgeschlossen werden. Fir jede Lésung
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wurden steady-state-Stréme einer Spannungsfolge von -150mV bis 30mV mit 10mV-
Potentialspringen gemessen, wobei das Haltepotential bei -60mV lag. Durch
Differenzbildung der Stréme bei 5mM und OmM erhielt man den kaliumabhéngigen
Pumpenstrom und konnte durch Mittelung der Stréme bei OmM Kalium eine Driftkorrektur
durchfihren. Die Lésungen enthielten zudem 20mM TMA und 5mM Ba?* zur Inhibierung
von Strdmen durch Kaliumkandle, sowie 5mNi?* zur Inhibierung von Strémen des
Na®/Ca?*- Austauschers, desweiteren einen Puffer fir den jeweiligen pH-Bereich: fir pHé
5mM MES, fir pH7.5 5mM MOPS und fir pH9 5mM Tricine. Zur Einstellung des pH-
Bereichs wurde TRIS verwendet. Die Lésungen enthielten ferner 100mM TMA™, da sich an
die steady-state-Messungen noch Messungen transienter Stréme mit Lésungen von
100mM Na* anschlossen und darauf geachtet werden mufite, daB man die Oozyten nicht
Lésungen unterschiedlicher Osmolaritét aussetzte. Die Lésungen hatten eine Osmolaritat
von 150-200mOsm, welches physiologischen Bedingungen gerecht wird. Die Temperatur
der Lésungen lag im Bereich von 20°C bis 22°C. Genauere Angaben zu den
Lésungsrezepten finden sich in Abschnitt {A.5.2}.
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Abb.13: Strom-Spannungskennlinien [K*],-abhéngiger Pumpenstrdme bei verschiedenen pH-Werten in einer
[Na*], von OmM. Bei der Pumpe handelt es sich um die ouabainsensitive Na*/K*-ATPase des Torpedo
californica. Die Pumpenstréme wurden aus einer Differenz von steady-state-Strémen der Lésungen mit 5mM
K* sowie mit OmM K* gebildet und bei pH7.5 und -60mV auf den Wert 1 normiert.

Die obige Abbildung {Abb.13} zeigt die Ergebnisse dieser steady-state-Messungen fir die
drei verschiedenen pH-Werte. Die steady-state-Stréme wurden fir pH7.5 bei -60mV auf
den Wert 1 normiert. Zur Mittelung wurden hierbei mehrere Experimente herangezogen
(Bei pH6 waren es 8, bei pH7.5 waren es 10 und bei pH? waren es 3 Experimente). Es
zeigte sich, wie erwartet {C.1}, dafl bei pH7.5 der Pumpenstrom anndhernd
potentialunabhéngig ist. Die Stréme der anderen pH-Werte wiesen bei starker
Hyperpolarisierung allerdings eine starke Potentialabhdngigkeit auf. Bei pH6 verursacht
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eine  zunehmende Hyperpolarisierung ein  Anwachsen des auswérts gerichteten
Pumpenstroms (dh. eines Stroms von intra- nach extrazelluldr). Hingegen bewirkt die
Hyperpolarisierung bei pH? eine Verringerung des Stroms. Anhand der Abbildung erkennt
man ebenfalls potentialabhéngiges Verhalten der Stréme bei einer Depolarisierung von
mehr als TOmV. In diesem Bereich sind die Ergebnisse aber mit Vorsicht zu behandeln, da
es hier grofie Auswdrtsstrome von Ca?*-insensitiven Chloridkandlen geben kann, die nach
bisherigem Kenntnisstand nicht zu inhibieren sind.

B.1.3. Einfluf} des Protonen-Einwéartsstoms bei Abwesenheit
von extrazellularem Kalium und Natrium auf die Ergebnisse

Es ist seit der Arbeit von J.Refttinger (Rettinger, 1996) bekannt, daf im Falle von
[K*],=[Na"],=0mM die Na®/K"-ATPase einen Modus mit zwei Zyklen hat, von denen der
eine bei einem Durchlauf ein extrazelluldres Proton in die Zelle pumt. Der zweite Zyklus
pumpt 3Na™ aus der Zelle, hat aber eine wesentlich geringer Pumpenrate, als der erste.
Der Modus sei hier beschrieben:

2HE,ATP ____ HE,ATP E]ATP — 3NaE,ATP (3Na)E,P intrazellulér
A \ A

} \ '
(2H)EP 2HEP I EQ — 3NaEP extrazellular

Abb.14: In der Arbeit von J. Reﬁmger vorgeschlagenes Reaktionsschema einer Na*/K™-ATPase bei
Abwesenheit von extazelluldrem K und Na*. Ein einwérts gerichteter Pumpenstrom wirde bedeuten, daf}
die Pumpenrate des Zyklus 1 wesentlich héher als die des Zyklus 2 ist.

Dieser Modus kommt aber weder bei [Na®],2 OmM noch bei [K'],2 OmM vor. Die
Differenzbildung fir die Ergebnisse des vorherigen Abschnittes {B.1.2} wurde aus Strémen
bei zwei verschiedener Lésungen gebildet. Eine der Lésungen hatte OmM K" und OmM
Na™, weswegen die Na®/K™-ATPase dabei im Pumpenmodus mit Protoneneinwértstrom
arbeitete. Da die andere Lésung 5mM K* besaf}, arbeitete die Pumpe im normalen Modus
ohne Protoneneinwértsstrom. Die aus der Differenzbildung erhaltenen kaliumabhéngigen
Pumpenstréme wurden somit durch den Anteil des Proteneneinwdrtsstroms verfélscht. Um
diesen Anteil zu eleminieren und den so korrigierten Pumpenstrom zu betrachten, war es
zweckmdéfig, die steady-state-Stréme einer Lésung mit 5mM K* und OmM Na™, sowie
einer mit OmM K* und 100mM Na* zu vergleichen. Ansonsten unterschieden sich die
Lésungen in ihrer Rezeptur nicht von der im vorigen Abschnitt angefihrten. Bei der ersten
Lésung lauft die Pumpe im normalen Modus, wéhrend der einwdértsgerichtete
Protonenstrom durch das Kalium blockiert ist. Bei der zweiten ist der normale Modus durch
die Abwesenheit von Kalium und der Modus des Protonenstroms durch das Vorhandensein
von Natrium blockiert. Fir jede Lésung wurden steady-state-Stréme einer Spannungsfolge
von -150mV bis 30mV mit 10mV-Potentialspringen gemessen, wobei das Haltepotential
bei -60mV lag. Durch Differenzbildung der Stréme der beiden Lésungen erhielt man den
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kaliumabhdngigen Pumpenstrom, der in {Abb.15} durch Strom-Spannungskennlinien bei
verschiedenen pH-Werten dargestellt ist. Eine Driftkorrektur konnte aber auf Grund des
Lésungsprotokolls nicht durchgefihrt werden.
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Abb.15: Korrektur der Strom-Spannungskennlinien [K*];-abhdngiger Pumpenstréme bei verschiedenen pH-
Werten in einer [Na*], von OmM durch Abzug des einwdrtsgerichteten H*-Stroms bei [K*],=[Na*],=0mM.
Bei der Pumpe handelt es sich um die ouabainsensitiven Na*/K*-ATPase des Torpedo californica. Die
Pumpenstrome wurden aus einer Differenz von steady-state-Strémen der Lésungen mit 5mM K und OmM
Na™, sowie mit OmM K* und T00mM Na* gebildet und bei pH7.5 und -60mV auf den Wert 1 normiert.

Die steady-state-Stréme wurden fir pH7.5 bei -60mV auf den Wert 1 normiert. Zur
Mittelung wurden hierbei mehrere Experimente herangezogen (Bei pHé waren es 4, bei
pH7.5 waren es 6 und bei pH? waren es 3 Experimente). Wie man an Hand dieser
Abbildung deutlich sieht, haben sich die Potentialabhéngigkeiten der Strom-Span-
nungskennlinien bei verschiedenen pH-Werten gegeniber denen des vorherigen Abschnitts
grundlegend gedndert. D.h., der Anteil des einwdrtsgerichteten Protonenstroms an den im
vorherigen Abschnitt ermittelten kaliumabhéngigen Pumpenstrom war doch erheblich. Die
in {Abb.15} gezeigten Ergebnisse weisen nun keinen Unterschied mehr zwischen den
Strom-Spannungskennlinien von pH6 und pHY im hyperpolarisierten Bereich auf. Auch
haben die Stréme bei diesen pH-Werten kaum eine Potentialabhéngigkeit im Bereich <-
30mV. Hingegen reduziert sich der auswérsgerichtete Pumpenstrom bei pH7.5 umso
mehr, je gréBer die Hyperpolarisation ist. Eine Beurteilung der Depolarisation ist auch hier
aus den oben genannten Griinden mit Vorsicht anzugehen, zumal eventuelle Unterschiede
in der Potentialabhangigkeit durch den in diesem Bereich gro3en Standardfehler Gberdeckt
werden.
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B.1.4. pH-Abhdngigkeit eines kaliumaktivierten Pumpen-
stroms bei Anwesenheit von extrazelluldrem Natrium

Weiter bot sich die Frage dar, wie sich extrazelluléres Natrium auf die pH-Abhéngigkeit
des kaliumaktivierten Pumpenstroms auswirkt. Alle Badlésungen enthielten deshalb bei
dieser Versuchsreihe 100mM Na™. Es wurde wieder an der ouabainsensitiven Na™/K*-
ATPase des Torpedo californica bei drei verschiedenen pH-Werten gemessen: pH6, pH7.5
und pH9. Fir jeden pH-Wert wurde eine Abfolge der Badlésungen von OmM - 5mM -
OmM Kalium gewdhlt. Fir jede Ldsung wurden steady-state-Stréme einer Spannungsfolge
von -150mV bis 30mV mit 10mV-Potentialspringen gemessen, wobei das Haltepotential
bei -60mV lag. Durch Differenzbildung der Stréme bei 5mM und OmM erhielt man den
kaliumabhéngigen Pumpenstrom und konnte durch Mittelung der Stréme bei OmM Kalium
eine Driftkorrektur durchfihren. Die durch die Differenzbildung erhaltenen Ergebnisse sind
in der Abbildung {Abb.16} dargestellt. Wurden die vorangegangen Messungen der
steady-state-Stréme noch mit dem Voltage-Clamp-Verfahren durchgefihrt, so wurde hier
das Patch-Clamp-Verfahren eingesetzt. Der Grund hierfir lag jedoch nicht an den
kaliumabhangigen Strémen, sondern ist allein darin zu suchen, dafl diese Messungen
zusammen mit Messungen transienter Stréme innerhalb eines Protokolls durchgefihrt
wurden und die letzteren einen Wechsel des Verfahrens nétig machten {B.2.2}. Die
Badldsungen enthielten auch hier 20mM TMA und 5mM Ba?* zur Inhibierung von
Kaliumkandlen, sowie 5mNi?* zur Inhibierung des Na*/Ca®"- Austauschers (fur die
defollikulierte und devitellenisierte Oozytenmembran beim Patch-Clamp-Verfahren nicht
mehr notwendig, aber zum Vergleich mit den Voltage-Clamp-Ergebnissen nétig). Folgende
Konzentationen eines Puffers wurden fir den jeweiligen pH-Bereich gewdhlt: fir pHé6 5mM
MES, for pH7.5 5mM MOPS und fir pH9 5mM Tricine. Die Pipettenldsung beinhaltete
5mM ATP zur Aktivierung der Pumpe, 100mMNa*, 5mM Mg?" als Ca®*-Ersatz, 5mM
EGTA zur Komplexbindung von freiem Ca?*, und 5mM MOPS als Puffer. Zur Einstellung
des pH-Bereichs der Badlésungen wurde TRIS verwendet und fir die Pipettenlésung
NaOH. Die Lésungen hatten eine Osmolaritét von 150-200mOsm, welches
physiologischen Bedingungen gerecht wird. Die Temperatur der Lésungen lag im Bereich

von 20°C bis 22°C. Genauere Angaben zu den Lésungsrezepten finden sich in Abschnitt
{A.5.2}.
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Abb.16: Strom-Spannungskennlinien [K*],-abhéngiger Pumpenstrdme bei verschiedenen pH-Werten in einer
[Na*], von 100mM. Bei der Pumpe handelt es sich um die ouabainsensitive Na*/K"-ATPase des Torpedo
californica. Die Pumpenstréme wurden aus einer Differenz von steady-state-Strémen der Lésungen mit 5mM
K* sowie mit OmM K" gebildet und bei pH7.5 und -60mV auf den Wert 1 normiert.

Die obige Abbildung {Abb.16} zeigt die aus der Differenzbildung entstandenen Strom-
Spannungskennlinien [K*],-abhéngiger Pumpenstréome bei den verschiedenen pH-Werten.
Die steady-state-Stréme wurden fir pH7.5 bei -60mV auf den Wert 1 normiert. Zur
Mittelung wurden hierbei 4 Experimente herangezogen. Aus der Abbildung erkennt man
eine, fur alle pH-Werte gleichermafen geltende, Potentialabhéngigkeit bei Hyper-
polarisation im Bereich von -110mV bis -60mV: Bei steigender Hyperpolarisation sinkt der
auswdrts gerichtete Pumpenstrom im Bereich von -110mV bis -30mV um fast die Halfte.
Zwischen den Kennlinien der verschiedenen pH-Werte lassen sich aber im Rahmen der
Fehlerbalken keine Unterschiede feststellen. Fir den stark hyperpolarisierten Bereich <-
100mV ist eine Ausage auf Grund des Fehlers unméglich. Im Bereich >-30mV der
Depolarisation ist eine Séttigung zu erkennen. Die beim Voltage-Clamp-Verfahren
stérenden Chloridkandle im Bereich der Depolarisation bilden beim Patch-Clamp-
Verfahren kaum ein Problem, weil die Faktoren, die das Offnen dieser Kandle
beginstigen, durch die Vorgabe der Lésung auf der Membraninnenseite unterbunden
werden.
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B.2. Ergebnisse der transienten Strome des

Na/Na-Austausches
B.2.1. Einleitung

Wie schon in dem Abschnitt {A.3.1.IV} beschrieben, durchléuft die Na™/K*-
ATPase in einer extrazellularen kaliumfreien, aber natriumhaltigen Lésung eine
Konformationsdnderung, deren Modus einen elektroneutrale  Na/Na-
Austausch (engl. Na/Na-Exchange) darstellt. Wie ebenfalls beschrieben,
existieren noch andere elekirogene Modi, die aber von der Pumpe wesentlich
seltener durchlaufen werden {B.2.2}. Beim Pumpenzyklus des hier zu
betrachtenden Modus wird der halbe Zyklus des normalen Modus mit Natri-
umaufnahme und -abgabe durchlaufen, d.h. von E;"ATP Uber E,P-(Naj),
E,PNa; nach P-E, und wieder zuriick. Obwohl der Na/Na-Austausch elektro-
neutral ist, also keinen Nettostrom produziert, ist er dennoch potentialab-
héangig. Es hat sich jedoch gezeigt (wie in (Vasilets et al., 1993) und (Rakowski
et al.,, 1991) beschrieben), daf3 nicht die Konformationsdnderung an sich
potentialabhéngig ist, sondern ein auf der extrazelluléren Seite der Na*/K™-
ATPase befindlicher Zugangskanal (engl. access-channel), der zu einer
potentialabhéngigen Bindung der Kationen fihrt. Unter den oben genannten
Bedingungen fur einen Na/Na-Austausch bewirkt eine Hyperpolarisierung
somit eine Erhdhung der Na*-Konzentration [Na®]y direkt an den
Bindungsstellen. Das elektrochemische Reaktionsgleichgewicht zwischen den
verschieden Konformationen des Austauschmodus wird sich somit weg von der
P-E,-Konformation verschieben, d.h. ab einer bestimmten Gréfle der
Hyperpolarisation befinden sich, statistisch gesehen, keine Pumpen der
Zellmembran mehr in diesem Zustand. Umgekehrt verschiebt eine Depolari-
sation auf Grund einer Erniedrigung von [Na®]y das Gleichgewicht zur P-E,-
Konformation, so daf} hier ab einer bestimmten Gréfle des Membranpotentials
alle Pumpen sich nun in dieser Konformation befinden. Durch einen
Potentialsprung von einem dieser Extremwerte zum anderen kann man den
Uber die Pumpen geflossenen transienten Strompuls messen, der wahrend der
Anderung von einem Schritt des Zyklus zum anderen entsteht und erhélt durch
Integration die zu dieser Anderung notwendige Ladungsverschiebung. Um nur
den Gber die Pumpe geflossenen Strompuls zu erhalten, bildet man fir gleiche
Potentialspriinge eine Differenz zwischen Strémen, bei denen die Pumpe zum
Na/Na-Austausch féhig ist, und Strémen, bei denen die Pumpe gdnzlich
blockiert ist. Diese Blockierung erreicht man durch eine Zugabe von Ouabain
{A.3.1.V}, weshalb man die erhaltene Stromdifferenz auch Ouabaindifferenz
nennt. Durch Messung einer ganzen Spannungsfolge, wie sie im Abschnitt
{A.4.5} beschrieben ist, erhdlt man vom Membranpotential abhdngige
transiente Strompulse, deren Nullpunkt im Haltepotential definiert ist. Da beim
Durchlauf der Spannungsfolge Stréme von Potentialspringen auf das
Haltepotential und wieder auf den Wert zuriick gemessen werden, erhalt man
so einwdrtsgerichtete und auswdértsgerichtete transiente Strompulse (engl. On-
Puls und Off-Puls) innerhalb einer Messung, die einzeln ausgewertet werden.
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B.2.2. pH-Abhdangigkeit der durch den Austausch
verschobenen Ladung beim Two-Elektrode-Voltage-Clamp-

Verfahren

Um den Na/Na-Austausch {A.3.1.IV} auf eine extrazellulére pH-Abhéngigkeit zu untersu-
chen, war es sinnvoll, sich die Ladungsverschiebung zu betrachten, welche durch die
transienten Stréme beim Austausch verursacht werden. Gemessen wurde zundchst mit Hilfe
des Two-Elektrode-Voltage-Clamp-Verfahrens {A.4.3} an der ouabainsensitiven Na*/K™-
ATPase des Torpedo californica {A.3.1}. Es wurde mit pH-Werten von pHé, pH7.5 und
pH9 gearbeitet. Samtliche fir diese Messungen benétigten Lésungen enthielten T00mM
Na* und waren kaliumfrei. Um die transienten Stréme zu erhalten, mufiten
Ouabaindifferenzen bei jedem pH-Wert ermittelt werden. Hierfir wurde ein Lésungs-
protokoll durchlaufen, bei dem zunéchst nacheinander fir jeden pH-Wert eine ouabain-
freie Losungen auf die Zelle gegeben wurde und schliellich fir jeden pH-Wert eine Lésung
mit 100uM Ouabain. Da es sich aber bei der hier verwendeten Na™/K*-ATPase um eine
ouabainsensitive gehandelt hat, erhdlt man durch die oben beschriebenen
Ouabaindifferenz natirlich nicht nur den transienten Stromanteil dieser Pumpe, sondern
auch einen der endogenen Pumpe, welche ebenfalls ouabainsensitiv ist. Jedoch ist dieser
endogene Anfeil, wie in Experimenten eines spdteren Kapitels {B.3} bewiesen,
vernachldssigbar gegeniiber dem der exprimierten Pumpe.

Samiliche Lésungen enthielten zudem 20mM TMA und 5mM Ba?* zur Inhibierung von
Strémen durch die Kaliumkandle sowie 5mNi?* zur Inhibierung von Strémen des
Na*/Ca?*- Austauschers, desweiteren ein Puffer fir den jeweiligen pH-Bereich: fir pH6
5mM MES, fir pH7.5 5mM MOPS und fir pH? 5mM Tricine. Zur Einstellung des pH-
Bereichs wurde TRIS verwendet. Die Lésungen hatten eine Osmolaritét von 150-
200mOsm, welches physiologischen Bedingungen gerecht wird. Die Temperatur der
Lésungen lag im Bereich von 20°C bis 22°C. Genauere Angaben zu den Lésungsrezepten
finden sich in Abschnitt {A.5.2}. Fir jede losung wurden Stréme einer Spannungsfolge
von -150mV bis 30mV mit 10mV-Absténden gemessen, wobei das Haltepotential bei -
60mV lag {A.4.5} (Allerdings traten bei sehr hohen und sehr niedrigen Potentialen
Stromséttigungen bei der Verstarkung auf, weshalb diese Stréme nicht ausgewertet
wurden). Die aus diesen Strémen mit Hilfe der Ouabaindifferenz gewonnen transienten
Strome besaflen ein On- sowie ein Off-Signal. Sie wurden mit einem TiefpaBfilter mit einer
Eckfrequenz f,.=0,5kHz gefiltert. On- und Off-Signale wurden separat integriert und die so
gewonnenen Ladungs-Spannungs-Beziehungen fir die pH-Werte pHé4, pH7.5 und pH? in
der {Abb.16} als Kennlinien dargestellt:
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Abb.17: pH-Abhéngikeit von Ladungs-Spannungskennlinien einer durch transiente Stréme des Na/Na-
Austauschers verschobenen Ladung. Die Ergebnisse sind jeweils nach On- und Off-Pulsen in zwei Graphen
getrennt. Bei der Pumpe handelt es sich um die ouabainsensitive Na*/K*-ATPase des Torpedo californica.
Die transienten Strompulse wurden aus einer Ouabaindifferenz  von [Ouabain],=0uM  mit
[Ouabain],=100uM gebildet. Die Ladung wurde bei pH7.5 und -100mV auf den Wert 1 normiert. Gefiltert
wurde mit >5kHz.

Die in der obigen Abbildung {Abb.17} dargestellten Ergebnisse ergaben sich aus
Mittelung der Resultate mehrerer Experimente (Bei pHé waren es 3, bei pH7.5 waren es 5
und bei pH? waren es 3 Experimente). Die Ladung wurde fir pH7.5 bei -100mV auf den
Wert 1 normiert. Wie man der Abbildung unschwer entnehmen kann, 168t sich im Rahmen
des Fehlerbereichs kein Unterschied zwischen den Landungs-Spannungskennlinien weder
beim On-, noch beim Off-Signal erkennen und somit auch keine pH-Abhéngigkeit. Fir
den Verlauf der Kennlinien ist eine Fermi-Verteilung (bzw. Boltzmann-Verteilung) zu
erwarten: Jede Konformation einer Na®/K*-ATPase kann man als Zustand in einem
Energieniveauschema betrachten. Hierbei bilden samtliche Konformationen des Na/Na-
Austauschs das Energieniveauschema fir die Zustandsbesetzung. Das einwirkende
Kraftfeld ist das des Membranpotentials. Da die Ladungsverschiebung im access-channel,
wie in der Einleitung beschrieben, direkt mit der Konformationsénderung gekoppelt ist,
steht sie in gleicher Beziehung zum Membranpotential wie eine Zustandsénderung im
Energieniveauschema. Es ergibt sich daraus eine Fermi-Verteilung fir die Ladung Q in
Abhéngigkeit vom Membranpotential V,, die folgendermafen aussieht:
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Qo
QW) = Qmnt —— = ————
1+ expaza x(Vm- V) x——-
Pz (V- V) R i
Q. = gréBtmoégliche Ladung, die bei einem Sprung vom extrem depolaren zum
extrem hyperporaren Potentialbereich Uber die Pumpen flieBen kann
Q,., = Minimalwert der Ladung.
\Y = Mittelpunktspotential
F/RT = 25mV bei 20°C
z, = effektive Wertigkeit

Diese Fermi-Verteilung wurde nun mit Hilfe eines Naherungsverfahrens (engl. fit) an die
Kennlinien der {Abb.17} angepasst, wobei jeweils fir das On- und Off-Signal nur je eine
Funktion durch die drei Kennlinien der verschiedenen pH-Werte gelegt wurden, da sich
diese nicht unterschieden. Das Naherungsverfahren wurde mit dem Programm Origin 5.0
{A.5.6} durchgefihrt. In der folgenden Abbildung sind die Ergebnisse dieser Néherung
dargestellt:
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Abb.18:Naherung einer Fermi-Verteilung an die Ergebnisse aus {Abb.17}, wobei die Kennlinien der 3 pH-
Werte zusammengenommen wurden. Die Funktion mit ihren Parametern findet sich im Text oben.

Die Abbildung zeigt deutlich, dafy On- und Off-Signale im Bereich der Hyperpolarisierung
sich bis fast zum Mittelpunkispotential gleichen. Danach entzweien die beiden
Funktionsverléufe sich im Bereich der Depolarisierung. Nach den obigen theoretischen
Erwégungen héatte man aber einen identischen Verlauf fior On- und Off-Puls erwarten
kénnen, da der Na/Na-Austausch elektroneutral ist. Ein Grund fir die Abweichung wére in



B.2.2-46

der Totzeit der Voltage-Clamp-Regelung {A.4.3.1l} des Verstérkers zusammen mit einer
unterschiedlichen Kinetik der Ladungsverschiebung zu suchen, wie sie auch R.F. Rakowski
in  (Rakowski, 1993) allerdings fir eine Erklérung der Abweichung in der
Hyperpolarisierung heranzieht. Als effektive Wertigkeit ergab sich fir die Fermi-Verteilung
beim On-Puls z,=0,81+0,07 und beim Off-Puls z,=0,78+0,09. Beide Werte sind also

recht nahe beieinander und bilden einen Mittelwert von zq =0,80 +0,02 . Messungen von
J.Rettinger et al. (Rettinger et al., 1994) ergaben bei entsprechenden Two-Elektrode-
Voltage-Clamp-Versuchen einen Wert von z,=0,7 bei Patch-Clamp-Versuchen, die eine
wesentlich bessere zeitliche und damit kinetische Auflésung haben, einen Wert von
z,=0,9. Dies stimmt also sehr gut mit den in Abbildung {Abb.18} dargestellten
Ergebnissen Uberein. Das in  der Arbeit von J.Rettinger et al angegebene

Mittelpunktspotential lag mit -78mV gleichwohl tiefer als die Mittelpunktspotentiale von
V=-62=2mV fir den On-Puls und V=-48=3mV fir den Off-Puls.
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Abb.19: Strom-Spannungskurven transienter Strompulse zweier Spannungsspriinge (60mV « -130mV u.
-60mV « -10mV) eines Experiments bei zwei verschiedenen pH-Werten (pH6 u. pH9). Das Experiment
wurde an der ouabainsensitiven Na'/K*-ATPase des Torpedo californica durchgefihrt. Die transienten
Strompulse wurden aus einer Ouabaindifferenz von [Ouabain],=0uM mit [Ouabain],=100uM gebildet.

Obwohl die in Abbildung {Abb.17} dargestellten Ergebnisse keine Unterschiede zwischen
den Ladungs-Spannungskennlinien der einzelnen pH-Werte zeigten, mufite man doch bei
Betrachtung der Strom-Spannungskurven von einer unterschiedlichen Kinetik der
Strompulse bei verschiedenen pH-Werten ausgehen. Die Abbildung {Abb.19}, die On-
und Offsignale zweier Spannungsspringe bei zwei verschiedenen pH-Werten darstellt, soll
das Gesagte verdeutlichen. Um jedoch eine Analyse der Kinetik der transienten
Stromsignale durchfihren zu kénnen, hat das Two-Elektrode-Voltage-Clamp-Verfahren
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eine zu geringe Zeitauflésung, um akizeptable, dem Patch-Clamp-Verfahren gleichwertige,
Ergebnisse zu liefern, wie es J.Rettinger et al. (Rettinger et al., 1994) in ihrer Arbeit zeigten.
Es wurde deshalb beschlossen, weitere Experimente zur Untersuchung der Kinetik
transienter Stréme mit dem von der Zeitauflésung dem Voltage-Clamp-Verfahren her
Uberlegenen Patch-Clamp-Verfahren durchzufihren.

B.2.3. pH-Abhdngigkeit der Relaxationszeitkonstanten beim
Patch-Clamp-Verfahren

Wie bereits im vorherigen Kapitel {B.2.2} erwdhnt, war es wéhrend der Experimente nétig
geworden, vom Two-Elekirode-Voltage-Clamp-Verfahren auf das Patch-Clamp-Verfahren
umzusteigen, da das zweite fir kinetische Untersuchungen eine wesentlich bessere zeitliche
Aufldsung hat. Die Experimente wurden sowohl an der ouabainsensitiven (OS) als auch an
der ouabainresistenten (OR) Na*/K*-ATPase des Torpedo californica durchgefihrt. Die
transienten Strompulse wurden wieder durch eine Ouabaindifferenz gewonnen. Da die
endogene Pumpe der Oozyte bereits bei TUM [Ouabain], blockiert ist und die OR Pumpe
erst bei einigen 100uM [Ouabain], , wurde, um den transienten Stromanteil endogener
Pumpen zu eliminieren, fir den jeweiligen pH-Wert eine Quabaindifferenz einer
Badldsung mit TmM Ouabain und einer mit 5uM Ouabain durchgefihrt. Dadurch erhielt
man die transienten Stréme der OR Na™/K*-ATPase beim Na/Na-Austausch. Fir die OS
Pumpe wurde die Ouabaindifferenz einer Badldsung mit TmM Ouabain und einer mit
OmM durchgefihrt. Die Badlésungen hatten samtlich 100mM Na™. Desweiteren enthielten
sie 20mM TMA und 5mM Ba?" zur Inhibierung von Strémen durch die Kaliumkandle.
Nickel war beim Patch-Clamp-Verfahren nicht mehr notwendig, da sich der Na*/Ca?"-
Austauscher nur in der Membran der Follikelzellen aufhélt und auch kein direkter Vergleich
mehr mit den Two-Elektrode-Voltage-Clamp-Messungen nétig war. Als Puffer fir den
jeweiligen pH-Bereich dienten: fir pH6 5mM MES, fir pH7.5 5mM MOPS und fiur pH9
5mM Tricine. Die Pipettenldsung beinhaltete 5mM ATP zur Aktivierung der Pumpe,
100mMNa*, 5mM Mg?* als Ca?*-Ersatz, 5mM EGTA zur Komplexbindung von freiem
Ca?*, und 5mM MOPS als Puffer. Zur Einstellung des pH-Bereichs der Badlésungen und
der Pipettenlésung wurde NaOH verwendet. Die Lésungen hatten eine Osmolaritdt von
150-200mOsm, welches physiologischen Bedingungen gerecht wird. Die Temperatur der
Lésungen lag bei 20°C. Genauere Angaben zu den L&sungsrezepten finden sich in
Abschnitt {A.5.2}.

Fir jede Lésung wurden Stromsignale in Antwort auf Spannungspulse von -140mV bis
40mV mit 20mV-Absténden {A.4.5} gemessen. Das Haltepotential lag hier bei -30mV, da
dieser Wert fir die Stabilitét des Seals sich als am geeignetsten erwiesen hat. Die Stréme
wurden mit einem Tiefpassfilter mit £=10kHz bei der OR und f=5kHz bei OS Na*/K"-
ATPasen gemessen. Die Filterung bei erst héheren Frequenzen beginnen zu lassen, um
schnellere Zeitkonstanten messen zu kénnen, wére unndtig gewesen, da die Aufnahmerate
der MeBlpunkte (engl. sampling-rate) bereits gerétebedingt begrenzt war und eine sinnvolle
Auswertung von Zeitkonstanten gréfier 1/10kHz" nicht zulief3.

Nimmt man zundchst einen spannungsabhdngigen Schritt im Reaktionszyklus des Na/Na-
Austausches an, wobei wdhrend dieses Schritts die Na™/K™-ATPase vom Zustand @ in den
Zustand @ Ubergeht, so wird je nach vorherrschendem Membranpotential einer der
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beiden Zusténde bevorzugt eingenommen. Definiert man den Zustand @ als den, bei dem
Na™ in den access-channel freigelassen wird, ist der transiente Strom | proportional zur
Besetzungswahrscheinlichkeit p, des Zustands @ und es gilt folgende Beziehung:

() = N xp, g DV ()

N = Anzahl der Pumpen
Y = Leitfahigkeit
AV = Potentialsprung

Hat die Hinreaktion von @ nach @ eine Geschwindigkeit von k, und die Rickreaktion eine
Geschwindigkeit von k;, so gilt fur die Zeitableitung der Besetzungswahrscheinlichkeit p;:

d
% =k (@1~ p)- Ky Xp,

Es ist hier zu beachten, daf} die Geschwindigkeiten potentialabhéngig sein kénnen.
Mit folgendem Exponentialansatz kann diese Gleichung nach p; aufgeldst werden:

L
t

P =Py - (Py - Po)E

Fur den transienten Strom erhdlt man somit das gleiche exponentielle Verhalten. Sind
mehrere spannungsabhdngige Schritte im Zyklus des Na/Na-Austausches, die wahrend
einer Potentialénderung durchlaufen werden, ist der Zeitverlaut des transienten Strom aus
einer Linearkombination mehrerer Exponentialfunktionen der obigen Art anzusehen.

Der Zeitverlauf, der bei der vorliegenden Arbeit gemessenen, transienten Stréme entsprach
einer Linearkombination von 3 verschieden schnell relaxierenden Exponentialfunktionen
mit unterschiedlichen Amplituden. Die am schnellsten relaxierende Exponentialfunktion mit
Zeitkonstanten von 10-100us konnte auf Grund der Filtereinstellung nicht analysiert
werden. Die Exponentialfunktionen wurden mit einem Néaherungsverfahren des Programms
Origin5.0 {A.5.6} angepafit. Die Resultate der Zeitkonstanten werden im folgenden
dargestellt.
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Zunéchst sollen hier die Ergebnisse der OR Na®/K*-ATPase dargestellt werden. Sie
entstanden aus 4 gemittelten Experimenten. Gezeigt werden im folgenden die aus dem
Naherungsverfahren gewonnen Zeitkonstanten der mittelschnell {Abb.20} und der
langsam {Abb.21} abfallenden Exponentialfunktion, wobei jeweils zwischen On- und Off-
Antworten auf Spannungspulse unterschieden wird.
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Abb.20: pH-Abhangikeit von Zeitkonstanten der an transiente Strome des Na/Na-Austausches angendherten
mittelschnellen Exponentialfunktionen. Die Ergebnisse sind jeweils nach On- und Off-Pulsen in zwei Graphen
getrennt. Bei der Pumpe handelt es sich um die ouabainresistente (OR) Na*/K*-ATPase des Torpedo
californica. Die transienten Strompulse wurden aus einer Ouabaindifferenz von [Ouabain],=1mM mit
[Ouabain],=5uM gebildet. Gefiltert wurde mit 10kHz.

In Abbildung {Abb.20} erkennt man weder beim On- noch beim Off-Signal der
transienten Stéme einen Unterschied zwischen den Zeitkonstanten bei verschiedenen pH-
Werten im Rahmen des Fehlerbereichs. Vielmehr zeigen alle im Mittel die gleiche
Potentialabhdngigkeit. Grob gesehen fallen beim On-Signal die Zeitkonstanten von 2ms
bei —150mV auf 0,5ms bei 40mV ab. Beim Off-Signal ist ein geringer Abfall im selben
Potentialbereich zu erkennen.
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Abb.21: pH-Abhdngigkeit von Zeitkonstanten der an transiente Strdme des Na/Na-Austausches
angendherten langsamen Exponentialfunktionen. Die Ergebnisse sind jeweils nach On- und Off-Pulsen in
zwei Graphen getrennt. Bei der Pumpe handelt es sich um die ouabainresistente (OR) Na*/K*-ATPase des
Torpedo californica. Die transienten Strompulse wurden aus einer Ouabaindifferenz von [Ouabain],=1mM
mit [Ouabain],=5uM gebildet. Gefiltert wurde mit 10kHz.

Wie in Abbildung {Abb.20} ist auch in Abbildung {Abb.21} kein Unterschied der
Zeitkonstanten transienter Stréome bei verschiedenen pH-Werten im Rahmen des
Fehlerbereichs zu erkennen. Auch eine Potentialabhangigkeit l&ft sich aus den Graphen
nicht ersehen. Die Zeitkonstanten des Off-Signals zeigen gegeniber denen des On-Signals
eine geringere Variabilitat. Umfaf3t die Schankungsbreite der Zeitkonstanten beim On-
Signal einen Wertebereich von 10ms bis 250ms, so hat sie beim Off-Puls einen
Wertebereich von 10ms bis 100ms, nimmt man die Werte nahe des Haltepotentials aus,
die auf Grund kleiner transienter Stromsignale ungenau sind.

Nun folgen die Ergebnisse fir die OS Na*/K"-ATPase. Da hier die Experimente weniger
erfolgreich verliefen, sei hier nur ein gelungenes Experiment aufgefihrt. Gezeigt werden im
folgenden die aus dem Né&herungsverfahren gewonnen Zeitkonstanten der mittelschnell
{Abb.22} und der langsam {Abb.23} abfallenden Exponentialfunktion, wobei jeweils
zwischen On- und Off-Antworten unterschieden wird. Die in den Graphen angegebenen
Fehlerbalken ~ symbolisieren  einen  vom  Origin5.0-Programm  berechneten
Naherungsfehler.
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Abb.22: pH-Abhdngigkeit von Zeitkonstanten der an transiente Strdme des Na/Na-Austausches
angendherten langsamen Exponentialfunktionen. Die Ergebnisse des Einzelexperimentes sind jeweils nach
On- und Off-Pulsen in zwei Graphen getrennt. Bei der Pumpe handelt es sich um die ouabainsensitive (OS)
Na*/K*-ATPase des Torpedo californica. Die transienten Strompulse wurden aus einer Ouabaindifferenz von
[Ouabain],=1mM mit [Ouabain],=0mM gebildet. Gefiltert wurde mit 5kHz.

Die Zeitkonstanten der langsamen Exponentialfunktionen zeigen, wie man in Abbildung
{Abb.22} sieht, auch bei der OS Na*/K"-ATPase zumindest bei den On-Signalen keine
Unterschiede bei verschiedenen pH-Werten. Die Werte der Zeitkonstanten schwanken stark
zwischen 10ms und 250ms. Eine Potentialabhdngigkeit ist hier nicht festzustellen. Fir die
Zeitkonstanten des Off-Signals sind hingegen Unterschiede festzustellen. Bei pH-9 weisen
im hyperpolaren Bereich die Zeitkonstanten eine Potentialabhéngigkeit mit negativer
Steigung auf wéhrend sie bei pH6 und pH7,5 potentialunabhéngig sind. Zudem ist der
Wertebereich kleiner. Er reicht von 20ms bis 50m:s.
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Abb.23: pH-Abhdngigkeit von Zeitkonstanten der an transiente Strdme des Na/Na-Austausches
angendherten mittleren Exponentialfunktionen. Die Ergebnisse des Einzelexperimentes sind jeweils nach On-
und Off-Pulsen in zwei Graphen getrennt. Bei der Pumpe handelt es sich um die ouabainsensitive (OS)
Na*/K*-ATPase des Torpedo californica. Die transienten Strompulse wurden aus einer Ouabaindifferenz von
[Ouabain],=1mM mit [Ouabain],=0mM gebildet. Gefiltert wurde mit 5kHz.

Die Abbildung {Abb.23} zeigt die Zeitkonstanten der mittleren Exponentialfunktionen. Wie
bei denen fir die langsamen Exponentialfunktionen {Abb.22} ist auch hier beim On-
Signal weder eine Potentialabhéngigkeit, noch ein Unterschied bei verschiedenen pH-
Werten festzustellen. Die Zeitkonstanten schwanken im Wertebereich von etwa Tms bis
7ms. Beim Off-Signal ist hingegen eine eindeutige Potentialabhéngigkeit der
Zeitkonstanten fir den pH-Wert pH9 im vor allem im hyperpolaren Bereich zu erkennen.
Zudem scheint es, daf} die Zeitkonstanten in diesem Bereich bei phé kleiner sind, als bei
pH7,5 und bei pH? wesentlich gréBer sind als bei pH6 und pH7,5. |hr Wertebereich reicht
hier von etwa 1ms bis 4ms.

B.2.4. pH-Abhangigkeit der Amplituden beim Patch-Clamp-
Verfahren

Die Auswertungen dieses Abschnitts beziehen sich auf die im vorherigen Abschnitt {B.2.3}
dargestellten Experimente. Wie dort beschrieben, wurden an die gemessenen transienten
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StromAntworten mit einem Né&herungsverfahren des Programms Origin 5.0 {A.5.6} drei
Exponentialfunktionen angepaft. Die daraus resultierenden Amplituden der mittelschnell
{Abb.24} und der langsam {Abb.25} abfallenden Exponentialfunktion bei verschiedenen
pH-Werten werden im folgenden dargestellt. Es sind zunéchst die Resultate der OR
Na*/K*-ATPase des Torpedo californica. Sie entstanden aus 4 gemittelten Experimenten
und wurden jeweils nach On- und Off-Puls getrennt in Graphen dargestellt. Der transiente
Strom wurde bei pH6 und -100mV auf den Wert 1 normiert.
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Abb.24: pH-Abhangigkeit von Amplituden der an transiente Strdme des Na/Na-Austausches angendherten
mittelschnellen Exponentialfunktionen. Die Ergebnisse sind jeweils nach On- und Off-Pulsen in zwei Graphen
getrennt. Bei der Pumpe handelt es sich um die ouabainresistente (OR) Na*/K*-ATPase des Torpedo
californica. Die transienten Strompulse wurden aus einer Ouabaindifferenz von [Ouabain],=1mM mit
[Ouabain],=5uM gebildet. Der Strom wurde bei pH6 und -100mV auf den Wert 1 normiert. Gefiltert wurde
mit 10kHz.

Wie sich deutlich am On-Puls-Graph der Abbildung {Abb.24} erkennen l&f3t, haben die
Amplituden-Spannungskennlinien von pH9 und 7,5 haben einen fast identischen Verlauf
und sind deshalb voneinander nicht zu unterscheiden. Die Kennlinie von pHé hingegen ist
wesentlich potentialabhéniger als die beiden anderen. Im hyperpolaren und vor allem im
depolaren Potentialbereich sind die Amplituden der Kennlinien von pHé betragsméfBig
gréBer, als die von pH9? und pH7.5. Die Kennlinien des Off-Puls-Graphen zeigen
tendenziell ein dhnliches potentialabhéniges Verhalten, wie die des On-Puls-Graphen.
Jedoch sind hier die Unterschiede durch die grof3en Fehlerbereiche Gberdeckt, so daf} eine
Aussage nur in Zusammenhang mit den On-Pulsen getroffen werden kann.
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Abb.25: pH-Abhdangigkeit von Amplituden der an transiente Stréme des Na/Na-Austausches angendherten
langsamen Exponentialfunktionen. Die Ergebnisse sind jeweils nach On- und Off-Pulsen in zwei Graphen
getrennt. Bei der Pumpe handelt es sich um die ouabainresistente (OR) Na*/K*-ATPase des Torpedo
californica. Die transienten Strompulse wurden aus einer Ouabaindifferenz von [Ouabain],=1mM mit
[Ouabain],=5uM gebildet. Der Strom wurde bei pH6 und -100mV auf den Wert 1 normiert. Gefiltert wurde
mit 10kHz.

Betrachtet man sich zundchst die Amplituden der langsamen Exponentialfunktionen der
Off-Antworten in Abbildung {Abb.25}, so erkennt man, daf3 die Amplituden bei pH6 im
hyperpolaren Bereich um die Halfte kleiner sind, als die bei pH?. Die Werte bei pH7,5
liegen dazwischen. Ein deutlicher, von den Fehlern abgehobener Unterschied in der
Potentialabhéngigkeit ist also im Hyperpolaren festzustellen. Ein derartiger Unterschied &t
sich im hyperpolaren Bereich der On-Signale bei den Amplituden auf Grund des Fehlers
nicht feststellen. Auch fir die Depolarisation zeigt das On-Signal eindeutig keinen
Unterschied zwischen den Amplituden bei verschiedenen pH-Werten. Diese Aussage l&f3t
sich treffen, da hier die Fehler im Gegensatz zum Off-Signal gering sind.

Im folgenden sollen nun noch die Ergebnisse der Amplituden fir die OS Na®/K*-ATPase
aufgefihrt werden. Wie schon erwdhnt handelt es sich hierbei um ein Einzelexperiment.
Dargestellt sind aus dem Néherungsverfahren gewonnene Amplituden der mittelschell

{Abb.26} und der langsam {Abb.27} abfallenden Exponentialfunktion, wobei jeweils
zwischen On- und Off-Singal unterschieden wird. Die in den Graphen angegebenen
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Fehlerbalken ~ symbolisieren  einen  vom  Origin5.0-Programm  berechneten
Naherungsfehler.
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Abb.26: pH-Abhangigkeit von Amplituden der an transiente Stréme des Na/Na-Austausches angendherten
mittelschnellen Exponentialfunktionen. Die Ergebnisse des Einzelexperiments sind jeweils nach On- und Off-
Pulsen in zwei Graphen getrennt. Bei der Pumpe handelt es sich um die ouabainsensitive (OS) Na*/K*-
ATPase des Torpedo californica. Die transienten Strompulse wurden aus einer Ouabaindifferenz von
[Ouabain],=1mM mit [Ouabain],=0mM gebildet. Gefiltert wurde mit 5kHz.

Auch bei der OS Pumpe erkennt man in Abbildung {Abb.26} fir die Amplituden der
mittelschnellen Exponentialfunktionen, wie auch fir die bei der OR Pumpe {Abb.24}, eine
gréBere Potentialabhéngigkeit der Amplituden-Spannungskennlinie bei pHé als bei pH9.
Der Unterschied zeigt sich allerdings beim Off-Signal wesentlich deutlicher als beim On-
Signal. Die Kennlinie bei pH7,5 liegt zwischen den beiden anderen; hier aber, im
Gegensatz zur OR Pumpe, ndher an der Kennlinie bei pH6. Die Amplituden bei pH6 sind
mehr als doppelt so grof3, wie die bei pH9.
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Abb.27: pH-Abhdangigkeit von Amplituden der an transiente Stréme des Na/Na-Austausches angendherten
langsamen Exponentialfunktionen. Die Ergebnisse des Einzelexperiments sind jeweils nach On- und Off-
Pulsen in zwei Graphen getrennt. Bei der Pumpe handelt es sich um die ouabainsensitive (OS) Na*/K*-
ATPase des Torpedo californica. Die transienten Strompulse wurden aus einer Ouabaindifferenz von
[Ouabain],=1mM mit [Ouabain],=0mM gebildet. Gefiltert wurde mit 5kHz.

Die in Abbildung {Abb.27} dargestellten Amplituden der langsamen Exponentialfunk-
tionen der OS Na™/K*-ATPase zeigen ein dhnliches Verhalten wie die Amplituden bei der
OR, dargestellt in Abbildung {Abb.25}. Hier wie da haben die Amplituden-
Spannungskennlinien der Off-Signale bei pH7,5 eine deutlich gréflere Potentialabhéan-
gigkeit als bei pH6. Allerdings zeigt die Kennline bei pH9 ein anderes Verhalten und
gleicht fast der von pH6. Und hier wie da 168t sich beim On-Signal auf Grund von
Schwankungen bzw. Fehlern keine eindeutige pH-Abhdngigkeit feststellen.

B.3. Einflul} des endogenen Stromanteils bei den

Ergebnissen der ouabainsensitiven (OS) Na™/K™-
ATPase

In Abschnitt {B.2.2} wurde bereits darauf hingewiesen, daf3 die Ouabaindifferenz der
transienten Strome der OS Na™/K"-ATPase sowohl der Stromanteil der in den Oozyten
exprimierten Pumpe des Torpedo californica, als auch ein Anteil der endogenen Pumpe
vorhanden ist. Die in {B.1} und {B.2} dargestellten Ergebnisse von Messungen an der
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ouabainsensitiven Pumpe beinhalten also auch einen Effekt eines endogenen Anteils, der
natirlich gegentber dem exprimierten klein sein sollte. Um eine Vorstellung dariber zu
erhalten, in wieweit der endogene Anteil die Ergebnisse beeinfluit, wurde ein Experiment
an der ouabainresistenen (OR) Na*/K"-ATPase mit dem Patch-Clamp-Verfahren
durchgefihrt. Die Ouabainresistenz erlaubte es, durch Zugabe von T0uM Ouabain die
endogenen Pumpen auszuschalten. Es wurden Stréme bei einer Lésungsfolge von
Badlésungen mit OuM Ouabain, 10uM Ouabain und T00mM Ouabain bei T00mM Na™
gemessen. Samtliche Badlésungen hatten eine pH-Wert von pH7,5 und enhielten
zuséitzlich zum obigen noch 20mM TMA, 5mM Ba?*, als Puffer 5mM MOPS. Die
Pipettenldsung beinhaltete 5mM ATP, T00mMNa*, 5mM Mg*, 5mM EGTA und 5mM
MOPS als Puffer. Zur Einstellung des pH-Bereichs der Badlésungen und der Pipettenlésung
wurde NaOH verwendet. Die Temperatur der Lésungen lag bei 20°C. Genauere Angaben
zu den Lésungsrezepten finden sich in Abschnitt {A.5.2}.Durch eine Ouabaindifferenz
einerseits zwischen OUM  Quabain und 1T00mM Quabain erhielt man die transienten
Stréme der exprimierten Pumpe mit denen der endogenen, wie sie man sie auch bei der
ouabainsensitiven Pumpe messen wirde. Andererseits eliminierfe man die endogenen
Stréme durch eine Ouabaindifferenz zwischen T0uM  Ouabain und T00mM OQuabain und
erhielt so ausschlieBlich den transienten Stromanteil der exprimierten Pumpen. Diese
beiden Ouabaindifferenzen sind im folgenden dargestellt. Sie stammen aus einem
Einzelexperiment, dessen Stréme bei einer Spannungsfolge von -140mV bis 40mV mit
20mV-Absténden, mit einem Haltepotential von -30mV und einem Tiefpassfilter von
f=10kHz {A.4.5} gemessen wurden. Die folgende Abbildung {Abb.28} zeigt zundchst
die Strom-Spannungskennlinien von steady-state-Strémen der beiden Ouabaindifferenzen
und den, durch eine weitere Differenzbildung zwischen den beiden Ouabaindifferenzen
erhaltenen, endogenen Anteil.
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Abb.28: Strom-Spannungskennlinien verschiedener Ouabaindifferenzen Pumpenstréme aus steady-state-
Messungen an der ouabainsensitiven (OS) Na*/K*ATPase des Torpedo californica. Gemessen wurde bei
pH7,5 und einem Tiefpassfilter von 10kHz.
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Aus der Abbildung ersieht man einen durch die exprimierten Pumpen verursachten Strom
im Bereich von 10pA bis 25pA (Depolarisation nicht betrachtend), wohingegen der
endogene Anteil bei max. 5pA liegt. D.h., daf3 der Anteil der exprimierten Pumpen in der
Zelle wesentlich haher (etwa 5mal) liegt als der der endogenen.

Bei den in Abschnitt {B.2.3} behandelten Ergebnissen der Zeitkonstanten des Na/Na-
Austausches bei der ouabainsensitiven Na*/K*ATPase, ist eine nennenswerte pH-
Abhéngigkeit nur bei den Off-Pulsen ersichtlich. Es soll deshalb an dieser Stelle auch nur
die aus dem Einzelexperiment gewonnenen Zeitkonstanten der Off-Pulse bei den beiden
Ouabaindifferenzen  dargestellt werden. Es folgen nun sowohl die aus dem
Naherungsverfahren erhaltenen mittelschnellen und langsamen Zeitkonstanten:
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Abb.29: Zeitkonstanten der an transiente Stréme aus verschiedenen Ouabaindifferenzen angendgherten
mittelschnellen (links) und langsamen (rechts) Exponentialfunktionen. Es werden nur Off-Pulse gezeigt.
Gemessen wurde an der ouabainresistenten (OR) Na*/K*ATPase des Torpedo californica bei pH7,5 und
einem TiefpaBfilter von 10kHz.

Wie man in Abbildung {Abb.29} sieht, machen die endogenen Pumpen einen Unterschied
in den Zeitkonstanten der mittelschnellen Exponentialfunktionen von max. 1Tms und in den
Zeitkonstanten der langsamen Exponentialfunktionen von max. 70ms im hyperpolaren
Potentialbereich  aus. Die Unterschiede der Zeitkonstanten der langsamen
Exponentialfunktionen bei verschiedenen pH-Werten{Abb.22} liegen bei max 20ms, und
kénnen aufgrund des endogenen Anteils von 70ms nicht auf die ouabainsensitive Pumpe
zurickgefihrt werden. Bei den Zeitkonstanten der mittelschnellen Exponentialfunktion
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{Abb.23} ist zwischen pH9 und pHé ein max. Unterschied von 4ms. Hier betrégt der
endogene Anteil nur max. 1ms. Bei den hier nicht dargestellten On-Pulsen zeigt sich ein
endogener Anteil bei den Zeitkonstanten in éhnlicher Gréfe.

Bei den Amplituden {B.2.4} ist, wie bei den Zeitkonstanten auch, nur beim Off-Puls eine
pH-Abhdangigkeit deutlich erkennbar, weshalb hier auch nur fir den Off-Puls der
endogene Anteil der Amplituden dargestellt werden soll:
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Abb.30: Amplituden der an transiente Strdme aus verschiedenen Ouabaindifferenzen angendherten
mittelschnellen (links) und langsamen (rechts) Exponentialfunktionen. Es werden nur Off-Pulse gezeigt.
Gemessen wurde an der ouabainresistenten (OR) Na*/K*ATPase des Torpedo californica bei pH7,5 und
einem TiefpaBfilter von 10kHz.

In der hier gezeigten Abbildung {Abb.30} hat der endogene Anteil auf die Amplituden der
langsamen Exponentialfunktionen zumindest im hyperpolaren Potentialbereich fast keinen
EinfluB. Der endogene Stromanteil ist hier geringer als die pH-Abhdngigen
Stromunterschiede in Abbildung {Abb.27}. Bei den Amplituden der mitteschnellen
Exponentialfunktionen ist der EinfluB des endogenen Stromanteils jedoch gréfer Ubersteigt
aber léngst nicht die pH-abhdngigen Stromunterschiede in Abbildung {Abb.26}, da die
Amplituden bei ph? und pH6 dort um mehr als das doppelte sich unterscheiden.
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C. Diskussionsteil

C.1. Diskussion der Ergebnisse pH-abhdngiger
Kaliumdifferenzen

Folgende bereits bekannte Eigenschaften der Na*/K*-ATPase bei physiologischen pH-
Werten (pH7.5) sollen des Verstdndnisses wegen vorweg Erwéhnung finden:

Unter physiologischen Bedingungen sind die von der Na*/K™-ATPase generierten
stationdren (engl. steady-state) Stréme potentialabhdngig. Die Strom-Spannungskennlinie
weist hierbei im negativen Potentialbereich eine positive Steigung auf (Vasilets et al.,
1993). Weiterhin ist bekannt, dafy sowohl [Na*], als auch [K*], die Potentialabhdngigkeit
beeinflussen. Als potentialabhéngiger Schritt in dem gesamten Pumpvorgang wird eine
bereits in Kapitel {B.2.1} erwdhnte Diffusion durch einen Zugangskanal (engl. access-
channel) in der ATPase angenommen, Uber welche die Kationen an die extrazelluléren
Bindungsstellen gelangen und an dem der Hauptteil des Membranpotentials abfallt. Unter
physiologischen Bedingungen bedeutet dies, dafl bei einer Hyperpolarisation der
Membran sich vermehrt die Natriumionen in dem access-channel aufhalten und die
Kaliumionen, deren extrazellulére Konzentration gering ist, aus ihm verdréngen. Dies
bewirkt eine Hemmung der Pumpe und erklart die positive Steigung in der Strom-
Spannungskennlinie (Rakowski et al., 1997). In einem natriumfreien extrazelluldren
Medium ist sowohl fir die Pumpe der Xenopus-Oozyten, (Rakowski et al., 1991) als auch
for die des Torpedo (Vasilets & Schwarz, 1992) eine maximale Stimulation bei [K*],=5mM
gegeben. Auch neuere Adsorptionsmessungen mit dem BLM-Verfahren und caged ATP
(Gropp et al., 1998) an der Pumpe des Haifischs (Rektaldrise) haben in diesem Fall eine
maximale Stimulation ergeben. Die Na®/K™-ATPase der Xenopus-Oozyten und des
Tintenfischaxons zeigen bei diesen Bedingungen fast keine Potentialabhdngigkeit (Schwarz
& Vasilets, 1991). Bei Torpedo allerdings hat die Strom-Spannungskennlinie der Pumpe
immer noch eine leicht positive Steigung (persénl. Mitteilung v. W.Schwarz u. L.Vasilets).
Fir eine niedrigere Kaliumkonzentration und [Na*],=0mM findet man eine negative
Steigung der Strom-Spannungskennlinie, wobei die Stimulation der Pumpen von Xenopus
und Torpedo qualitativ  unterschiedlich ist (Schwarz & Vasilets, 1990). Diese
kaliumabhéngige Hemmung bei Depolarisierung im natriumfreien extazelluléren Medium
laBt sich ebenfalls mit Hilfe des access-channel erkléren. Die positiv geladenen
Kaliumionen werden durch zunehmende Depolarisierung aus dem Zugangskanal
herausgetrieben, so dafd eine Okklusion {A.3.1.1l1} verhindert wird und die Pumprate sinkt.
Ist die Kaliumkonzentration hingegen grofl genug (5mM), diffundieren trotz des
elektrischen Feldes genug K" in den access-channel, um die Pumprate konstant zu halten.
Weiterhin wird ein, hier nicht néher erléuterter, potentialabhéngiger Schritt angenommen,
der nicht auf den Einfluf} des access-channels zuriickzufihren ist (Vasilets et al., 1993) &
(Rakowski et al., 1997).

Die fur diese Arbeit erbrachten Ergebnisse der pH-abhdngigen Pumpenstréme zeigen fir
das natriumfreie extrazelluldre Medium (erhalten aus einer Differenz von Strémen bei
[K*],=5mM und [K*],=0mM (einfache Kaliumdifferenz), dargestellt in Abbildung
{Abb.13}) zundachst besonders im hyperpolaren Potentialbereich eine ausgeprégte pH-
Abhéangigkeit. Wie sich aber wahrend der Auswertung der Mefidaten ergab, ist die durch
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die einfache Kaliumdifferenz erhaltene pH-Abhéngigkeit in groBem Mafle von einem bei
[K*],=0mM und [Na®],=0mM auftretenden Protoneneinwdrtsstrom beinflufit (Rettinger,
1996), was ausfihrlich in Abschnitt {B.1.3} besprochen wurde. Es war deshalb notwendig,
eine Korrektur vorzunehmen, um den Effekt eines Protoneneinwdrtstroms zu eliminieren,
was ebenfalls im Abschnitt {B.1.3} nachgelesen werden kann. So gelang es, die vom
Protoneneinwdértstrom unbeeinfluBten pH-abhéngigen Strom-Spannungskennlinien  der
kaliumaktivierten Pumpenstréme der Na*/K*-ATPase des Torpedo californica zu erhalten,
welche in Abbildung {Abb.15} dargestellt sind. Die Kennlinie bei pH7,5 weist mit einer
positiven Steigung eine leichte Potentialabhéngigkeit im hyperpolaren Bereich auf. Dies
stimmt mit dem oben beschriebenen Verhalten der Pumpe des Torpedo im natiumfreien
Medium mit einer maximalen Stimulation bei [K*],=5mM Uberein. Hingegen weichen die
aufeinanderliegenden Kennlinien bei pH6 und pHY davon ab, denn sie sind
potentialunabhéngig und entsprechen so einem, von anderen Spezies erwarteten,
Pumpenverhalten, welches der Theorie des access-channels konform ist. Es stellt sich hier
die Frage, worauf man eine derartige pH-Abhéngigkeit der Kennlinien zurickfGhren
kénne. Eine Hypothese hierfir ware eine protonierbare, im access-channel befindliche
Stelle, welche einen Einfluf} auf die Affinitét der Kationenbindung ausiibt. In einem solchen
Fall ware die Stelle unabhéngig vom Membranpotential bei einem hohen pH-Wert
unprotoniert und bei niedrigem pH-Wert protoniert. Bei einem physiologischen pH-Wert
(7,5) hingegen wdére die Protonierung der Stelle vom Membranpotential abhéngig, da
dieses Potential die effektive Protonenkonzentration an der Bindungstelle beeinflussen
wirde. Somit ware auch die Affinitat der Kationenbindung und damit der Pumpenstrom
potentialabhéngig.

For den durch Kalium aktivierten Pumpenstrom im natriumhaltigen  (100mM)
extrazelluldren Medium, dargestellt in Abbildung {Abb.16}, lassen sich keine pH-
Abhéngigkeiten feststellen. Vielmehr weisen alle Strom-Spannungskennlinien, wie man es
auf Grund des oben beschriebenen Pumpenverhaltens bei [K],=5mM und
[Na*],=100mM erwartet, eine positive Steigung auf.
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C.2. Diskussion der Ergebnisse transienter
Strompulse

Der Na/Na-Austausch, ausfthrlich in den Abschnitten {A.3.1.IV} und {B.2.1}
beschrieben, ist elekironeutral, aber dennoch potentialabhéngig. Die Na/K*-ATPase
pumpt hauptséchlich in einem kaliumfreien extrazelluléren Medium im Modus des
3Na"/3Na*-Austausches. Geht man von der Vorstellung aus, da3 2 der 3 Na™ beim
Austausch elektisch still transportiert werden, weil sie an negativ geladenen Bindungsstellen
sitzen, miBte sich im einfachsten Fall als effektive Wertigkeit (siehe GI. in Abschnitt
{B.2.2}) der wahrend eines halben Zyklus verschobenen Ladung ein Wert von z,=1
ergeben (Rakowski, 1993). Die aus den Messungen mit Hilfe des Voltag-Clamp-
Verfahrens erhaltenen Ergebnisse {B.2.2} an der OS Na®/K"-ATPase des Torpedo
californica ergeben einen Wert von z,=0,80+0,02, wobei hier aut Grund der geringen
Zeitaufldsung des Verfahrens keine pH-Abhéngigkeit festgestellt werden konnte.
Messungen von J.Rettinger et al. (Rettinger et al., 1994) ergaben bei entsprechenden Two-
Elektrode-Voltage-Clamp-Versuchen eine Wert von z,=0,7, bei Patch-Clamp-Versuchen,
die eine wesentlich bessere zeitliche und damit kinetische Auflésung hatten, einen Wert
von z,=0,9. Dies stimmt also hervorragend mit den in Abbildung {Abb.18} dargestellten
Ergebnissen Uberein.

Ist der gesamte Zyklus des Na/Na-Austausches elektroneutral, so sind jedoch Teilschritte in
der Reaktion von der intrazelluléren Bindung bis zur extrazelluldren Freisetzung des Na™
sowie die Ruckreaktion elektrogen und potentialabhdngig. Hierbei ist die Freisetzung des
ersten Na' in das extrazellulére Medium, also P-E,(Naj) <-> P-E,(Na,), mit einer
Dielektrizitétskonstanten von 0,65 der Schritt im Zyklus , welcher Uber die gréfite
Elektrogenitat verfugt (Wuddel & Apell, 1995). Eine Depolarisation des Membranpotentials
wirde also die Pumpen in die Konformation P-E,(Na,) zwingen. Eine Hyperpolarisation
ienseits dieser Konformation hingegen wirde die Pume in die Richtung der Okklusion und
intrazelluléren Wechselwirkung lenken. Genauere Angaben, welcher Schritt des Zyklus
zwischen Bindung und P-E,(Nas) von der Pumpe bevorzugt vollzogen wird, sind allein aus
der Feststellung der Tatsache einer elektrogenen extrazelluldren Freisetzung des ersten Na™
nicht zu ersehen. Die Konformationsdnderung von E nach E, in P-E;(Na;) <-> P-E,(Nay)
ist némlich mit einer Dielektrizitétskonstante von 0,1 als potentialunabhéngig anzusehen.
Ebenso ist die extrazellulére Freisetzung der beiden anderen Na®™ mit einer
Dielektrizitatskonstante  von 0,1-0,2 kaum potentialabhéngig. Der einzige weitere
elektrogene Schritt im Zyklus soll nach I. Wuddel und H.-J. Apell die intrazellulére Bindung
an die ungeladene Bindungsstelle des Na™ sein. In diesem Fall wirde die
Hyperpolarisation die Pumpen in die Konformation E, jenseits des Zustands NasE; ohne
ATP zwingen.

Die Auswertung {B.2.3} der fir die vorliegende Arbeit gemessenen, pH-abhéngigen
transienten Stréme des Na/Na-Austausches zeigten im Hinblick auf den Strom-Zeitverlauf
ein relaxierendes Verhalten, das einer Linearkombination aus drei Exponentialfunktionen
mit verschiedenen Zeitkonstanten und Amplituden entspricht. Die Zeitkonstanten der am
schnellsten relaxierenden Exponentialfunktion konnten auf Grund der Zeitauflésung und
Filterwahl nicht ausgewertet werden. Sie bewegen sich in einem Gréflenordnungsbereich
von 100-10pus. Die ermittelten Zeitkonstanten der mittelschnell sowie der langsam
relaxierenden Exponentialfunktion lassen keine pH-Abhéngigkeiten bei der OR Na™/K*-
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ATPase erkennen. Das Einzelexperiment der OS Pumpe jedoch weist zum Teil Unterschiede
bei verschiedenen pH-Werten auf, die man aber auf die Streubreite der Werte bei der OR
Pumpe zurickfihren kann. Die Zeitkonstanten der mittelschnell relaxierenden
Exponentialfunktion bewegen sich in einem Bereich von 1-5ms. Wuddel und Apell geben
fur die extrazellulére Freisetzung des ersten Na™ eine Ratenkonstante von 1400s™ bzw. fur
die des zweiten Na* 700s™', was mit den obigen Werten der Zeitkonstanten vereinbar ist.
D.h., daB das Verhalten der mittelschnell relaxierende  Exponentialfunktion
héchstwahrscheinlich in einem engen Zusammenhang mit der extrazelluléren Na*-
Freisetzung steht.

Die Zeitkonstanten der langsam relaxierenden Exponentialfunktionen bewegen sich in
einem Bereich von 200-10ms. Sie sind héchstwahrscheinlich (nach Sokolov etf. al.
(Sokolov et al., 1998)) auf die Konformationsdnderung von E, nach E, zurickzufihren,
welche eine Ratenkonstante von 25s” hat. Die Konformationséinderung stellt somit den
langsamsten Schritt im Zyklus dar und limitiert deshalb die Pumprate. Die oben geduBerte
Vermutung, daf3 durch eine Hyperpolarisation die Pumpen in die Konformation E,
gezwungen werden, wird hierdurch bestéark.

Die durch das Anpassen der Exponentialfunktionen gewonnenen Amplituden {B.2.4}
zeigen im Gegensatz zu den Zeitkonstanten eine deutliche pH-Abhéngigkeit. Da die
Zeitkonstanten bei den verschiedenen pH-Werten jedoch gleich bleiben, bedeutet ein
Unterschied in den Amplituden immer auch ein Unterschied in der Ladungsverschiebung.
Die Amplituden der mittelschnell relaxierenden Exponentialfunktionen haben im depolaren
Potentialbereich bei pHé eine gréfiere Potentialabhéngigkeit als bei pH9 sowohl fir die
OR als auch fur die OS Na*/K*-ATPase des Torpedo californica. Ein Zusammenhang
dieser Werte mit der Freisetzung der ersten beiden Na™ wirde z.B. auf eine durch
Protonierung hervorgerufene Verstérkung der Potentialabhéngigkeit hindeuten. Hierbei
wirde das Na* das elektrische Feld im access-channel starker wahrnehmen. Die
Amplituden der langsam relaxierenden Funktion hingegen weisen im hyperpolaren
Potentialbereich fir die OR Pumpe bei pH? eine gréflere Potentialabhéngigkeit auf, als
bei pHé6. Fir die OS Pumpe gilt dies nur zwischen pH7,5 und pH6. Da diese Amplituden,
wie oben gezeigt, hochstwahrscheinlich  mit  der Konformationsénderung in
Zusammenhang stehen, kénnte z.B. die Protonierung einer Stelle, welche sich gegenlaufig
zu den 3Na™ bewegt, die Ursache der Amplitudenénderung sein.
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