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1.1 Glukosemetabolismus

Die einzelne Zelle bendtigt fur die Aufrechterhaltung ihrer Struktur und
Funktionsbereitschaft eine bestimmte Energiemenge, die sie unter
physiologischen Bedingungen durch den oxidativen Abbau von Nahrstoffen
gewinnt. Glukose stellt das wichtigste Substrat fur die oxidative
Energiegewinnung im Menschen dar. Durch Oxidation im Zitratzyklus
entstehen neben GTP auch energiereiche Elektronen, deren Energie wiederum
durch Enzyme der Atmungskette der Mitochondrien und oxidative
Phosphorylierung zur Gewinnung von ATP verwendet werden kann. Der
Energiegewinn pro Glukosemolekul ist dabei etwa 15-fach hoéher als bei der
Glykolyse. Stoffwechselendprodukte dieser Oxidationsprozesse sind CO,, das
abgeatmet werden kann und H;O.

Im Zustand von Sauerstoffmangel (Hypoxie) oder Ischamie kommt es zur
anaeroben Glykolyse. Die anaerobe Glykolyse fuhrt zur Bildung von Laktat,
einer Saure mit einem pK,-Wert von 3,86, die daher bei physiologischem
intrazellularen pH-Wert nahezu vollstandig dissoziiert. Folglich fuhrt die
Produktion von Laktat im Verlauf der Glykolyse beilaufig zur Bildung von H'-
lonen. Laktat, als Endprodukt der Glykolyse, und andere Monocarboxylate
spielen eine bedeutende Rolle im Stoffwechsel nahezu aller Zellen und
Gewebearten. Einige Gewebearten (Nierenmark, weille Skelettmuskulatur,
Erythrozyten, Tumorzellen) nutzen die anaerobe Glykolyse
physiologischerweise zur Produktion von ATP (Blomqvist et al., 1994), andere
Gewebe nur unter hypoxischen oder ischamischen Bedingungen. Glykolyse
produziert zwei Laktatmolekule aus je einem verbrauchten Glukosemolekul bei
einem Nettoenergiegewinn von 2 ATP-Molekilen. Um hohe Glykolyseraten
aufrecht erhalten zu kdénnen, bendétigt die Zelle daher Mechanismen, mit denen
sie die Stoffwechselendprodukte in den Extrazellularraum transportieren kann,
ohne dabei eine intrazellulare Azidose zu bewirken. Zytosolische Azidose
wiederum hemmt die Glykolyse uber eine Hemmung der Phoshofruktokinase
und wurde ihrerseits eine Reduktion des mdglichen Energiegewinns auf diesem

Weg zur Folge haben (Abbildung 1-1). Weitere Gewebetypen (Gehirn,
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Herzmuskel) verwenden Laktat zur Energiegewinnung via Glukoneogenese
(Denton & Halestrap, 1979;Juel, 1997;Poole & Halestrap, 1993).

Die Anhaufung von H*-lonen stellt eine bedeutende Herausforderung fiir die
intrazellulare pH-Wert Homdostase dar. Laktat kann, in seiner anionischen
Form, die Zelle Uber unspezifische Anionenkanale verlassen. Die
zuriickbleibenden H*-lonen konnen eine intrazellulare Azidose bewirken (Brown
et al., 1989a;Nilius et al., 1998;Roy, 1995). Alternativ kann die Zelle Laktat im
Kotransport mit H*-lonen abgeben, wodurch beide Stoffwechselendprodukte im
stéchiometrischen Verhaltnis von 1:1 abgegeben werden kénnen (Broer et al.,
1998;Carpenter & Halestrap, 1994;Dimmer et al., 2000;Jackson & Halestrap,
1996;Pilegaard et al., 1999). Die Transporter, die diesen Laktat/ H*-lonen-
Kotransport vermitteln sind die Monocarboxylattransporter der MCT-Familie
(Halestrap & Price, 1999).
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Abbildung 1-1: Glukosemetabolismus
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1.2 Intrazelluldre pH-Wert Regulation

Die Struktur und Funktion fast aller Makromolekule und Enzyme wird stark vom
pH-Wert beeinfluf3t. Die meisten Proteine operieren bei einem ganz bestimmten
pH-Wert optimal. Lysosomale Enzyme beispielsweise haben ihr Wirkoptimum
bei einem niedrigen pH-Wert von etwa 5. Dagegen arbeiten die meisten
zytosolischen Enzyme am besten bei einem eher neutralen pH von etwa 7,2
(wie er im Zytosol Ublicherweise vorherrscht). Die Fahigkeit der Zelle, die
eigene pH-Homoostase in Zytosol und Kompartimenten gewahrleisten zu
kénnen, ist daher fundamental fir das Uberleben und Funktionieren der Zelle.
Im Zytosol kommt es ohne das Wirken von H'-lonen-Transport-Mechanismen
zu einer Azidose durch Einwartsdiffusion oder Produktion von Protonen im
Rahmen des Metabolismus der Zelle (siehe 1.1). In den meisten Zellen ist eine
Vielzahl von Regulationsmechanismen in die pH-Regulation involviert. Zwei
grundsatzliche Mechanismen sind existent. Einerseits der Auswartstransport
von Protonen, andererseits der Einwartstransport von Bikarbonat zur
Neutralisation von H'-lonen im Zytosol (Soleimani & Burnham, 2001;Batlle et
al., 1994;Hoffmann et al., 1986;Hoffmann, 1982).

So verfugen nahezu alle Zellen Uber eine oder mehrere Isoformen des Natrium-
getriebenen H*-Antiporters (Na*/H*-Austauscher, NHE) in ihren Zellmembranen
(Krapf, 1989;Bevensee et al., 1999;Boyarsky et al., 1990;Ganz et al., 2000). Die
Na‘/H'-Austauscher  nutzen  die  Energie, die  im Natrium-
konzentrationsgradienten zwischen Extra- und Intrazellularraum gespeichert ist,
fur einen sekundar aktiven Auswartstransport von H*-lonen.

Ein weiterer Mechanismus ist der Natrium-abhangige HCO3/CI-Austauscher,
bei dem Na* und HCOj5 in die Zelle hinein (Energie resultiert wieder aus dem
Natriumkonzentrationsgradienten) und H* und CI" aus der Zelle heraus
transportiert werden (Boyarsky et al.,, 1988a;Boyarsky et al., 1988b). Dieser
Anionen-Austauscher besitzt doppelte Effektivitat, da einerseits H*-lonen aus
der Zelle sezerniert werden, andererseits HCO3' in die Zelle gelangt und somit
ein weiteres Proton neutralisiert werden kann (HCO3 + H" <> H,CO3; <> CO, +

H20). In Anwesenheit von Bikarbonat besitzt dieser Mechanismus ein grof3e
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Bedeutung in der pH-Regulation. Beide beschriebenen Antiporter werden durch
den intrazellularen pH-Wert reguliert und steigern ihre Aktivitat bei
zunehmender Azidifizierung des Zytosols.

In manchen Zellen spielt ein dritter Na*-abhangiger Transporter eine Rolle in
der pH-Regulation. Ein Na*/HCO3; Symport transportiert Natrium zusammen
mit 2 oder mehr Bikarbonatmolekilen in die Zelle. Dieser Symporter ist im
Gegensatz zu den beiden zuvor beschriebenen elektrogen, da mehr negative
als positive Ladungen in die Zelle gelangen, daher ist dieser Transporter von
der Membranspannung abhangig.

Auler den Natrium-abhangigen Transport-Proteinen existieren auch Natrium-
unabhangige Mechanismen. Einerseits ein HCOg3/ClI-Austauscher, der
Bikarbonat Ublicherweise entlang des elektrochemischen Gradienten aus der
Zelle hinaus transportiert (Boyarsky et al., 1988a), wodurch eine Entgleisung
des intrazellularen pH in alkalische Bereiche verhindert werden kann. Die
Aktivitat dieses Proteins wird durch Anstieg des pH; gesteigert und kann so den
pH-Wert wieder senken.

Andererseits existiert eine Natrium-unabhangige H*-ATPase, die (iberwiegend
in den Membranen von Lysosomen und Endosomen zu finden ist. Sie pumpt
unter ATP-Verbrauch H'-lonen aus dem Zytosol in die genannten
Kompartimente und bewirkt dabei den niedrigen pH-Wert in Lysosomen bei
Erhaltung des zytosolischen pH.

Eine Differenzierung der einzelnen Regulationsmechanismen ermdoglicht das
Vorhandensein oder der Ersatz von Natrium durch NMDG. Zusatzlich existieren
spezifische Inhibitoren. Fur den Natrium/Protonen-Austauscher das 5'(N-ethyl-
N-isopropyl)amilorid (EIPA) (Abrahamse et al., 1994;Watts, Il & Good, 1994a),
die Protonenpumpe kann mit Bafilomycin A1 spezifisch gehemmt werden
(Bowman et al., 1988;Umata et al., 1990;Yoshimori et al., 1991;Saurin et al.,
1996).
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1.3 Diabetische Nephropathie

Alle Formen des Diabetes mellitus sind charakterisiert durch chronische
Hyperglykdmie und die Entwicklung von diabetes-spezifischen mikrovaskularen
Komplikationen in Retina, Nierenglomerulum und peripheren Nerven. Haufige
Konsequenz der Gefallveranderungen sind diabetische Spatkomplikationen wie
Blindheit, Nierenversagen oder Polyneuropathie. Diabetes mellitus ist
auBerdem mit der Atherosklerose groRRer Gefalle in Herz, Gehirn und
Extremitaten assoziiert und steigert daher die Inzidienz von Herz- und
Hirninfarkten sowie Gefallverschlissen in den Extremitaten (Wei et al.,
1998;Ebara et al., 2000;Ginsberg, 2000). Die diabetische Nephropathie ist die
haufigste Ursache einer Niereninsuffizienz. Pathophysiologische Ursache ist
eine Hyperglykamie, die Abnormalitaten im Blutflu® und eine gesteigerte
GefalRpermeabilitadt zur Folge haben. Quantitative und qualitative
Veranderungen der extrazellularen Matrix sind an der Entstehung der gestorten
GefalRpermeabilitat beteiligt. Gesteigerte Glukoseaufnahme und Glykolyse ist
mit einer Vielzahl biochemischer Pathomechanismen, wie beispielsweise der
Proliferation von Tumorzellen oder der Ausbildung und Entwicklung
diabetischer Langzeitkomplikationen, verknupft (Brownlee, 2001).

Kurzlich durchgefuhrte Untersuchungen zeigten, dal® der Glukosetransporter1
(Glut1) und der Wachstumsfaktor TGF-B an der Entstehung von
Gewebsschaden durch hyperglykdmische Stoffwechsellage beteiligt sind
(Mogyorosi & Ziyadeh, 1999). Es konnte beschrieben werden, dal® hohe
extrazellulare Glukosekonzentrationen die Aktivitat und die Expression des
Glut1 in Mesangiumzellen induzieren und eine gesteigerte Glukoseaufnahme
und Glykolyse ermoglichen (Heilig et al., 1997b). Der gesteigerte
Glukosemetabolismus der Zellen fordert die Entstehung der pathologischen
Veranderungen bei der diabetischen Nephropathie. Die Aktivitat der
Glukosetransporter in den Zellmembranen der Zielzellen stellt daher den
Geschwindigkeits-bestimmenden Faktor fir diese Veranderungen dar.

In vitro Studien an Zellkulturen konnten zeigen, dal3 die genetische

Uberexpression des Glut1 in Mesangiumzellen der Ratte den Phanotyp der
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diabetischen Nephropathie imitieren konnte, ohne dal} hohe extrazellulare
Glukosekonzentrationen noétig waren (Heilig et al., 1995). Diese Ergebnisse
konnen auch das Auftreten von Spatkomplikationen bei Patienten mit
aullerordentlich gut eingestelltem Serumblutzucker erklaren.

Die meisten gegenwartigen Therapieschemata von Diabetes mellitus
versuchen, Spatkomplikationen durch eine Normalisierung der Plasmaglukose-
Konzentration zu erreichen. Diese wird haufig auf Kosten eines gesteigerten
Transportes in die Zellen erreicht. Die Verminderung des Transportes in die
Zellen koénnte hingegen ein Therapieansatz zur Reduktion von

Spatkomplikationen sein

1.4 Glukokortikoide

Glukokortikoide spielen eine bedeutende Rolle im Glukosestoffwechsel der
Zellen. Durch Hemmung und Aktivierung verschiedener Stoffwechselwege
nehmen haben sie gleichzeitig starken EinfluR auf die pH-Regulation der
einzelnen Zelle sowie des Gesamtorganismus.

Dabei Ubt Dexamethason einerseits indirekte Effekte aus. So fuhrt eine
Hemmung der Glykolyse (Probst & Jungermann, 1983) zu einer Verminderung
der Laktatproduktion in einigen Zelltypen. Die Stimulation der Glukoneogenese
bewirkt zusatzlich einen Verbrauch des intrazellularen Laktats. Weiterhin wurde
eine Verminderung der Glukoseaufnahme an Endothelzellen der Aorta sowie an
Adipozyten der Ratte beschrieben (Roth & Livingston, 1976). In
Skelettmuskelzellen  wird  der  Glukosetransporter4  (Glut4)  durch
Glukokortikoidbehandlung  indirekt gehemmt (Haber &  Weinstein,
1992;Guillaume-Gentil et al., 1993).

Andererseits nimmt Dexamethason auch direkten Einflu® auf die zellulare pH-
Regulation. So zeigt Dexamethason bei chronischer Gabe einen Anstieg der
Bikarbonatresorption in isoliert perfundierten proximalen Tubuluskonvolut-Zellen
(Baum et al., 1994). In der gleichen Studie zeigt sich zusatzlich ein Anstieg der

Aktivitat des Natrium/Protonen-Austauschers in der Biirstenmembran. Dabei
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steigert Dexamethasonbehandlung die NHE3-Isoform auch auf mRNA-Ebene,
ohne allerdings einen Anstieg der NHE1 mRNA nachweisen zu konnen. Ein
Anstieg des mRNA-Levels von NHE3 in Niere und Illium unter
Methylprednisolonbehandlung ohne gleichzeitigen Anstieg der NHE1-mRNA
konnte in einer weiteren Studie gezeigt werden (Yun et al., 2002). Darin konnte
gezeigt werden, dall die Stimulation der NHE-Expression die Anwesenheit
eines Regulatoproteins (NHERF2) bei gleichzeitiger Aktivierung der Serum-
Glukokortikoid-induzierten Proteinkinase1 (SGK1) erfordert.

Als weitere Glukokortikoidwirkung konnte eine gesteigerte Expression der
MmRNA des Natrium/Bikarbonat-Kotransporters (NBC1) in der basolateralen
Membran von Nierenepithelzellen des proximalen Tubulus gezeigt werden (Ali
et al., 2000). Die Stimulation der Expression war dabei auch mit einer
gesteigerten  Aktivitdt  assoziiert. Die  gesteigerte  Aktivitat des
Natrium/Bikarbonat-Kotransporters bewirkt eine vermehrte Ruckresoption von
Bikarbonat im proximalen Tubulus und kann eine wichtigen Beitrag zur
Erzeugung einer metabolischen Alkalose bei Glukokortikoid-Uberproduktion
leisten. Hierbei sollte allerdings auch die Mineralkortikoid-Wirkung am
Sammelrohr erwahnt werden, die ihrerseits die Entstehung einer
hypokaliamischen metabolischen Aklalose durch die Ruckresorption von
Natrium im Austausch gegen Kalium oder Protonen, beglnstigen kann
(Quinkler et al., 2001).
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1.5 Fragestellung

Im Rahmen der beschriebenen Zusammenhange ist es von Interesse, die
Wechselwirkungen und Zusammenhange zwischen Glykolyse und pH-
Regulation zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden Mesangium-Zellen der
Ratte, die den Glukosetransporter1 (Glut1) Uberexprimieren, mit Kontroll-Zellen
verglichen. Die Uberexpression des Glut1 bewirkt dabei eine gesteigerte
Glukoseaufnahme und —verstoffwechselung (Heilig et al., 1997b).

Die vorliegende Arbeit untersucht die Auswirkungen des gesteigerten
Glukosemetabolismus auf die Regulation der zellularen pH-Homdoostase.

In einer zweiten Serie von Experimenten wurden an Jurkat-T-Lymphozyten die
Auswirkungen von Dexamethasonbehandlung und damit verbundener

Hemmung der Glykolyse auf die pH-Regulation untersucht.
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2 Material und Methoden
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2.1 Substanzen und Lésungen

2.1.1 Chemische Substanzen

Die verwendeten Substanzen wurden, soweit nicht anderweitig angegeben, von
der Firma Sigma, Deisenhofen bezogen.

Der Fluoreszenz-Farbstoff BCECF-AM wurde bei Molecular Probes (Eugene,
OR, USA) bezogen.

Tabelle 2-1: Liste der verwendeten Abkurzung von Substanzen

BCECF-AM 2',7'bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)-carboxyfluorescein
acetoxymethyl ester

Cholinbikarbonat | (2-Hydroxyethyl)trimethylammonium

Dexamethason (9a-Fluoro)-16a-methylprednisolon

DMSO Dimethyl-sulfoxide-ACS-Reagent

EIPA 5‘(N-ethyl-N-isopropyl)amilorid

HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N‘-(2-ethansulfonsaure)
0-M-Glukose Ortho-MethylGluco-Pyranose

p-CMBS p-chloromercuriphenyl-sulfonsaure

Phloretin B-(4-Hydroxyphenyl)-2,4,6-trihydroxypropiophenon
Pyruvat a-Ketopropionsaure

Tris Tris(hydroxyethyl)aminoethan
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Tabelle 2-2: Liste der verwendeten Substanzen und deren Substanzgruppen

BCECF-AM

membrangangiger pH-sensitiver Fluoreszenzfarbstoff

Bafilomycin A1

H*-ATPase-Inhibitor

Cholin-Bikarbonat Puffer

Dexamethason Glukokortikoid

DMSO Lésungsmittel

EIPA Natrium-Protonen-Austauscher-Inhibitor
Harnstoff Organisches Osmolyt

HEPES Puffer

Nigericin H*-lonophor

0-M-Glukose nicht metabolisierbare Glukose
p-CMBS Monocarboxylattransporter-Inhibitor
Phloretin Monocarboxylattransporter-Inhibitor
Poly- -Lysine 0,01% | Glas-coating zur Unterstutzung der Zelladh&sion
Saccharose Organisches Osmolyt

Sorbitol Organisches Osmolyt
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2.1.2 Perfusions-Lésungen

Alle Lésungen wurden mit demineralisietem Wasser hergestellt und mit

Natronlauge (NaOH) oder Salzsaure (HCI) auf einen pH-Wert von 7,4

eingestellt. Folgende Losungen wurden fur die Superfusion der Zellen wahrend

der fluoreszenz-mikroskopischen Messungen verwendet.

1.

Physiologische Ringer-Losung als Standard-Ldsung (Tabelle 2-3).

Die  Ammoniumchlorid/0-Natrium-Lésung (NH4CI/0O-Natrium) enthalt 20
mM NH4CI als Ersatz fir 20mM NaCl, verbleibendes Natrium wurde mit N-

methyl-D-glucamine (NMDG) substituiert (Tabelle 2-4).

In der natriumfreien Losung (0-Natrium) wurde Natrium durch NMDG (Fa.
Sigma, Steinheim) zur Erhaltung der Osmolaritat ersetzt (Tabelle 2-5). Die
pH-Wert-Einstellung erfolgte wie bei allen anderen natriumfreien Losungen

mit Tris-Base.

Die Bikarbonat-gepufferten Losungen enthalten 24 mM Bikarbonat anstatt
HEPES als Puffer, zusatzlich 1 mM HCI. Diese Losungen wurden
kontinuierlich in einer Umgebung mit einem Gasgemisch aus 95% Luft und
5% CO; gehalten, so dal} sich das CO, /HCO3™-Gleichgewicht bei einem pH-
Wert von 7,4 einstellt (Tabelle 2-6).

Die Natrium-Laktat-Standardlésung enthalt 40mM Na-Laktat im Austausch
fur NaCl (Tabelle 2-7). Die Saccharose-, Sorbitol-, Glukose-, 3-O-
Methylgluco-Pyranose- sowie die Harnstoff-Laktatldsung enthalten jeweils
20mM der namensgebenden Substanz als Substitut fir 10mM NaCl (Tabelle
2-8 und Tabelle 2-9). Die entsprechenden Standard-Losungen enthalten
kein Natrium-Laktat (Tabelle 2-10 und Tabelle 2-11).
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In den Laktatkinetik-Losungen ist NaCl in der jeweils angegebenen

Konzentration durch Na*-Laktat ersetzt (Tabelle 2-12).

Die Natrium-Pyruvat- enthalt 40 mM Natrium-Pyruvat, die Tris-Pyruvat-
Ldsung enthalt 40 mM Tris-Pyruvat als Ersatz fir 40 mM Natrium-Laktat
(Tabelle 2-13).

Die Kalibrierungslosung ist wie in Tabelle 2-14 angegeben
zusammengesetzt. Sie wurde jeweils zu Versuchsbeginn auf pH 6,5 sowie

7,5 titriert, sowie Nigericin in DMSO 10uM hinzugegeben.
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Tabelle 2-3: Standard-Lésung

NaCl 125mM

KCI 5mM
MgSOq4 1,2mM
HEPES | 32,2mM
Na;HPO4 | 2mM
Glukose 5mM
CaCl, 1

Tabelle 2-4: Ammoniumchlorid/O-Natrium-Losung

NaCl 0
KCI 5mM
MgSO4 1,2mM
HEPES 32,2mM
Naz;HPO4 2mM
NH4CI 20mM
NMDG/HCL | 105mM
Glukose 5mM
CaCl, 1mM
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Tabelle 2-5: Natriumfreie Lésung (0-Natrium)

NaCl 0
KCI 5mM
MgSO4 1,2mM
HEPES 32,2mM
Na;HPO4 0
NMDG/HCL | 125mM
Glukose 5mM
CaCl, 1mM
Tabelle 2-6: Bikarbonat-gepufferte Losungen
Standard- O-Natrium- NH,CIl/0-Natrium-
Bikarbonat Bikarbonat Bikarbonat
NaCl 125mM 0 0
KCI 5mM 5mM 5mM
MgSO4 1,2mM 1,2mM 1,2mM
HEPES 0 0 0
Cholinbikarbonat 24mM 24mM 24 mM
Na;HPO4 2mM 0 0
NMDG/HCL 0 125 mM 105 mM
NH,4CI 0 0 20 mM
Glukose 5mM 5mM 5mM
CaCly 1 mM 1 mM 1 mM
HCI 1 mM 1 mM 1 mM
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Tabelle 2-7: Natrium-Laktat Standardlésung

NaCl 85mM
KCI 5mM
MgSO4 | 1,2mM
HEPES |32,2mM
Na;HPO4 | 2mM
Glucose 0
CaCl, 1mM
Na*-Laktat| 40mM

Tabelle 2-8: Saccharose-Laktat-Lsg, Sorbitol-Laktat-Lsg, Glukose-Laktat-Lsg

Saccharose-Laktat  Sorbitol-Laktat Glukose-Laktat
NaCl 75mM 75mM 75mM
KCI 5mM 5mM 5mM
MgSO4 1,2mM 1,2mM 1,2mM
HEPES 32,2mM 32,2mM 32,2mM
Nax;HPO4 2mM 2mM 2mM
Glucose 0 0 20mM
CaCly 1mM 1mM 1mM
Na*-Laktat 40mM 40mM 40mM
Saccharose 20mM 0 0
Sorbitol 0 20mM 0
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Tabelle 2-9: 3-o-Methylgluco-Pyranose-Laktat-Losung (o-M-Glukose-Laktat),

Harnstoff-Laktat-Lésung

0-M-Glukose-Laktat Harnstoff-Laktat
NaCl 75mM 75mM
KCI 5mM 5mM
MgSO4 1,2mM 1,2mM
HEPES 32,2mM 32,2mM
NayHPO4 2mM 2mM
Glukose 0 0
CaCl, 1mM 1mM
Na*-Laktat 40mM 40mM
0-Methyl-Glukose 20mM 0
Harnstoff 0 20mM

Tabelle 2-10: Standard-Saccharose, Standard-Sorbitol, Standard-Glukose

Standard-Saccharose Standard-Sorbitol  Standard-Glukose
NaCl 115mM 115mM 115mM
KCI 5mM 5mM 5mM
MgSO4 1,2mM 1,2mM 1,2mM
HEPES 32,2mM 32,2mM 32,2mM
NayHPO,4 2mM 2mM 2mM
Glukose 0 0 20mM
CaCl; 1TmM 1mM 1mM
Na'-Laktat 0 0 0
Saccharose 20mM 0 0
Sorbitol 0 20mM 0
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Tabelle 2-11: 3-o-Methylgluco-Pyranose-Standard-Lésung  (o-M-Glukose-
Standard), Harnstoff —Standard-L6sung

0-M-Glukose-Standard  Harnstoff-Standard
NaCl 115mM 115mM
KCI 5mM 5mM
MgSO4 1,2mM 1,2mM
HEPES 32,2mM 32,2mM
NayHPO4 2mM 2mM
Glukose 0 0
CaCly 1mM 1mM
Na®-Laktat 0 0
o-Methyl-Glukose 20mM 0
Harnstoff 0 20mM

Tabelle 2-12: Laktatkinetik-Losungen

1mM Laktat 5mM Laktat 10mM Laktat 15mM Laktat

NaCl 124mM 120mM 115mM 110mM
KCI 5mM 5mM 5mM 5mM
MgSO4 1,2mM 1,2mM 1,2mM 1,2mM

HEPES 32,2mM 32,2mM 32,2mM 32,2mM
NayHPO,4 2mM 2mM 2mM 2mM

Glukose 0 0 0 0

CaCl; 1mM 1mM 1mM 1mM
Na'-Laktat 1mM 5mM 10mM 15mM
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Tabelle 2-13: Pyruvat-Losung, Tris-Pyruvat-Losung

Natrium-Pyruvat Tris-Pyruvat

NaCl
KCI
MgSO4
HEPES
Na;HPO4
Glukose
CaCly
Na*-Pyruvat
Tris-Pyruvat

85mM
5mM
1,2mM
32,2mM
2mM

1TmM

40mM

85mM
5mM
1,2mM
32,2mM
0
0
1mM

40mM

Tabelle 2-14: Kalium-Kalibrierungs-L6sung:

KCI 105mM
CaCl, 1mM
MgSO4 | 1,2mM
NMDG | 32,8mM
HEPES | 32,2mM

Nigericin | 10uM
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2.2 Geriéte und Set-up

2.21 Eingesetzte Gerate

Fir die fluoreszenz-optischen Messungen wurden folgende Gerate verwendet

(Abbildung 2-1):

e Monochromatische Lichtquelle mit Xenonlampe, Diffraktionsgitter und
schwenkbarem Spiegel (Fa. Uhl, Minchen)

e Graufilter, nominale Transmission 1% (Fa. Oriel, Darmstadt)

e Dichroischer Spiegel, FT 515 nm und 430 nm (Omega Opitcal, Brattleboro,
VT, USA)

e Objektiv, Plan-Neofluar 40fach, Ol-immersions-Linse (Zeiss, Oberkochen)

e Axiovert 100, Fluoreszenz-Mikroskop (Zeiss, Oberkochen)

e Videokamera HLS EC (Proxitronic, Bensheim)

e Software fur die Datenaufnahme und —bearbeitung (Imaging Workbench 4.0,
Fa. Axon Instruments, Union City, CA, USA

2.2.2 Perfusionssystem

Das Perfusionssystem besteht aus einer Perfusionskammer aus Plexiglas
(Durchmesser 38 mm) mit einem Volumen von ca. 1 ml. Die
Perfusionsschlauche wurden durch ein Wasserbad (37°C) in die
Perfusionskammer geleitet, so dal} alle Perfusionslésungen bis zum Zellkontakt
eine Temperatur von 37°C erreichten. Die Perfusionslosungen wurden in
Reservoirbehaltern mit einem Volumen von 60 ml bewahrt, die hoher als die
Perfusionskammer montiert waren, wodurch eine Schwerkraft-getriebene
Perfusion ermdoglicht wurde. Ein Durchflul-Regulator im Verlauf der
Perfusionsschlauche diente der Steuerung der FlieRgeschwindigkeit. Um den
schnellen und vollstandigen Austausch der Losungen zu gewahrleisten, wurde
an der Gegenseite der Einflulmindung eine Vakuumpumpe installiert. Durch

das permanente Absaugen der zugeflhrten Lésungen konnte der Wechsel
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zwischen unterschiedlichen Perfusionslésungen ohne Unterbrechung des

kontinuierlichen Flusses erreicht werden.

Abbildung 2-1:Schematischer Aufbau eines Invertfluoreszenzmikroskops:

Das Licht einer Xenonlampe wird in das Mikroskop eingekoppelt und mit einem
Anregungsfilter eine bestimmte Wellenlange herausgefiltert (fir BCECF 440 nm
und 485 nm). Ein dichroischer Spiegel reflektiert das Anregungslicht durch das
Objektiv zur Zelle. Das von der Zelle emittierte Fluoreszenzlicht (hier 535 nm)
kann den dichroischen Spiegel durchdringen und wird durch den Emissionsfilter
gebundelt. Das Emissionslicht fallt in eine Kamera, die das Bild zur digitalen

Verarbeitung weiterleitet.

Zelle
Lampe
Objektiv
Anregungs-
filter
1
1
Dichroischer
I Spiegel
1

Emissionsfilter

Kamera

Digitale Bildverarbeitung
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2.3 Fluoreszenzmikroskopie

2.3.1 Allgemeiner Uberblick tiber die Fluoreszenzmikroskopie

Zur Darstellung von intrazellularen Calcium-Konzentrationsveranderungen,
zytosolischem und lysosomalem pH-Wert sowie Veranderungen des
Zellvolumens konnen fluoreszenz-optische Methoden verwendet werden.

Die eingesetzten Farbstoffe werden durch Veresterung an eine Acetoxymethyl-
Gruppe gebunden, wodurch sie ihre hohe Membranpermeabilitat erhalten.
Intrazellulare Spaltung der Esterverbindung durch unspezifische, zytosolische
Esterase (Grynkiewicz et al., 1985) bewirkt einen Verlust der lipophilen
Eigenschaft, so dal® der Farbstoff die Zelle im Verlauf der Messung nicht oder
nur in geringem Ausmald durch Diffusion verlassen kann. Die Hydrolyse der
Esterbindung ist weiterhin entscheidend fur die Bindungfahigkeit des
Farbstoffmolekuils an das Ziel-lon.

Die Konzentration des Acetoxymethyl-Esters sollte bei der Farbstoffbeladung
der Zellen so gering wie moglich gehalten werden (< 10uM), um das Risiko von
Artefakten durch Uberladung, unvollstdndige Spaltung der Esterbindung oder
toxischen Effekten der Hydrolyse-Nebenprodukte (z. B. Formaldehyd) gering zu
halten.

Die Anfarbung der Zellen erfolgt Ublicherweise Uber eine Zeitdauer von 10
Minuten bis 1 Stunde und kann in einer fur die Zelllinie optimalen Temperatur,
im Brutschrank, durchgefiihrt werden. Um extrazellulare Hydrolyse zu
minimieren kann der Farbstoff in amin-freier Pufferlosung geldst werden, wie
beispielsweise PBS. Die Zellen sollten nach dem Beladen mit Farbstoff-freier
Ldsung gewaschen werden, um ungebundene Farbstoffmolekile zu entfernen.
Anregendes Licht aus einer monochromatischen Lichtquelle wird auf die Zellen
gerichtet. Die Fluoreszenzmikroskopie bedient sich dabei der Eigenschaft der
Farbstoffe, sogenannter Fluorochrome, bei Bestrahlung, Licht einer bestimmten
Wellenlange zu absorbieren (Absorptionsspektrum) und Licht einer langeren
Wellenlange abzustrahlen (Emissionsspektrum). Diese Erscheinung kommt

dadurch zustande, dal® durch die zugefuhrte Lichtenergie Elektronen in hohere
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Energiezustande angehoben werden und beim Ricksprung, der in Stufen
erfolgt, energiedrmeres Licht emittieren (Gesetz nach Stoke). Das resultierende
Emissionsspektrum kann sowohl qualitativ als auch quantitativ ausgewertet
werden.

In dieser Arbeit wurde die Fluoreszenzmikroskopie zur Messung der
zytosolischen H*-lonen-Konzentration, des pHi-Wertes verwendet. Dabei wurde
der Fluoreszenz-Farbstoff BCECF-AM in die Zelle eingebracht.

2.3.2 Intrazelluldre H*-lonen-Konzentrations-Messung

Die adharenten Glut1- und LacZ-Zellen wurden auf glasernen Deckglaschen mit
30 mm Durchmesser ausgesat und auf diesen im Brutschrank kultiviert. Die
Messungen wurden 24h, 48h und 72h nach dem Aussaen durchgeflhrt. Dabei
war nach 24h 30-50% der Kulturflache und nach 48h 60-80% der Kulturflache
bedeckt. 72h nach dem Aussaen waren die Zellen konfluent.

Die nicht adharenten Jurkat-Zellen wurden vor Versuchsbeginn auf Deckglaser,
die zuvor mit Poly--Lysine 0,01 % vorbehandelt (gecoated) wurden,
ausgebracht. Alle Zellen wurden bis unmittelbar vor Messbeginn im Brutschrank
bei angefeuchteter Luft, 5 % CO, und 37°C gehalten. Die Beladung mit dem
pH-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff BCECF-AM (Fa. Molecular Probes, Eugene,
OR, USA) (Abbildung 2-3) erfolgte in einer Konzentration von 10 uM in
Kulturmedium gelost Uber eine Zeitdauer von 10 Minuten ebenfalls im
Brutschrank. Nach der Inkubationszeit konnten die Zellen in die
Perfusionskammer transferiert werden und darin auf einem inversen Mikroskop
(Axiovert 100, Zeiss, Oberkochen) plaziert werden. Die Perfusionskammer
wurde daraufhin an das Perfusionssystem (2.2.2) angeschlossen. Die Zellen
wurden zu Beginn der Messung fokusiert. Nach Entfernung der ungebundenen
Farbstoffreste konnten die zu messenden Regionen mittels eines
Computerprogramms (Workbench 4.0, Fa. Axon Instruments, Union City, CA,
USA) ausgewahlt werden. Die Lichtintensitaten der Regionen sowie die Bilder
wurden gespeichert. Die Zellen wurden mit monochromatischem Licht der
Wellenlangen 440 nm und 485 nm angeregt, das emittierte Licht besal} 535 nm

Wellenlange (Abbildung 2-2). Die Hintergrundfluoreszenz in Abwesenheit des
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Farbstoffes betrug weniger als 1 % der mit Farbstoff aufgezeichneten Werte.
Der Quotient der Emission von 485/440 nm (Fluoreszenz-Ratio) wurde zur
Berechnung des zytosolischen pH-Wertes verwendet.

Die Eichung erfolgte mit der Kalium-Nigericin-Methode (Ganz et al,
1989;Thomas et al., 1979). Die Zusammensetzung der Eichlésung ist in Tabelle
2-14 angegeben. Die Fluoreszenz-Ratio 485/440 nm war im Bereich zwischen
pH 6,5 und 8,0 linear.

Abbildung 2-2: Excitations-Spektrum von BCECF-AM

Fluorescence excitation

Em =535 hm
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Abbildung 2-3: Strukturformel von BCECF-AM ( Gemisch aus den drei

angegebenen Verbindungen)
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2.3.3 Ansauerung der Zellen

Um die zytosolischen pH-Regulations-Mechanismen anzuregen, wurden die
Zellen in einigen Versuchen angesauert. Hierzu wurden sie wahrend des
Versuchsablaufs Uber eine Zeitdauer von 10 Minuten mit einer
Ammoniumchlorid-Losung perfundiert (Tabelle 2-4). Ammoniumchlorid liegt auf
Grund des pK-Wertes von 9,2 bei pH 7,4 Uberwiegend dissoziert vor. Bedingt
durch schnelle Diffusion von NHj; in die Zelle und intrazellularer Bindung von
H*-lonen kommt es zunachst zu einer signifikanten Alkalinisierung der Zellen.
Nach Gleichgewichtseinstellung wurde das Ammoniumchlorid entfernt. Die
darauf folgende Diffusion von NHj3 aus der Zelle heraus fuhrte durch eine
Retention von H*-lonen zu einer Azidifizierung des Zytosols (Watts, 11l & Good,
1994b). Die folgende Realkalinisierung war in hohem Male von Natrium
abhangig.
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2.4 Zellkultur

2.4.1 Glut1-Zellen und LacZ-Zellen:

Mesangium-Zellen der Ratte, die stabil mit dem humanen Glukosetransporter1-
Gen (Glut1) bzw. bakterieller p-Galaktosidase als Kontroll-Zellen (LacZ)
transfiziert wurden, wurden von Prof. C.W. Heilig, Rochester, NY, USA)
bezogen.

Die Zellen wurden in RPMI-1640 Medium unter Zusatz von 8 mM Glukose, 2 %
Ultroser, 2 mM Glutamin, 25 mM HEPES, 100 U/ml Penicillin und 100 U/mi
Streptomycin in einem Brutschrank (Fa. Heraeus, Osterode) bei 37°C und 5 %
CO, gehalten (Heilig et al., 1995). Die adharenten Zellen wurden zwei- bis
dreimal pro Woche passagiert. Das Kulturmedium wurde mit einer sterilen
Pipettenspitze abgesaugt und die Zellen mit PBS (phoshate buffered saline, pH
7,4) gewaschen. Anschlieend wurden sie mit Trypsin von ihrer Unterlage
geldst, und die Andauung durch Zugabe von Kulturmedium gestoppt. Die Zellen
wurden resuspendiert und erneut in der gewunschten Zelldichte (150.000/ml

Medium) ausgesat.

2.4.2 Jurkat-T-Lymphozyten

Jurkat-Zellen wurden von American Type Culture Collection (Rockville, MD,
USA) bezogen. Sie wurden in RPMI-1640 Medium unter Zusatz von bei 56 °C
inaktiviertem 10 % fotalem Kalberserum (FCS), 10 mM HEPES (pH 7,4) 2 mM
L-Glutamin, 1 mM Natrium-Pyruvat, 100 mM nicht essentielle Aminosauren, 100
U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin und 50 uM B-Mercaptoethanol (alle
Substanzen von Life Technologies, Eggstein) kultiviert. Gehalten wurden die
Zellen in einem Brutschrank (Fa. Heraeus) bei 37 °C und 5 % CO,. Die

Passage der Zellen erfolgte zwei- bis dreimal pro Woche.
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2.5 Statistische Auswertung

Alle Daten sind als arithmetische Mittelwerte mit Standardfehler angegeben. Die
Anzahl der in den Mittelwerten berucksichtigten jeweils unabhangigen Versuche
ist gesondert angegeben. Statistische Analysen wurden mittels gepaartem oder
ungepaartem T-Test durchgefuhrt. Signifikante Abweichung wurde bei p<0,05,

hoch signifikante Abweichung bei p<0,01 angenommen.
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3 Ergebnisse
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3.1 pH;-Wert in Glut1 und LacZ-Zellen

Obwohl Glut1-Zellen signifikant mehr Laktat und H'-lonen bilden als LacZ-
Zellen, ist der zytosolische pH-Ausgangswert in Glut1 mit 7,50 + 0,06 (n=33)
hoch signifikant (p<0,01) alkalischer als in LacZ mit 7,22 + 0,05
(n=49)(Abbildung 3-1 und Tabelle 3-1).

Die Zellen wurden 24h, 48h und 72h nach dem Aussaen in einer Konzentration
von 300 000 Zellen/ml Kulturmedium gemessen. Nur beim MefRzeitpunkt nach
72h lag Konfluenz der Zellen vor. Bei den Messungen nach 24h und 48h
befanden sich die Zellen in der Proliferations-Phase.

Es zeigt sich ein niedrigerer pHi-Wert im Konfluenz-Stadium der Zellen als
wahrend der Proliferations-Phase. Es liegt allerdings fur Glut1 kein signifikanter
pHi-Wert-Abfall vor. Der durchschnittliche pHi-Wert der Glut1-Zellen nach 24h
betrug 7,62 + 0,15 (n=11), nach 48h 7,56 + 0,06 (n=13) und nach 72h 7,28 +
0,10 (n=9).

Bei LacZ zeigt sich ebenfalls ein niedriger pH;-Wert nach 72h. Es ergibt sich ein
signifikanter pH;-Abfall (p<0,05) im Vergleich zur 24h Messung. Der
durchschnittliche pH-Wert der LacZ lag nach 24h 7,27 + 0,07 (n=21), nach 48h
7,25 + 0,08 (n=21) und nach 72h 7,00 + 0,08 (n=7).

Eine Gegenuberstellung des pHi-Wertes zwischen Glut1 und LacZ zum
jeweiligen Meldzeitpunkt ergibt bei der Messung nach 24h und nach 72h
signifikante Abweichung (p<0,05), bei der 48h-Messung einen hoch signifikant
niedrigeren pH-Wert in LacZ-Zellen.

Aufstellung der Ergebnisse siehe Tabelle 3-1 und Tabelle 3-2.
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Tabelle 3-1: Ausgangs-pH;-Wert, gesamt

Glut1 LacZ
Mittelwert (pH) 7,50 7,22
Standardfehler 0,06 0,05
T-Test, Glut1/LacZ (p) 0,001
Versuchsanzahl (n) 33 49
Tabelle 3-2: pHi-Wert nach 24h, 48h und 72h
Glut1 LacZ
24h 48h 72h 24h 48h 72h
Mittelwert (pH) 7,62 7,56 7,28 7,27 7,25 7,00
Standardfehler 0,15 0,06 0,10 0,07 0,08 0,08
T-Test, Glut1/
0,0499 0,0043 0,0447
LacZ (p)
T-Test, 24h/72h
0,73 0,08 0,85 0,02
(p)
Versuchsanzahl
n) 11 13 9 21 21 7
n
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Abbildung 3-1: pH;-Ausgangswert in Glut1 und LacZ-Zellen
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Abbildung 3-2: pH;-Wert nach 24h, 48h und 72h
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3.2 Natrium-unabhéangige pHi-Wert-Regulation

Um die Natrium-unabhangige pH;-Wert-Regulation abzuschatzen, wurde die
Realkalinisierung nach Ansauerung durch Ammoniumchlorid-Puls (siehe 2.3.3)
in Abwesenheit von extrazelluldarem Natrium beobachtet. Hierfir wurden
natriumfreie Perfusionsldsungen (siehe Tabelle 2-4 und Tabelle 2-5) verwendet.
Die Orginalaufzeichnung je einer Messung an Glut1 und LacZ zeigt die
Abbildung 3-3.

Der Ammoniumchlorid-Puls flhrte zu einem initialen Anstieg des pHi-Wertes in
Glut1 auf 7,83 + 0,09 pH; (n=15) und in LacZ auf 7,68 + 0,09 pH;., (n=14).
Dabei zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Zelllinien (p=0,23). Die anschlieRende Entfernung des Ammoniumchlorids bei
weiterhin bestehendem Ersatz von extrazellularem NaCl gegen NMDG" flihrte
zu einem schnellem Abfall des pH;-Wertes auf 6,34 + 0,03 pH; in Glut1 (n=15)
und auf 6,33 = 0,03 pH; in LacZ-Zellen (n=14). Auch hier besteht kein
signifikanter Unterschied (p=0,84).

Unter natriumfreien Bedingungen kommt es zu einem langsamen Anstieg des
pHi-Wertes mit einer Geschwindigkeit von 0,076 + 0,008 ApH/min (n=9) in Glut1
und 0,066 + 0,010 ApH/min (n=8) in LacZ. Die Geschwindigkeit dieser pH-Wert-
Regulation unterscheidet sich nicht signifikant zwischen den beiden Zelllinien
(p= 0,45).

Zusammenfassung der Ergebnisse siehe Tabelle 3-4.
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Abbildung 3-3: Orginalaufzeichnung der Natrium-unabhangigen pH;-Regulation

nach Ammoniumchlorid-Puls in Glut1 und LacZ-Zellen
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Tabelle 3-3: pHi-Wert-Veranderung durch Ammoniumchlorid-Puls

Glut1 LacZ

pH; bei NH4Cl pHinach NH4CI | pH;- bei NH4Cl pH; nach NH,4CI
Mittelwert (pH) 7,83 6,34 7,68 6,33
Standardfehler 0,09 0,03 0,09 0,03

T-Test,
0,23 0,84
Glut/LacZ (p)
Versuchsanzahl
15 15 14 14
(n)

Tabelle 3-4: Natrium-unabhangige pH;-Regulation

Glut1 LacZ
Mittelwert (ApHi/min) | 0,0759 0,0658
Standardfehler 0,008 0,010
T-Test, Glut1/LacZ (p) 0,45
Versuchsanzahl (n) 9 8
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Abbildung 3-4: Natrium-unabhangige pH;-Regulation
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3.3 Natrium-unabhingige  pH-Wert-Regulation  unter H'-ATPase-

Hemmung mit Bafilomycin

Eine genauere Untersuchung der Natrium-unabhangigen pHi-Wert-Regulation
ermdglicht der Einsatz von Bafilomycin. Bafilomycin ist ein Hemmer der
membranstandigen H*-ATPase und somit ein geeignetes Mittel, um den EinfluR
der H'-ATPase auf die Natrium-unabhangige pHi-Wert-Regulation zu
untersuchen.

Sowohl Glut1 als auch LacZ-Zellen wurden unmittelbar vor Messungsbeginn 15
Minuten mit Bafilomycin in 2mM Konzentration vorinkubiert.

Es zeigte sich eine hoch signifikante Verlangsamung der Natrium-
unabhangigen Realkalinisierung nach Ammoniumchlorid-Puls im Vergleich zur
Kontrollgruppe ohne Bafilomycin-Vorbehandlung sowohl bei Glut1 0,0061 +
0,0054 ApHi/min (n=4) als auch bei LacZ 0,0029 + 0,0012 ApHi/min (n=4). Es

besteht kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Zelllinien.

Tabelle 3-5: H-ATPase-Hemmung mit Bafilomycin

Glut1 LacZ
Kein Mit Kein Mit
Bafilomycin  Bafilomycin Bafilomycin Bafilomycin
Mittelwert 0,0759 0,0061 0,0658 0,0029
(ApHi/min)
Standardfehler 0,008 0,0054 0,010 0,0012
T-Test, kein/mit <0,01 <0,01
Bafilomycin (p)
Versuchsanzahl 9 4 8 4
(n)
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Abbildung 3-5: H*-ATPase-Hemmung mit Bafilomycin
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Abbildung 3-6: Orginalaufzeichnung der Natrium-unabhangigen pH;-Regulation

nach Bafilomycin-Vorinkubation
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3.4 Natrium-abhédngige pHi-Wert-Regulation

Die Bedeutung der Natrium-abhangigen pH;-Wert-Regulation in Glut1 und LacZ
wurde durch Wiederzugabe von natriumhaltiger Perfusionslosung (Tabelle 2-3)
nach vorubergehender natriumfreier Perfusionslosung untersucht (Tabelle 2-5).
Nachdem durch Austausch des Natrium gegen NMDG" eine deutliche und
schnelle Absenkung des pH-Wertes bewirkt wurde (Abbildung 3-7), kam es in
der anschlielenden Reperfusionsphase mit Standardlésung zu einer schnellen
Realkalinisierung des Zytosols bei Glut1- und LacZ-Zellen. Dabei konnte flr
Glut1 eine Rate von 1,582 + 0,260 ApH/min (n=5) fur LacZ eine Rate von 0,982
+ 0,159 ApH/min (n=5) ermittelt werden. Die Realkalinisierung ist dabei in Glut1
signifikant schneller als in LacZ (p<0,05)

Weiterhin  wurde die Natrium-abhangige pH;-Wert-Regulation nach
intrazellularer Ansauerung mittels Ammoniumchlorid-Puls bestimmt (Abbildung
3-8). Die Geschwindigkeit des pH;-Wert-Anstiegs betrug dabei in Glut1 0,843 +
0,090 ApH/min (n=9) und in LacZ 0,579 + 0,056 ApH/min (n=8). Die T-Test-
Berechnung ergibt einen signifikant schnelleren Anstieg des pHi-Wertes in
Glut1 als in LacZ (p=0,018). Diese kdnnen ein Hinweis auf eine Stimulation der
Natrium-abhangigen pH;-Wert-Regulation in Glut1-Zellen sein.

Die Betrachtung der Natrium-abhangigen pH;-Wert-Regulation nach dem
Melzeitpunkt (24h, 48h und 72h nach dem Aussaen) ergibt die folgenden
Ergebnisse (mit Ammoniumchlorid-Puls). In Glut1 24h 0,65 + 0,18 ApH/min
(n=4), nach 48h 1,13 + 0,19 ApH/min (n=4), nach 72h 0,75 + 0,21 ApH/min
(n=3). In LacZ-Zellen konnten folgende Geschwindigkeiten gemessen werden:
Zum MeRzeitpunkt 24h 0,86 + 0,19 ApH/min (n=4), nach 48h 0,45 + 0,01
ApH/min (n=3) und 72h nach dem Aussaen 0,49 + 0,12 ApH/min (n=3). Nur

nach 48h war der Unterschied zwischen den Zellen signifikant.
Eine Zusammenfassung der Ergebnisse zeigen die Tabelle 3-6, Tabelle 3-7 und
Tabelle 3-8.
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Tabelle 3-6: Natrium-abhangige pH;-Regulation ohne Ammoniumchlorid-Puls

Glut1 LacZ

Mittelwert (ApHi/min) 1,582 0,982

Standardfehler 0,260 0,159

T-Test, Glut1/LacZ (p) <0,05
Versuchsanzahl (n) 5 5

Tabelle 3-7: Natrium-abhangige pH;-Regulation mit Ammoniumchlorid-Puls

Glut1 LacZ
Mittelwert (ApHi/min) | 0,0759 0,0658
Standardfehler 0,008 0,010
T-Test, Glut1/LacZ (p) 0,45
Versuchsanzahl (n) 9 8

Tabelle 3-8 Natrium-abhangige pHi-Regulation nach 24h, 48h und 72h

Glut1 LacZ
24h 48h 72h 24h 48h 72h
Mittelwert
0,65 1,13 0,75 0,86 0,45 0,49
(ApHi/min)

Standardfehler 0,18 0,19
T-Test, Glut1/ LacZ
(9]

T-Test, 24h/72h (p) 0,11

Versuchsanzahl (n)| 4 4

0,21 0,19 0,01 0,12
0,45 0,03 0,34

0,72 0,11 0,16
3 4 3 3
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Abbildung 3-7: Orginalaufzeichnung der Natrium-abhangigen pH;-Regulation in

Glut1 und LacZ ohne Ammoniumchlorid-Puls
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Abbildung 3-8: Orginalaufzeichnung der Natrium-abhangigen pH;-Regulation in

Glut1 und LacZ mit Ammoniumchlorid-Puls
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Abbildung 3-9: Natrium-abhangige pH;-Regulation
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Abbildung 3-10: Natrium-abhangige pH;-Regulation nach 24h, 48h und 72h
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3.5 Natrium-abhédngige pH;-Wert-Regulation unter Natrium-Protonen-

Austauscher-Hemmung mit 5‘(N-ethyl-N-isopropyl)amilorid (EIPA)

Der Einsatz des Natrium-Protonen-Austauscher-Hemmers (EIPA) ermdglicht
eine weitergehende Differenzierung der Natrium-abhangigen pH;-Wert-
Regulation. EIPA ist ein spezifischer Hemmer des Na*/H"-Austauschers (NHE),
der konzentrationsabhangig die drei unterschiedlichen Isoformen NHE1, NHE2
und NHE3 des Na’/H'-Austauschers reversibel hemmen kann. Die drei
Isoformen kdnnen anhand ihrer kinetischen Eigenschaften unterschieden
werden. Dabei ist die Affinitat von NHE1 fir Na* 2fach niedriger als fiir NHE3.
Eine Differenzierung der Isoformen kann auch aufgrund der unterschiedlichen
Sensitivitat fur EIPA vorgenommen werden (Orlowski & Kandasamy,
1996;Praetorius et al., 2000). Ublicherweise wird fiir die Blockade des NHE3 mit
30 pM die hochste Wirkdosis bendtigt, um eine Hemmung zu erreichen, zur
Hemmung von NHE2 wird eine Konzentration von 2,0 yM verwendet, fur die
Inhibition des NHE1 bendtigt man eine Konzentration von 0,1 uM (Yu et al.,
1993;0rlowski, 1993).

Bei den Messungen dieser Arbeit wurde den verwendeten Perfusionslésungen
in einer Melreihe EIPA in einer Konzentration von 2,0 uM in einer zweiten
Melreihe 0,1 uM EIPA zugesetzt. Bei der Versuchsdurchfuhrung wurde
zunachst, wie bei allen anderen Melireihen auch, mit Standardlésung ohne
EIPA-Zusatz, anschlieBend mit Ammoniumchlorid-Puls ebenfalls ohne EIPA
perfundiert. Den darauf folgenden Perfusionslésungen (0-Natrium-Lésung und
erneut Natrium-haltige Standardlosung) wurde EIPA in der jeweils
angegebenen Konzentration zugefugt.

Es zeigte sich der Behandlung mit 2,0 uM EIPA eine hoch signifikante
Abnahme der Natrium-abhangigen Realkalinisierung in Glut1 von 0,013 + 0,02
ApH/min (n=4) ( Glut1 ohne EIPA 0,843 + 0,090 ApH/min) und in LacZ von
0,012 + 0,001 ApH/min (n=4) (LacZ ohne EIPA 0,579 + 0,056 ApH/min).
Signifikante Unterschiede zwischen den Zelllinien konnten dabei nicht

beobachten beobachtet werden.
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Eine daraufhin durchgefuhrte Melreihe mit der geringeren EIPA-Konzentration
von 0,1 uM bei ansonsten identischem Versuchsprotokoll ergab die folgenden
beschriebenen Werte. Auch bei 0,1 yM EIPA wurde eine im Vergleich zur
Kontrollgruppe hoch signifikante Verlangsamung der Natrium-abhangigen pH;-
Wert-Regulation in Glut1 von 0,040 + 0,012 ApH/min (n=4) und in LacZ von
0,040 + 0,013 ApH/min (n=4) beobachtet. Auch bei dieser Meldreihe ergab sich
keine signifikante Abweichung zwischen den Zelllinien Glut1 und LacZ.
Weiterhin ergab sich kein Unterschied im Sinne einer Signifikanz zwischen der
MeRreihe 2,0 uM EIPA und 0,1 uM EIPA.

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse mit Gegenulberstellung der bereits

oben beschriebenen Kontrollgruppe findet sich in Tabelle 3-9.

Tabelle 3-9: Natrium-abhangige pHi-Wert-Regulation unter Na*/H*-
Austauscher-Hemmung mit EIPA 2,0 uM und EIPA 0,1 uM

Glut1 LacZ
Kein 2,0 uM 0,1 uM [Kein 20uM 0,1 uM
EIPA EIPA EIPA |EIPA EIPA EIPA
Mittelwert
0,843 0,013 0,040 0,579 0,012 0,040
(ApHi/min)

Standardfehler | 0,090 0,002 0,012 0,056 0,001 0,013
T-Test, Glut1/
LacZ (p)

Versuchsanzahl

(n)

0,018 0,58 0,97




Ergebnisse 51

Abbildung 3-11: Orginalaufzeichnung des Na'/H*-Austauschers
Hemmung mit EIPA 2,0 uM in Glut1 und LacZ
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Abbildung 3-12: Natrium-abhangige pH-Wert-Regulation unter Na®/H*-
Austauscher-Hemmung mit EIPA 2,0 yM und EIPA 0,1 uM
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Abbildung 3-13: Na*/H*-Austauscher-Hemmung mit EIPA 2,0 uM und EIPA 0,1

MM im Vergleich zur Kontrolle (ohne EIPA)

Delta pH,/min

Blockade der Na‘*/H*-Austauscheraktivitat mit BPA

09 -
08 -
07 -
0,6 - T
0,5 -
04 -
03
0,2 -

0,1 -
0. —_— . ]

kein HPA 2,0 yM BPA 0,17uM BHPA

g Glut1
[LacZ




Ergebnisse 54

3.6 pHi-Wert-Regulation in Anwesenheit von Bikarbonat

Zur Untersuchung des Einflusses des Bikarbonat-Chlorid-Austauschers (HCO3
/CI'-Austauschers) auf den zytosolischen pH wurden zusatzlich Messungen mit
Bikarbonat-haltigen Perfusionsldsungen durchgefuhrt. Die genannten Lésungen
enthielten 24mM Cholin-Bikarbonat statt HEPES sowie 1 mM HCI. Es wurde
kontinuierlich ein Gasgemisch aus 5% CO; und 95% Luft in die Losungen
eingeleitet. Unter den genannten Bedingungen stellte sich das HCO3;- CO»-
Gleichgewicht bei einem pH-Wert von 7,4 ein. Das Versuchsprotokoll entspricht
den verwendeten Protokollen der oben beschriebenen Messungen in
Anwesenheit von HEPES. Die Reihenfolge der Perfusionslésungen war
Standard-Bikarbonat, 0-Natrium-Bikarbonat, NH4CIl/0O-Natrium-Bikarbonat und
abschlie3end erneut Standard-Bikarbonat (Tabelle 2-6).

Die Natrium-unabhangige Realkalinisierung nach Ammoniumchlorid-Puls in
Anwesenheit von Bikarbonat betrug in Glut1 0,036 + 0,012 ApH/min (n=7) (in
Anwesenheit von HEPES 0,076 + 0,008 ApH/min) und in LacZ 0,014 + 0,003
ApH/min (n=7) (die Kontrolle mit HEPES 0,066 + 0,010 ApH/min). Es ergibt sich
kein signifikanter Geschwindigkeitsunterschied in Anwesenheit von Bikarbonat
zwischen Glut1 und LacZ-Zellen (p=0,13). Der Vergleich der Ergebnisse in
Glut1 zwischen Bikarbonat-Messung und HEPES-Messung ergibt eine
signifikant niedrigere Realkalinisierungs-Geschwindigkeit in der Mefreihe mit
Bikarbonat-haltigen Perfusionslésungen (p=0,02). Die Signifikanz-Berechnung
fur LacZ zeigt eine hoch signifikante Verlangsamung der Realkalinisierung in
den Bikarbonat-gepufferten Experimenten (p=0,001).

Die Natrium-abhangige pHi-Wert-Regulation bei Reperfusion mit natriumhaltiger
Standard-Bikarbonat-Losung zeigt fur Glut1 einen pHi-Wert-Anstieg mit 1,08 +
0,15 ApH/min (n=7) (bei HEPES-haltigen Perfusionslosungen 0,84 + 0,09
ApH/min), in LacZ einen pH;-Wert-Anstieg von 0,89 + 0,10 ApH/min (n=7)
(Kontrolle mit HEPES 0,58 + 0,06 ApH/min). Es bestehen hier keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Glut1 und LacZ-Zellen fur die Natrium-
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abhangige pHi-Wert-Regulation in Anwesenheit von Bikarbonat (p=0,33). Die

Gegenuberstellung der Bikarbonat-Messungen mit den HEPES-Messungen

ergibt fur Glut1 keine Signifikanz (p=0,20), fir LacZ jedoch ergibt sich unter

Bikarbonat-haltigen Perfusionslésungen eine signifikante Beschleunigung der

Realkalinisierung bei Reperfusion mit Natrium (p=0,02).

Die Ergebnisse der Messungen mit Bikarbonat-Losungen sind in

Tabelle 3-10 und Tabelle 3-11 zusammengefalit.

Tabelle 3-10: Natrium-unabhangige pH;-Regulation

in Anwesenheit von

Bikarbonat

Glut1 LacZ

HEPES- Bikarbonat- HEPES- Bikarbonat-

Puffer Puffer Puffer Puffer
Mittelwert

0,076 0,036 0,066 0,014
(ApHi/min)
Standardfehler 0,008 0,012 0,010 0,003
T-Test,

0,13
Glut1/LacZ (p)
T-Test HEPES
0,02 0,001

/Bikarbonat (p)
Versuchsanzahl

9 7 8 7

(n)
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Tabelle 3-11: Natrium-abhangige pH;-Wert-Regulation in Anwesenheit von
Bikarbonat

Glut1 LacZ
HEPES- Bikarbonat- HEPES- Bikarbonat-
Puffer Puffer Puffer Puffer
Mittelwert
0,84 1,08 0,58 0,89
(ApHi/min)
Standardfehler 0,09 0,15 0,06 0,10
T-Test,
0,33
Glut1/LacZ (p)
T-Test HEPES
0,20 0,02
/Bikarbonat (p)
Versuchsanzahl
9 7 8 7
(n)
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Abbildung 3-14: Natrium-unabhangige pH;-Wert-Regulation in Anwesenheit von
Bikarbonat versus HEPES
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Abbildung 3-15: Natrium-abhangige pHi-Wert-Regulation in Anwesenheit von
Bikarbonat anstatt HEPES
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3.7 Laktat-abhédngige zytosolische Azidifizierung

3.7.1 Gekoppelter Laktat/Protonen-Transport in Glut1- und LacZ-Zellen

Um die Expression eines gekoppelten Laktat/Protonen-Transports zu
untersuchen, wurden die Glut1- und LacZ-Zellen einer Laktat-Perfusionslosung
mit 40 mM Natrium-Laktat im Austausch gegen 40 mM NaCl (Tabelle 2-7)
ausgesetzt. Das Versuchsprotokoll startet mit Perfusion mit Standard-Ldosung
gefolgt von Perfusion mit Natrium-Laktat-Lésung. Die Perfusion mit Natrium-
Laktat fuhrt zu einem schnellen Abfall des pH;-Wert (signalisiert durch negatives
Vorzeichen) in Glut1 mit einer Geschwindigkeit von —1,47 + 0,17 ApH/min (n=8).
In LacZ-Zellen kommt es zu einer Azidifizierung des Zytosols mit einer
Geschwindigkeit von —1,10 £ 0,08 ApH/min (n=10). Die Geschwindigkeit von
Glut1 und LacZ ist dabei nicht signifikant unterschiedlich zueinander (p=0,073).
Zusammenstellung der Ergebnisse in Tabelle 3-12.

Zur weitergehenden Untersuchung dieses Laktat/Protonen-Transports
hinsichtlich Substratspezifitat und Natrium-Abhangigkeit wurden an LacZ-Zellen
Messungen mit  Natrium-Pyruvat-Perfusion und  Tris-Pyruvat-Perfusion
durchgefuhrt. Die Zusammensetzung der Losungen ist in Tabelle 2-13
angegeben.

Die Perfusion von LacZ mit Natrium-Pyruvat ergab einen pHi-Wert-Abfall mit
einer Rate von —1,02 + 0,20 ApH/min (n=4) (bei Natrium-Laktat —1,10 + 0,08
ApH/min). Perfusion mit natriumfreier Tris-Pyruvat-Perfusionslésung zeigt eine
Azidifizierungsgeschwindigkeit von —1,13 + 0,62 ApH/min (n=3). Es besteht
weder fur Natrium-Pyruvat- (p=0,72) noch fur Tris-Pyruvat-Perfusion (p=0,96)
eine signifikante Geschwindigkeitsveranderung. Eine Gegenuberstellung der

Ergebnisse ist in Tabelle 3-13 angegeben.
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Tabelle 3-12: Natrium-Laktat-Einstrom in Glut1 und LacZ

Natrium-Laktat-Einstrom
Glut1 LacZ
Mittelwert (ApHi/min) -1,47 -1,10
Standardfehler 0,17 0,08
T-Test, Glut1/LacZ (p) 0,073
Versuchsanzahl (n) 8 10

Tabelle 3-13: Na'-Laktat-, Na'-Pyruvat- und Tris-Pyruvat-induzierte
zytosolische Azidifizierung in LacZ-Zellen

LacZ-Zellen
Na*-Laktat Na*-Pyruvat Tris-Pyruvat
Mittelwert (ApHi/min) -1,10 -1,02 -1,13
Standardfehler 0,08 0,20 0,62
T-Test, Glut1/LacZ (p) 0,72 0,96
Versuchsanzahl (n) 8 4 3
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Abbildung 3-16: Orginalaufzeichnung Laktat/Protonen-Einstrom in Glut1 und
LacZ
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Abbildung 3-17: Zytosolische Azidifizierung durch Natrium-Laktat, Natrium-

Pyruvat und Tris-Pyruvat
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3.7.2 Kinetik und pharmakologische @ Hemmung des gekoppelten

Laktat/Protonen-Transport

Zusatzliche Experimente wurden durchgefuhrt, um die Identitdt des
Laktat/Protonen-Transportsystems  weiter zu  charakterisieren.  Durch
Messungen mit ansteigenden Natrium-Laktat-Konzentrationen
(Zusammensetzung der Laktatkinetik-Perfusionslosungen siehe Tabelle 2-12)
konnte eine Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen Azidifizierungsgeschwindigkeit
und Natrium-Laktat-Konzentration erstellt werden. Es ergab sich dabei eine
Sattigungskinetik mit einem Km-Wert von 4,9 + 1,1 mM (n=3). Dieses weist auf
eine Monocarboxylattransporter-lsoform niedriger Affinitat hin.

Die Ergebnisse bei den unterschiedlichen Natrium-Laktat-Konzentrationen sind
in Tabelle 3-14 zusammengestellt.

Weitere  Untersuchungen mit pharmakologischen Inhibitoren  wurden
durchgefuhrt, um die zytosolische Azidifizierung, der eine Isoform des
Monocarboxylattransporters zu Grunde liegen kann, eingehender zu
spezifizieren. An LacZ-Zellen wurde die Wirkung von 20 mM Saccharose (-1,15
+ 0,18 ApHi/min, n=4), 20 mM Sorbitol (-1,08 + 0,14 ApHi/min, n=4), 20 mM
Glukose (-0,55 + 0,13 ApHi/min, n=4), 20 mM Ortho-MethylGluco-Pyranose (o-
M-Glukose) (-0,76 + 0,10 ApHi/min, n=4) und 20 mM Harnstoff (-1,71 + 0,16
ApHi/min, n=4) gepruft, jeweils als Ersatz fir 10 mM NaCl zur Konstanthaltung
der Osmolaritat der Perfusionslidésungen (Zusammensetzung der Lésungen in
Tabelle 2-8, Tabelle 2-9, Tabelle 2-10 und Tabelle 2-11). Alle Zellen wurden
zunachst mit einer Standardlésung zuzuglich dem entsprechenden Zusatz
perfundiert, nach Gleichgewichtseinstellung wurde dann eine Natrium-Laktat-
haltige Losung mit dem gleichen Zusatz in identischer Konzentration
perfundiert. Die Signifikanz-Berechnung ergab keinen Unterschied fur
Saccharose (p=0,82) oder fur Sorbitol (p=0,90). Der Zusatz von Glukose fuhrte
zu einer signifikanten Verlangsamung des pHi-Wert-Abfalls (p=0,011), ebenso
wie der Einsatz von o-M-Glukose (p=0,03). Verwendung von Harnstoff bewirkte

eine signifikante Beschleunigung des pH;-Wert-Abfalls (p=0,02).
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Zusatzlich wurden an LacZ-Zellen Experimente mit dem Hemmstoff B-(4-
Hydroxyphenyl)-2,4,6-trihnydroxypropiophenon (Phloretin) in den
Konzentrationen 10 yM (-1,02 + 0,09 ApHi/min, n=4) und 100 uM (-0,16 + 0,01
ApHi/min, n=4) als Zusatz zu den eingesetzten LOsungen durchgefuhrt.
Weiterhin wurde eine 15-minutige Vorbehandlung mit dem Inhibitor p-
chloromercuriphenyl-sulfonsaure (p-CMBS) in einer Konzentration von 1 mM (-
0,07 +0,04 ApHi/min, n=4) vorgenommen. Fur Phloretin in einer Konzentration
von 10 pPM ergab sich keine signifikante  Veranderung der
Ansauerungsgeschwindigkeit im Vergleich zur Kontrolle (p=0,49). Bei einer
Konzentration von 100 uyM Phloretin jedoch zeigte sich eine hoch signifikante
Verlangsamung des pHi-Wert-Abfalls (p<0,001). Ebenso hoch signifikant war
die Verlangsamung nach einer Vorbehandlung mit 1 mM p-CMBS (p<0,001).
Eine Zusammenfassung der Ergebnisse ist, in Tabelle 3-15 und Tabelle 3-16 zu
sehen.

An Glut1-Zellen wurden zum Vergleich Untersuchungen mit 20 mM Saccharose
(-1,64 + 0,33 ApHi/min, n=2), 20 mM o-M-Glukose (-0,60 + 0,11 ApHi/min, n=2),
100 uM Phloretin (-0,29 + 0,09 ApHi/min, n=4) und 1 mM p-CMBS (-0,22 + 0,04
ApHi/min, n=4) durchgefuhrt. Dabei konnte fur Saccharose (p=0,71) keine
signifikante Veranderung gegenuber der Kontrolle in Glut1 (-1,47 =£0,17
ApHi/min) festgestellt werden. Es ergaben sich jedoch hoch signifikante
Verlangsamung des pHi-Wert-Abfalls fur o-M-Glukose (p=0,004), 100 pM
Phloretin (p<0,001) sowie p-CMBS 1 mM (p<0,001).

Die Ergebnisse sind als Ubersicht zuséatzlich in Tabelle 3-17 dargestellt.
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Tabelle 3-14: Azidifizierungsgeschwindigkeit in Abhangigkeit von der Natrium-

Laktat-Konzentration

Na'-Laktat-Konzentration | 1TmM 5mM 10mM 15mM 40 mM
Mittelwert (ApHi/min) 0,00 0,67 1,08 1,22 1,24
Standardfehler 0,00 0,32 0,22 0,09 0,15
Versuchsanzahl (n) 3 3 3 3 3

Tabelle 3-15: Pharmakologie des Laktat/Protonen-Transporters (Saccharose,
Sorbitol, Harnstoff) in LacZ

Kontrolle Saccharose Sorbitol Harnstoff

Mittelwert (ApHi/min)
Standardfehler

T-Test, gegen Kontrolle

(P)

Versuchsanzahl (n)

1,10 1,15 1,08 1,71
0,08 0,18 0,14 0,16
0,82 0,90 0,02

10 4 4 4
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Tabelle 3-16: Pharmakologie des Laktat/Protonen-Transporters (Glukose, o-M-
Glukose, 10 uM Phloretin, 100 uM Phloretin, p-CMBS) in LacZ

Phloretin Phloretin

Glukose o-M-Glukose p-CMBS
10uM 100 uM
Mittelwert (ApHi/min) -0,55 -0,76 -1,02 -0,16 -0,07
Standardfehler 0,13 0,10 0,09 0,01 0,04
T-Test, gegen Kontrolle
0,011 0,03 0,49 <0,001  <0,001
(p)

Versuchsanzahl (n) 4 4 4 4 4

Tabelle 3-17: Pharmakologie des Laktat/Protonen-Transporters (Kontrolle,
Saccharose, 0-M-Glukose, 100 uM Phloretin, p-CMBS) in Glut1-Zellen

o-M- Phloretin
Kontrolle Saccharose p-CMBS

Glukose 100 uM
Mittelwert (ApHi/min) -1,47 -1,64 -0,60 -0,29 -0,22
Standardfehler 0,17 0,33 0,11 0,09 0,04
T-Test, gegen Kontrolle

0,71 0,004 <0,001 <0,001

(p)
Versuchsanzahl (n) 8 2 2 4 4
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Abbildung 3-18: Dosis-Wirkungsbeziehung des gekoppelten Laktat/Protonen-

Transportsystems
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Abbildung 3-19: Pharmakologie der Natrium-Laktat-bedingten Azidifizierung in

Glut1 und LacZ
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Abbildung 3-20: Wirkung weiterer Substanzen auf den Laktat/Protonen-
Einstrom in LacZ-Zellen
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3.8 pHi-Wert-Regulation in Jurkat-T-Lymphozyten unter Dexamethason

3.8.1 Ausgangs-pH;-Wert in Jurkat-T-Lymphozyten unter Dexamethason

Um den Zusammenhang zwischen Glukose-Metabolismus und intrazellularer
pHi-Wert-Regulation unter einer weiteren experimentellen Bedingung zu
untersuchen, wurden pHi-Wert-Messungen an Jurkat-T-Lymphozyten (Jurkat-
Zellen) mit und ohne Vorbehandlung mit Dexamethason (1 pM fur 6h bzw. 24h)
durchgefuhrt. Weitere Experimente wurden in An- und Abwesenheit von Serum
durchgefuhrt.

Die Messungen des Ausgangs-pHi-Wert ergaben fur die unbehandelten
Kontroll-Zellen einen pH;-Wert von 7,54 + 0,06 (n=10). Die Uber einen Zeitraum
von 6h im Brutschrank mit einer Konzentration von 1 yM Dexamethason (in
Ethanol geldsten) vorbehandelten Jurkat-Zellen (Dex 6h) wiesen einen
Ausgangs-pH;-Wert von 7,48 + 0,08 (n=10) auf. Vorbehandlung von Jurkat-
Zellen mit 1 yM Dexamethason Uber einen Zeitraum von 24h (Dex 24h)
zeigte einen Ausgangs-pH-Wert von 7,10 + 0,06 (n=6). Bei Jurkat-Zellen, die
6h vor der Messung in serumfreies Medium transferiert wurden (6h FCS-frei,
fotales Rinderserum), konnte ein pHi-Wert von 7,08 + 0,05 (n=6) gemessen
werden. Eine Serumdepletion bei gleichzeitiger Dexamethasonbehandlung Uber
6h (FCS-frei/Dex 6h) ergab einen pH;-Wert von 7,38 + 0,08 (n=6).

Im Vergleich zur Kontrollgruppe konnte fur die Dex 6h-Gruppe (p=0,55) sowie
die FCS-frei/Dex-6h-Gruppe (p=0,13) keine signifikante Veranderung des
Ausgangs-pH;i-Wert festgestellt werden. Die FCS-frei-Gruppe wies einen hoch
signifikant niedrigeren pH;-Wert zu Beginn der Messung auf (p<0,0001). Bei der
Dex 24h-Gruppe war der pH;-Wert ,ebenfalls hoch signifikant niedriger
(p=0,003).

Die Ergebnisse zeigt die Tabelle 3-18, eine Darstellung die Abbildung 3-21.
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3.8.2 Natrium-unabhangige pH;-Wert-Regulation in Jurkat-Zellen

Entsprechend den Untersuchungen an Glut1 und LacZ-Zellen wurde auch an
Jurkat-Zellen die Natrium-unabhangige pH;-Wert-Regulation gemessen. Das
Versuchsprotokoll entsprach dabei den oben beschriebenen Experimenten. Es
wurde zunachst mit Standard-Lésung perfundiert (Tabelle 2-3), anschliel3end
ein  Ammoniumchlorid-Puls (Tabelle 2-4) zur Ansauerung des Zytosols
durchgefuhrt. Daraufhin wurde mit natriumfreier Perfusionslosung (Tabelle 2-5)
perfundiert, so dall zunachst die Natrium-unabhangigen pH;-Wert-
Regulationsmechanismen untersucht werden konnten.

Dabei zeigte sich in der Kontrolle eine Realkalinisierungs-Geschwindigkeit von
0,035 + 0,005 ApH/min (n=10). Die Realkalinisierungsrate in 6h Dex betrug
0,049 + 0,004 ApH/min (n=10), von 24h Dex 0,036 + 0,005 ApH/min (n=6). In
der FCS-freien Gruppe zeigte sich ein pHi-Wert-Anstieg mit einer
Geschwindigkeit von 0,043 + 0,007 ApH/min (n=6). Die FCS-frei/6h Dex-Gruppe
regulierte den pH;-Wert mit einer Rate von 0,029 + 0,003 ApH/min (n=6).

Die Signifikanz-Berechnung ergab fur 6h Dex eine signifikante Beschleunigung
(p=0,04), fur alle anderen Gruppen lielen sich keine signifikanten
Veranderungen feststellen. 24h Dex (p=0,83), FCS-frei (p=0,35) und FCS-
frei/6h Dex (p=0,31).

Die Ergebnisaufstellung findet sich in Tabelle 3-19.
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Tabelle 3-18: Ausgangs-pH;-Wert in Jurkat-T-Lymphozyten

Kontrolle Dex 6h Dex 24h FCS-frei FCS-frei/Dex 6h

Mittelwert (pH)

Standardfehler
T-Test, gegen
Kontrolle (p)

Versuchsanzahl

(n)

7,54 7,48 7,10 7,08 7,38
0,06 0,08 0,06 0,05 0,08
0,55 0,0003 <0,0001 0,13

10 10 6 6 6

Tabelle 3-19: Natrium-unabhangige pH;-Wert-Regulation in Jurkat-Zellen

Kontrolle Dex 6h Dex 24h FCS-frei FCS-frei/Dex 6h

Mittelwert
(ApH/min)
Standardfehler
T-Test, gegen
Kontrolle (p)

Versuchsanzahl

(n)

0,035 0,049 0,036 0,043 0,029
0,005 0,004 0,005 0,007 0,003
0,04 0,83 0,35 0,31

10 10 6 6 6
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Abbildung 3-21: Ausgangs-pH;-Wert in Jurkat-T-Lymphozyten
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Abbildung 3-22: Natrium-unabhangige pH-Wert-Regulation in Jurkat-Zellen
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3.8.3 Natrium-abhangige pH-Wert-Regulation in Jurkat-Zellen

Die Untersuchungen zur Natrium-abhangigen pH;-Wert-Regulation in Jurkat-
Zellen erfolgte entsprechend den Messungen in Glut1 und LacZ-Zellen. Das
Versuchsprotokoll aus 3.8.2 wurde mit  einer  abschlie}enden
Reperfusionsphase mit natriumhaltiger Standard-Lésung erweitert.

Die Kontroll-Gruppe ergab eine Realkalinisierungsrate von 0,75 + 0,06 ApH/min
(n=10). Die Anstiegsgeschwindigkeit des pHi-Wert bei 6h Dex betrug 0,80 +
0,07 06 ApH/min (n=10), bei 24h Dex 0,73 + 0,05 06 ApH/min (n=6). In der
FCS-freien Gruppe wurde ein Wert von 0,49 + 0,04 06 ApH/min (n=6) bestimmt,
der pH;-Wert-Anstieg in der FCS-frei/éh Dex Gruppe lag bei 0,53 + 0,05
ApH/min (n=6).

Der T-Test ergab fur Dex 6h (p=0,60) und fur 24h Dex (0,87) keine signifikant
unterschiedlichen Aktivitaten. Hingegen wies die FCS-freie Gruppe (p=0,003)
und die FCS-frei/léh Dex-Gruppe (p=0,02) hoch signifikant geringere
Geschwindigkeiten in der Realkalinisierung auf.

Die Ergebniszusammenstellung findet sich in Tabelle 3-20.

Tabelle 3-20: Natrium-abhangige pH;-Wert-Regulation in Jurkat-Zellen

Kontrolle Dex 6h Dex 24h FCS-frei FCS-frei/Dex 6h

Mittelwert
0,75 0,80 0,73 0,49 0,53
(ApH/min)
Standardfehler 0,06 0,07 0,05 0,04 0,05
T-Test, gegen
0,60 0,87 0,003 0,02

Kontrolle (p)

Versuchsanzahl

(n)

10 10 6 6 6
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Abbildung 3-23: Natrium-abhangige pH-Wert-Regulation in Jurkat-Zellen
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4 Diskussion
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4.1 Glukosetransporter

Es gibt zwei Mechanismen fur Glukosetransport durch Zellmembranen. In
Dunndarmepithel- und Nierentubulus-Zellen erfolgt der Transport als sekundar
aktiver Transport gegen einen Konzentrationsgradienten durch Kotransport mit
Natrium (SGLT). Nahezu alle anderen Zellen weisen einen Glukosetransporter
der Glut-Familie auf , der eine erleichterte Diffusion als passiven Transport von
Glukose in die Zelle ermdglicht (Brown, 2000). Derzeit sind 4
Glukosetransportproteine identifiziert. Die Isoform Glut1 ist in vielen
Gewebetypen exprimiert, befindet sich allerdings vor allem in den
Endothelzellen der BlutgefaRe und der Blut-Hirn-Schranke. Glut1 ist ein
Transporter mit hoher Affinitdt und einem Km-Wert von < 7 mM fuar 2-
deoxyglukose. Glut2 wird Uberwiegend in der Leber dem Magen-Darm-Trakt
und den B-Zellen der Bauchspeicheldruse gefunden. Glut 2 hat eine niedrige
Affinitat und einen hohen Km-Wert. Er dient als Transporter mit hoher Kapazitat
und ist zusatzlich an der Funktion des Glukose-Sensors im Pankreas beteiligt.
Glut3 stellt die Glukoseversorgung von Neuronen sicher. Glut4 ist ein Insulin-
regulierter Transporter, der in Fettgewebe, Herz- und Skelettmuskulatur zu
finden ist (Olson & Pessin, 1996;Mueckler, 1994)

Die VerknUpfung zwischen gesteigertem Glukosemetabolismus und Aktivierung
von Stoffwechselwegen, die zu Organschaden bei Diabetes mellitus fuhrt ist
unklar. In experimentellen Studien konnte gezeigt werden, dal® Mesangium-
Zellen in einem Milieu mit hoher Glukosekonzentration eine gesteigerte
Synthese extrazellularer Matrix aufweisen (Ayo et al., 1990;Fioretto et al.,
1995;Kreisberg & Kreisberg, 1995;Mauer et al, 1992), wobei der
Glukosetransport der Geschwindigkeit-begrenzende Schritt ist (Henry et al.,
1999). Die gesteigerte Bildung extrazellularer Matrix fuhrt in vivo zur
Glomerulosklerose und Nierenversagen bei Diabetes mellitus (Ayo et al., 1990).
Neben der gesteigerten Matrixsynthese konnte auch eine veranderte Aktivitat
und Expression der Proteinkinase C gezeigt werden (Abrass et al., 1988;Ayo et
al., 1991;Cosio, 1995). In anderen Untersuchungen wurden Veranderungen der

Rezeptorendichte, der intrazellularen Ca**-Freisetzung und  der
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Glukosetransporter1-Aktivitat beobachtet, die eine Bedeutung flr das Diabetes
mellitus-Modell haben (Ambuhl et al., 1998;Mene et al., 1997). Hohe
extrazellulare Glukosekonzentrationen (20 mM) konnen uber einen positiven
Feedback-Mechanismus die Expression des Glukosetransporters1 in
Mesangium-Zellen stimulieren (Heilig et al., 1997a;Heilig et al., 1997b;Kaneko
et al., 1990). Andere Gewebearten, wie beispielsweise die Skelettmuskulatur
und Fettgewebe, konnen in hyperglykamischer Umgebung die Aktivitat der
Glukosetransporter reduzieren. Diese Organe weisen Ublicherweise keine
diabetischen Spatkomplikationen auf (Kahn, 1994).

Die Uberexpression des Glukosetransporters1 (Glut1) in Mesangium-Zellen der
Ratte bewirkt einen erheblichen Anstieg der Glukoseutilisation sowie der
Laktatproduktion (Publikation in Vorbereitung). Dabei scheint die maximale
Glukoseaufnahme in die Zelle der die Geschwindigkeit begrenzende Schritt fur
den Glukose-Metabolismus und die Glykolyserate zu sein (Klip et al., 1994). Bei
der anaeroben Glykolyse entstehendes Laktat und Protonen stellen eine grol3e

Herausforderung fur die intrazellulare pH-Wert-Regulation dar.
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4.2 Natrium/Protonen-Austauscher (NHE)

Der Natrium/Protonen-Austauscher spielt eine wichtige Rolle in der
Homodostase zahlreicher Systeme innerhalb der Zelle. Dazu zahlen vor allem
die Zellvolumen- und die pH-Wert-Regulation, die Grundbedingungen flur die
Funktion und das Uberleben der Zelle darstellen (Ritter et al., 2001). Der
Na*/H*-Austauscher bewirkt einen elektroneutralen Austausch von Na*- und H*-
lonen, der vom Konzentrationsgradienten des Natriums angetrieben wird. Die
Aktivierung bewirkt einen Netto-Einstrom von Na*-lonen, wéahrend die
ausgeschiedenen H™-lonen durch Protonen aus den intrazellularen
Puffersystemen ersetzt werden. In vielen zellularen Systemen arbeitet der
Na*/H'-Austauscher in Kombination mit dem CI/HCOs™-Austauscher. Die
gemeinsame Aktivierung dieser beiden Austauscher hat eine Netto-Aufnahme
von NaCl in die Zelle zur Folge. Wasser folgt dem osmotisch wirksamen NaCl in
die Zelle nach. Dieser Zusammenhang verdeutlicht die Bedeutung des Na*/H"-
Austauscher flr die Zellvolumenregulation.

Der Na'/H'-Austauscher zahlt zu den wichtigsten Transportern der zellularen
pH-Wert-Regulation. Zusatzlich ist er mit einigen weiteren Funktionen und
Proteinen verknlpft. Dazu zahlen das Zytoskelett, epithelialer Transport,
Sekretion, Stoffwechselregulation, Endo- und Exozytoserezeptor-Recycling,
Hormon- und Transmitterfreisetzung, Erregbarkeit von Membranen,
Kontraktion, Immunreaktionen, Zellproliferation und —Differenzierung,
programmierter Zelltod und weitere (Ritter et al., 2001;Lang et al., 1998).

Sechs Isoformen des Na'/H'-Austauschers (NHE1-6) konnten bislang
identifiziert werden. NHE1-5 sind in der Plasmamembran lokalisiert, dagegen
befindet sich NHEG in der mitochondrialen Membran. Die Isoformen NHE1 und
NHE2 sind ubiquitar exprimiert. Die Verteilung der Isoformen NHE2-5 folgt
einem gewebsspezifischen Muster, das einen Hinweis auf spezialisierte
Funktionen darstellt (Counillon & Pouyssegur, 2000;Wakabayashi et al.,
1997;Yun et al., 1995). Der Na*/H"-Austauscher verbraucht als sekundar aktiver
Tansporter nicht direkt metabolische Energie. Dennoch sind alle NHE-

Isoformen von der Anwesenheit von ATP abhangig. ATP-Entzug fuhrt zur
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Hemmung des Na'/H*-Austauschers (Levine et al., 1993;Aharonovitz et al.,
2000). Die unterschiedlichen Isoformen kénnen mit Amilorid und seinen
Derivaten gehemmt werden. Dabei finden sich unterschiedliche
Substanzaffinitaten und Hemmerprofile (Bookstein et al., 1996;Szabo et al.,
2000). Die Sattigungskinetik fur die Isoformen NHE1-3 folgen einer einfachen
Michaelis-Menten-Kinetik (Levine et al., 1993). Das einfachste Modell fir den
Natriumtransport geht von einer einzelnen Bindungsstelle an der
Membranaulienseite aus. Durch Translokation des Proteins kommt es zum
Einwartstransport von Natrium. Fir die meisten Isoformen liegt der Km-Wert der
Bindungsstelle etwa 3-fach unter der physiologischen Serum-Natrium-
Konzentration. Der Na'/H*-Austauscher ist daher physiologischerweise fast
vollstandig gesattigt, so dald Schwankungen der Natriumkonzentration im
Serum kaum Auswirkungen auf den Na'/H™-Austauscher haben. Die
extrazelluldre Na*-Bindungstelle ist nicht spezifisch fur Natrium. Auch andere
kleinere Kationen wie Lithium- und H'-lonen konnen daran binden, wahrend
Kalium-lonen wegen ihrer Grof3e nicht binden kénnen.

Fir die kompetitive Hemmung wurde zunachst Amilorid verwendet. Die
Unspezifitat fur die unterschiedlichen Isoformen und die Nebenwirkungen des
Molekuls (Frelin et al., 1988;Kleyman & Cragoe, Jr., 1988) flhrten zur
Entwicklung weiterer Derivate des Amilorids. 5‘(N-ethyl-N-isopropyl)amilorid
(EIPA) besitzt eine hohe Spezifitat fir NHE1. Die K,-Werte fur NHE2 und NHE3
sind 10-100-fach héher. Neuere Substanzen mit weiter gesteigerter Effizienz
und geringem Nebenwirkungsprofil sind HOE694 und HOEG642.(Counillon et al.,
1993)
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4.3 H'-ATPasen

Viele Epithelien enthalten spezialisierte Zellen die Protonen- oder Bikarbonat-
lonen durch die Membran transportieren konnen, wie beispielsweise die
Sammelrohre der Niere (Brown & Breton, 1996;Al Awqati, 1996). Diese Zellen
werden als mitochondrienreich beschrieben und sie  weisen
charakteristischerweise die Carboanhydratase in einer hohen Konzentration im
Zytosol auf. SchlieRlich ist die membranassoziierte vakuolare H*-ATPase stark
exprimiert. Es existieren drei ATPase-Formen, die einer Proteinfamilie
zuzuordnen sind (Drose & Altendorf, 1997). Die P-Typ ATPase, die sich durch
eine vorubergehende Phosporylierung auszeichnet, eine F-Typ ATPase, die
ihre Funktion vor allem im Rahmen der ATP-Synthese ausubt . Die V-Typ
ATPase ahnelt dem F-Typ ist jedoch nicht an der ATP-Gewinnung beteiligt,
sondern ist Uberwiegend in den Membranen der Vakuolen und Lysosomen
lokalisiert. Dort bewirkt sie eine Azidifizierung des Vakuoleninneren bei
gleichzeitiger Alkalinisierung des Zytosols. Die H*-ATPase vom V-Typ ist ein
Transportprotein fiir Protonen, die unter ATP-Spaltung H*-lonen in eine Zelle
oder Vakuole hinein oder hinaus transportieren kdnnen. Es handelt sich dabei
um einen primar aktiven Transport, der auch gegen einen
Konzentrationsgradienten erfolgen kann. Eine genauere Betrachtung dieser
Protonentransportproteine ist erst moglich geworden, nachdem spezifische
Hemmestoffe gefunden wurden. Diese erlauben einerseits die Identifizierung
unterschiedlicher ATPase-Formen der gleichen Proteinfamilie, andererseits ein
Studium der jeweiligen Funktion im Zellstoffwechsel. Die gefundenen
Hemmstoffe Concanamycin und Bafilomycin gehoren der Substanzgruppe der
Makrolid-Antibiotika an. Das Bafilomycin stellt einen Hemmstoff mit hoher
Affinitat fur die V-Typ H*-ATPase dar (Bowman et al., 1988). Die F-Typ ATPase
ist resistent gegen diesen Hemmstoff. Fir die Hemmung der P-Typ ATPase
besitzt das Bafilomycin eine wesentlich niedrigere Affinitat. Es werden
mikromolare Konzentration bendtigt, wahrend beim V-Typ nanomolare
Konzentrationen ausreichend sind (Drose & Altendorf, 1997). Ein Derivat des

Bafilomycins ist das Bafilomycin A1, das in micromolaren Konzentrationen zur
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Hemmung des V-Typs eingesetzt wird (Sharom et al., 1995;Hunke et al., 1995).

Diese Substanz wurde auch in der vorliegenden Arbeit verwendet.

4.4 Monocarboxylattransporter

Monocarboxylate wie Laktat und Pyruvat spielen eine bedeutende Rolle im
Stoffwechsel aller Zellen und in der Kommunikation zwischen Gewebearten.
Wesentlich fur die Erfullung dieser Aufgaben ist die Moglichkeit des schnellen
Transports durch die Zellmembranen. Dieser schnelle gekoppelte
Monocarboxylat/Protonen-Transport wird von Proteinen der
Monocarboxylattransporterfamilie (MCT) bewirkt. Bislang sind 9 Isoformen des
MCT identifiziert, die jeweils ein charakteristisches Gewebeverteilungsmuster
aufweisen. Ausfuhrliche Untersuchungen bezuglich Substratkinetik und
Hemmstoffkinetik wurden bislang vor allem an MCT1,2 und 4 durchgefihrt.
(Broer et al., 1998;Broer et al., 1999). MCT1 ist ubiquitar exprimiert, jedoch in
besonders grolder Dichte in den Membranen von Herz- und Skelettmuskel. In
diesem Gewebe kommt es zu einer Stimulation der MCT1-Expression in der
Folge von gesteigerter Muskelarbeit. Dieses verdeutlicht die Bedeutung des
Laktat fr die Energiegewinnung in einigen Zellen. Im Gegensatz dazu findet
sich der MCT4 uberwiegend in Zellen, die eine hohe Glykolyserate aufweisen
(Tumorzellen, Leukozyten). In diesen Zellen wird der Laktat/Protonen-Ausstrom
dominierend sein.

In Gewebearten mit hoher Glykolyserate haben die Transportproteine der MCT-
Familie auch eine Bedeutung fur die pH-HomoOostase der Zelle, da sie den
gleichzeitigen Auswartstransport von Laktat und H¥-lonen bewirken. Im
Gegensatz zu diesem Laktattransporter verfligen viele Zellen (Roy, 1995;Nilius
et al., 1998;Brown et al., 1989a) uber unspezifische Anionenkanale, die
ebenfalls einen Auswartstransport schwacher organischer Sauren (Laktat,
Propionat und Butyrat) ermdglichen. Infolge dieses Anionenausstroms kommt
es zu einer zytosolischen Azidose, die sich am ehesten durch das

Zuriickbleiben der ebenfalls bei der Glykolyse entstehenden H*-lonen erklaren



Diskussion 84

laRkt (Brown et al., 1989b). An kultivierten Endothelzellen der Pulmonalarterie
vom Rind wurde die Modulation eines durch Zellvolumen regulierten
Anionenkanals beschrieben (Nilius et al., 1998). Die Metabolite Laktat und
HCOj3" passieren diesen Anionenkanal, der bei intrazellularer Azidifizierung eine
Hochregulation erfahrt. Der Ausstrom von Laktat durch die angegebenen
Kanale hatte eine Retention der H'-lonen zur Folge und wirde somit die
Tatigkeit von Protonen-Transport Mechanismen erfordern, um den
zytosolischen pH-Wert konstant zu halten.

Die Isoform MCT2 hat eine 10-fach hdhere Substrataffinitat als MCT1 und
MCT4 und findet sich vor allem in Zellen, die eine schnelle Aufnahme bei
niedrigen Konzentrationen bendtigen, wie beispielsweise Zellen des proximalen
Nierentubulus und Neuronen. MCT3 ist die einzige Isoform, die auch in der
Retina exprimiert ist, eine weitere Charakterisierung steht noch aus(Halestrap &
Price, 1999).

Bezlglich der Untersuchung des MCT sind folgende Umstande zu
berlcksichtigen: Es kann nur ein Laktat/Protonen-Einstrom gemessen werden,
der sich mdglicherweise von der Geschwindigkeit des Laktat/Protonen-
Ausstroms unterscheidet. Die Messung des Ausstroms wurde eine Vorbeladung
mit markiertem Laktat und/oder Pyruvat erfordern, dennoch konnte die exakte
intrazellulare Laktatkonzentration nur abgeschatzt werden, da es von der Zelle
metabolisiert werden kann. SchlieRlich kénnen die Einstrom-Messungen die
Bedingungen des Monocarboxylataustroms nicht vollstandig simulieren, da die
intrazellulare Konzentration von Laktat oder Pyruvat physiologischerweise nicht
0 ist (Broer et al., 1998).
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4.5 Diskussion der eigenen Ergebnisse

451 Glut1-und LacZ-Zellen

Im Rahmen des gesteigerten Glukose-Metabolismus in Glut1-Zellen im
Vergleich zu LacZ-Zellen kommt es zu einer hoch signifikanten Alkalinisierung
des Zytosols — nicht zu einer Azidifizierung. Dabei fallt zusatzlich auf, dal} die
Zellen einen niedrigeren zytosolischen pH-Wert aufweisen, wenn sie sich
bereits im konfluenten Stadium befinden, hingegen liegt der pH-Wert wahrend
der Proliferation sowohl in Glut1 als auch in LacZ-Zellen hdher. Diese Werte
entsprechen der Beobachtung, dal® humane Lymphozyten, die zur Proliferation
angeregt werden, mit einem Anstieg des mRNA-Level des Natrium/Protonen-
Austauschers1 reagieren (Vereninov et al., 2001). Eine gesteigerte Aktivitat des
Na*/H*-Austauschers in der Proliferationphase im Vergleich zum Konfluenz-
Stadium zeigte sich in den hier dargestellten Messungen jedoch nicht.

Es wurde untersucht, ob die gesteigerte Glykolyse die pH-Wert-Regulation, vor
allem die Protonen-Transport-Mechanismen, beeinflult. Beide Zelllinien weisen
einen Natrium-unabhangigen und einen Natrium-abhéangigen H*-Transport-
Mechanismus auf. Die H'-ATPase wurde bereits als ein Beispiel fir den
Natrium-unabhangigen H*-Transport beschrieben (Bidani & Heming,
1995;Dunbar & Caplan, 2000;0kamoto & Forte, 2001). Die Natrium-abhangige
H*-Sekretion wird vor allem durch den Na*/H*-Austauscher reprasentiert. Dieser
ist ebenfalls ausfuhrlich gezeigt worden (Noel & Pouyssegur, 1995;Putney et
al., 2002).

Der Na*-unabhangige H'-Transport bleibt von der gesteigerten Glykolyserate
offenbar unbeeinflul3t, Glut1 und LacZ weisen hier keine signifikanten
Unterschiede auf. Die nahezu vollstindige Hemmbarkeit des Na'-
unabhangigen pHi-Wert-Anstiegs durch Bafilomycin A1 (2,0 uM) zeigt, dal} die
beschriebene Realkalinisierung tberwiegend auf die H'-ATPase vom V-Typ
zuruckzufihren ist (Heming et al., 1995).

Der Na'-abhangige H'-Transport hingegen zeigt eine signifikante

Hochregulation der Na'/H*-Austauscher-Aktivitat in Glut1 gegeniiber LacZ.
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Dabei  konnten keine signifikanten  Unterschiede zwischen den
unterschiedlichen Melzeitpunkten ermittelt werden. Die Realkalinisierung in
Folge von Na'-abhangigem H*-Transport konnte mit 5‘(N-ethyl-N-
isopropyl)amilorid (EIPA) konzentrationsabhangig mit 0,1 yM und 2,0 yM
gehemmt werden. Diese Ergebnisse weist auf das Vorhandensein der Isoform 1
des Na'/H*-Austauscher hin (Orlowski & Grinstein, 1997;Schulte et al., 1999).
Der Bikarbonat/Chlorid-Anionen-Austauscher kann zusatzlich Einflud auf die
pHi-Wert-Regulation nehmen (Ganz, 1991). Die Untersuchungen mit
Bikarbonat-gepufferten Losungen unter 5% CO;, zeigen eine verminderte
Aktivitat der H*-ATPase in Glut1 und LacZ, jedoch eine gesteigerte Aktivitat des
Na*/H*-Austauschers.

Beide Zelllinien exprimieren zusétzlich einen Laktat/H*-Kotransporter (MCT) der
einen gekoppelten Transport von Laktat gemeinsam mit Protonen ermdglicht.
Die Expression dieses Transportsystems verhindert die Ausbildung einer
intrazellularen Azidose im Verlauf der gesteigerten Glykolyse. Es sind dabei
keine signifikanten Unterschiede in der Aktivitat des MCT zwischen Glut1 und
LacZ feststellbar. Es sollte jedoch mit in Erwagung gezogen werden, dal} im
Gewebe die Klearance des Laktat sowie der Protonen aus dem
Extrazellularraum mittels Blutflud der die Geschwindigkeit begrenzende
Mechanismus sein kann. Im Verlauf einer extrazellularen Azidose kann daher
die Existenz eines weiteren aktiven H*-Transport-Mechanismus erforderlich
sein, um den zytosolischen pH-Wert zu erhalten (Jennings & Reimer, 1991). In
diesen Situationen gewinnt die gesteigerte Aktivitdt des Na'/H*-Austauschers in
Glut1-Zellen eine entscheidende Bedeutung fur die pH-Homdostase der Zellen.
Weitere Untersuchungen wurden durchgefiihrt, um den Laktat/H*-Kotransport,
der zu der Monocarboxylattransporter-Familie (MCT-Familie) zu gehdren
scheint (Halestrap & Price, 1999) eingehender zu charakterisieren. Die
einzelnen Isoformen der MCT-Familie kdnnen aufgrund ihrer Substratspezifitat
und —affinitdt, sowie anhand der Inhibitorensensitivitat funktionell differenziert
werden (Broer et al., 1998;Broer et al., 1999;Dimmer et al., 2000). Es sind
derzeit 9 Isoformen der MCT-Familie beschrieben. Die Isoform MCT1 ist in

einer Vielzahl von Zellen und Gewebetypen vorhanden, findet sich jedoch vor
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allem in der quergestreiften Skelettmuskulatur. Sie wird als unspezifisch
beschrieben und weist einen hoheren Km-Wert fir Laktat als fir Pyruvat auf.
Isoform MCT2 zeigt eine 10fach hohere Affinitat fur Laktat und ist vor allem in
Zellen ausgepragt, die auf einen schnellen Einstrom von Laktat bei niedrigen
Konzentrationen als Substrat zur Erhaltung des Energiemetabolismus
angewiesen sein kdonnen, wie beispielsweise Neuronen.

In den vorgelegten Untersuchungen konnte eine unveranderte Aktivitat des
MCT fur Na*-Pyruvat ebenso wie fiir Tris-Pyruvat in LacZ gezeigt werden. Es
kann daraus gefolgert werden, dal® der beschriebene Transportmechanismus
nicht natriumabhangig ist und flir Pyruvat und Laktat die gleiche Affinitat
besteht. Die Erstellung einer Dosis-Wirkungsbeziehung ergab fur LacZ-Zellen
einen Km-Wert von 4,9 + 1,1 mM. Der Einstrom von Laktat und H*-lonen lieR
sich durch Vorinkubation mit p-CMBS beziehungsweise durch Zusatz von 100
MM Phloretin nahezu vollstandig inhibieren. Diese Effekte lieRen sich sowohl in
Glut1 als auch in LacZ-Zellen zeigen. Die Gesamtheit dieser Ergebnisse weist
auf das Vorhandensein des MCT1 hin. Die Expression von MCT1 in Glut1 und
LacZ konnte mit rt-PCR bestatigt werden (Publikation in Vorbereitung).
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4.5.2 Jurkat-T-Lyphozyten

Die Untersuchungen an Jurkat-T-Lymphozyten zeigen einen Abfall des
zytosolischen pH bei einer Behandlung mit Dexamethason nach 24h. Weiterhin
konnte ein Abfall des pH-Wertes durch Serumdepletion beobachtet werden.

Die Untersuchung der Natrium-unabhéngigen H*-ATPase zeigt in den beiden
Gruppen jedoch keine signifikante Veranderung der Aktivitat. Allerdings findet
sich eine vorubergehende Aktivitatssteigerung der Protonenpumpe in den Uber
6h mit Dexamethason behandelten Zellen, die jedoch keine Auswirkung auf den
intrazellularen pH-Wert zeigt.

Die Aktivitat des Na*/H"-Austauschers ist nach Behandlung mit Dexamethason
fur 6h und 24h in unseren Messungen unverandert, obgleich eine Hemmung
der NHE-AKktivitat in humanen Lymphozyten durch kurzzeitige Behandlung (40
min) mit Dexamethason (1 pM), sowie ein Abfall des zytosolischen pH in der
Literatur bereits beschrieben wurde (Tepel et al., 1999). Die Aktivitat des
Na*/H*-Austauschers in der FCS-freien Gruppe, sowie der FCS-freien/Dex 6h-
Gruppe ist hingegen hoch signifikant erniedrigt. Diese Beobachtung laft
gleichzeitig den Abfall des intrazellularen pH in der genannten Gruppe erklaren.
Serum bzw. im Serum enthaltene Wachstumsfaktoren stimulieren den Na*/H*-
Austauscher, eine Wirkung die fir die Zellproliferation bedeutsam ist (Woll et
al., 1993).
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5 Zusammenfassung

Die Uberexpression von Glukosetransporter1 in Mesangiumzellen fihrt zu einer
gesteigerten Glukoseaufnahme und vermehrter anaerober Glykolyse. Die
Glykolyse fuhrt zur Bildung von Laktat und Protonen und stellt daher eine
Herausforderung der pH-Regulation dar.

Es konnte gezeigt werden, dal® die durch vermehrte Glukoseaufnahme
bedingte Steigerung der Glykolyse signifikanten Einflu® auf die Regulation der
pH-Wert-Homoostase hat. Das entstandene Laktat verlalit die Zelle Gber den
gekoppelten Laktat/Protonen-Transporter MCT1, der zu der MCT-Familie
gehort. Die Charakterisierung der MCT-Isoform1 erfolgte durch Messung der
Sattigungskinetik, sowie der Sensitivitat fur die Hemmstoffe p-CMBS und 100
MM Phloretin. Der MCT1 weist eine hohe Transportkapazitat auf, so dal® es
auch bei gesteigerter Glykolyse nicht zu einer zytosolischen Azidifizierung
kommt. Vielmehr kommt es zu einer zytosolischen Alkalinisierung der Glut1-
Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen (LacZ-Zellen). Diese kann mit der
gesteigerten Aktivitat des sekundar aktiven Na*/H*-Austauschers in Glut1-
Zellen erklart werden. Eine Veranderung des Natrium-unabhangigen
Protonentransports fand sich nicht.

Dexamethason fuhrt zu einem Abfall des zytosolischen pH-Wertes in Jurkat-T-
Lyphozyten. Eine veranderte Aktivitat des Na*/H'-Austauschers (NHE) konnte
dabei nicht festgestellt werden. Serumentzug senkte den zytosolischen pH,

eine Wirkung, die durch Hemmung der NHE1-Aktivitat erklart werden kann.
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