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Einleitung

Der vorliegendeVersuchdemonstriertevergleichsweiseeinfachdurchf̈uhrbareMethodenzurBe-
stimmungvon Transmembranpotentialenan lebendenZellen. Als Versuchsobjektkamendabei
menschlicheErythrocytenzumEinsatz,die Membranpotentialewurdenüberdie passive Vertei-
lungkleinerLadungstr̈ager(Protonen)ermittelt.

1 Aufgaben

1. EichungdespH–MetersunddesSchreibers

2. BestimmungderZeitkonstantenderElektrode

3. BestimmungdesMembranpotentialsunbehandelterErythrocyten

4. BestimmungdesK
�

–DiffusionspotentialsnachZugabevonA23187(GARDOS–Effekt)

5. BestimmungderpH–Abḧangigkeit desDONNAN–Potentials

1.1 Eichung von pH–Meter und Schreiber

Die MessungderProtonen–VerteilungerfolgtemittelseinerEinstab–pH–Glaselektrode,die über
einpH–Meteraneineny� t–Schreiberangeschlossenwar. Da für dieAuswertungpH–Wert–Diffe-
renzenvon Interessesind,mußtezun̈achstderSchreibermittelsdreierdefinierterPufferlösungen
kalibriert werden.Durch die Auftragungder Schreiber–Einheiten(Es) desy� t–Schreibersgegen
denpH–WertundsichanschließendelineareRegressionkonnteeineEichgeradeermitteltwerden,
die eineZuordnungdieserbeidenGrößenunddamiteineErmittlungdespH–Wertesanhandder
MeßkurvedesSchreibersgestattet.

Eichgerade
pH Es

5.5 39.50
6.5 70.00
7.5 100.00

lineareRegression
a ua b ub

30.3 0.14 � 127 4.4
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Abbildung1: Eichgeradefür pH–MeterundSchreiber

Stellt mandie in Abb. 1 dargestellte,durchlineareRegressionerrechneteGeradengleichung
nachx um,soergibt sichzurBerechnungdespH–WertesfolgendeGleichung:

pH � Es � b
a

� Es
�

127
30� 3 (1)

Sieerlaubtdie ErmittlungderpH–Wertefür alleweiterenTeilversuche.

1.2 Zeitkonstanteder Elektr ode

Zur Bestimmungder Zeitkonstantewurden10 ml dergepuffertenVersuchsl̈osung(20mM NaCl
und Saccharose)verwendet.Nachder EinstellungeinePlateauswurden50 ml einer1–molaren
HCl-Lösunghinzugegeben.Eskonnteein deutlicherpH-Abfall registriertwerden,dersichexpo-
nentiellverhielt.DiesläßtsichdurchfolgendeFormeldarstellen:

pH � t ��� pHEnde
� ∆pH 	 e
 kt

Um jedochAussagen̈uberdie erhaltenenPunktemachenzu können,wurdedie Gleichungloga-
rithmiert undetwasumgeformt:

ln

�
pH � t ��� pHEnde

∆pH 
 ��� kt (2)
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Zeitkonstante— Meßwerte

t � s Es pH ln � pH � t ��� pHEnde
∆pH �

0 91.75 7.22 � 0 � 39
5 77.50 6.75 � 0 � 65
10 65.00 6.34 � 0 � 95
15 55.50 6.03 � 1 � 26
20 49.00 5.81 � 1 � 55
25 44.75 5.67 � 1 � 79
30 41.25 5.56 � 2 � 06
35 39.00 5.48 � 2 � 27
40 37.50 5.43 � 2 � 44
45 36.00 5.38 � 2 � 65
50 34.50 5.33 � 2 � 91
55 34.00 5.32 � 3 � 01
60 33.00 5.28 � 3 � 27
65 32.50 5.27 � 3 � 42
70 32.25 5.26 � 3 � 51

Zeitkonstante— Meßwerte

t � s Es pH ln � pH � t ��� pHEnde
∆pH �

75 31.75 5.24 � 3 � 71
80 31.50 5.23 � 3 � 83
85 31.25 5.22 � 3 � 96
90 30.75 5.21 � 4 � 30
95 30.50 5.20 � 4 � 52
100 30.25 5.19 � 4 � 81
105 30.00 5.18 � 5 � 21
110 30.00 5.18
115 30.00 5.18
120 30.00 5.18
125 30.00 5.18
130 30.00 5.18
135 29.75 5.18
140 29.50 5.17
145 29.50 5.17

Wie ausderTabellehervorgeht,sinddie Wertebis 105Sekundenfür einelineareRegression
derhalblogarithmischenDarstellungbrauchbar. Die Zeitkonstantek derElektrodeergibt sichnun
gem̈aßGleichung(2) alsSteigungausderdurchdieerhaltenenWertegelegtenRegressionsgerade.
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Abbildung2: ZeitkonstantederElektrode— Auftragungt gegenln � pH � t � 
 pHEnde
∆pH �

lineareRegression
a ua b ub

-0.0419 0.0009 -0.64 0.02
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Somitbetr̈agtdie Zeitkonstantek derElektrode � 0 � 0419 � 0 � 0009� s
 1. Darausergibt sicheine
Halbwertszeitt 1

2
von:

t 1
2
� ln2

k
��� 16� 54 � 0 � 04� s

1.3 Membranpotential unbehandelterErythr ocyten

Zur BestimmungdesMembranpotentialswurden10 ml einerSuspension(Hämatokrit5%) der
LösungI (140mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2)hergestellt.Die Zugabevon 5 µl desproto-
nenspezifischenIonophorsCCCPdientederPermeabiliẗatserḧohungderErythrocyten–Membran
für ProtonenunddamitderbeschleunigtenEinstellungderpassivenVerteilungderProtonen.

Ein ersterpH–Wert wurdenachÄquilibrierung festgehalten,ein zweiternachderHämolyse
derZellendurchZugabevon 20 µl Triton. Der theoretischeHintergrunddiesesVorgehensist die
Annahme,daßdie PufferwirkungderErythrocytenstarkgenugist, um nachderHämolyseauch
dieLösungaufdenzuvor im ErythrocytenvorherrschendenpH–Wertzupuffern,sodaßaufdiese
Weisederintrazellul̈arepH–Wertbestimmtwerdenkann.

Membranpotential
Es pH

Äquilibrierung 75.50 6.69
Hämolyse 73.50 6.62

Mit Hilfe der NERNST–Gleichung(Gl. 3) kannausder Dif ferenzder beidenpH–Wertewie
folgt dasTransmembranpotentialerrechnetwerden.

∆ψ � 2 � 303 	 RT
F
� pHi � pHa � R � Gaskonstante:8 � 314J  K ! 1  mol ! 1

T � Temperatur:298K

F � FARADAY–Konstante:9 � 6485  104 A  s  mol ! 1

(3)

Für denvorliegendenVersuchergabsichdabeieinWert für dasPotential∆ψ von

∆ψ ��� 3 � 19mV

DieserunterscheidetsichdeutlichvomLiteraturwert(-9 mV), hataberimmerhindieselbeDimen-
sionwie dieser.

1.4 GARDOS–Effekt

Als GARDOS–Effekt bezeichnetman die Ca2
�

–abḧangigeÖffnung spezifischerK
�

–Kan̈ale in
der Erythrocytenmembran.DieseÖffnung tritt dabeierstbei einemdrastischenAnstieg der in-
trazellul̈arenCa2

�
–Konzentrationauf. Im VersuchwurdediesdurchZugabedesCa–Ionophors

A23187erreicht,dasdie Membranpermeabilität für Calcium–Ionenstarkerḧoht bzw. derenPer-
meierenerstermöglicht.

DieFolgedieserCa–vermitteltenÖffnungderKalium–Kan̈aleist,daßsicheinK+–Diffusions-
potentialeinstellt,dasim folgendenVersuchexperimentellermitteltwurde.

Der Versuchwurdefür zwei Lösungen(I und II) durchgef̈uhrt und jeweils dasAusgangspo-
tential nachÄquilibrierung sowie die PotentialenachZugabedesCa–IonophorsA23187sowie
derHämolysegemessen.
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GARDOS–Effekt
LösungI

Es pH
Äquilibrierung 79.00 6.80

A23187 91.00 7.20
Hämolyse 76.00 6.70

GARDOS–Effekt
LösungII

Es pH
Äquilibrierung 79.75 6.81

A23187 77.00 6.74
Hämolyse 76.00 6.70

Aus denerhaltenenundhier tabellarischdargestelltenWertenkonntenje zwei Potentialemit
Hilfe derNERNST–Gleichung(Gl. 3) ermitteltwerden:

∆ψI � 2 � 303 	 RT
F

� pHÄquilibrierung � pHA23187�
∆ψII � 2 � 303 	 RT

F
� pHÄquilibrierung � pHHämolyse�

Potentialein mV
LösungI LösungII

∆ψI 23.47 -5.38
∆ψII -5.87 -7.34

Aus denexperimentellenDatengehthervor, daßdasPotentialzwischender Äquilibrierung
undderIonophorzugabein dererstenLösungrelativ starkpositiv, in derzweitenLösungdagegen
leicht negativ ist. Das PotentialzwischenÄquilibrierung und Hämolyseist dagegen in beiden
Lösungenleichtnegativ, in LösungII sogarein wenigsẗarkeralsin LösungI.

DieserSachverhaltläßtsich theoretischwie folgt erklären:DurchZugabedesCa–Ionophors
A23187strömteCalciumin die Zelle ein und öffnetedort Kalium–Kan̈ale.Die Kaliumkonzen-
tration desErythrocyten betr̈agt etwa 133 mM. Da in der erstenLösungdie K

�
–Konzentration

wesentlichgeringerwar als in derZelle, kameszu einemstarkenKalium–Ausstrom,dersich in
einerPositivierungder Lösunggegen̈uberdemErythrocyten (einemstarkpositiven Transmem-
branpotential)bemerkbarmachte.In der zweitenLösungist die Kaliumkonzentrationdagegen
etwashöheralsin derZelle.Somitströmt in geringemMaßeKalium durchdiegëoffnetenKanäle
in dieZellenein,dieLösungwird geringf̈ugignegativ gegen̈uberdemErythrocytengeladen,was
sichamerrechnetenMembranpotentialdirektablesenläßt.

DaszweiteerrechnetePotential∆ψII entsprichtwiederdenfür unbehandelteErythocytener-
mittelten Potentialen,da die Zellen hämolysiertwurden.Die Ladungstr̈agerkonntensich nun
wieder frei verteilen,durchdie hohePufferkapaziẗat desHämoglobinswurdeder pH–Wert der
LösungdemderErythrocytenangepaßt.

1.5 pH–Abhängigkeit desDONNAN–Potentials

DurchZugabevon Amphoterizin,einemunspezifischenKationen–Ionophor, wird ein DONNAN–
Gleichgewicht anderErythrocyten–Membraneingestellt.

Im erstenTeil desVersucheswurdewiederderpH–WertvorundnachderHämolysegemessen,
um darausdasTransmembranpotentialzuerrechnen.

Membranpotential
Es pH

Äquilibrierung 73.00 6.6
Hämolyse 65� 5 � 11 6 � 35 � 0 � 03
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Aus denin der TabelleangegebenenWertenerrechnetesich dasTransmembranpotentialfür
diesenVersuchsteilzu -14.67mV.

Der zweite Versuchsteil,der die Abhängigkeit desDONNAN–Potentialsvom pH–Wert de-
monstrierensollte,mißlangdurchzuschnellesZusetzender0.1nHCl–Lösung.Infolgezustarker
Ansäuerungkam es zur Lysis der Zellen, außerdemsankder pH–Wert unter den Bereichdes
y� t–Schreibers.

Zu erwartenwäregewesen,daßdasPotentialmit abnehmendenpH-Wert größerwird, also
von -14,67mV ansteigt,bei einempH von etwa 6,5 denNullpunkt erreichtunddannweiter im
positivenBereichansteigt.

2 Fehlerbetrachtung

Überdir UrsachenderAbweichungdesim Versuch1.3 ermitteltenTransmembranpotentialsder
ErythrocytenvomLiteraturwertumdenFaktordrei läßtsichnurspekulieren.In Betrachtkommen
hier in ersterLinie dasAlter desBlutessowie PipettierfehleraufgrundderhohenViskosität des
Blutes.

Beim GARDOS–Effekt könntenAbweichungenzwischendenbeidenLösungendadurcher-
klärt werden,daßjeweils eineneueVerd̈unnunghergestelltwurde,alsoauchhier wiederPipet-
tierfehlermöglichwaren.

3 Fragen

1. Wie ist einephysiologischeLösungzusammengesetzt,die dasextrazellul̈areMilieu (Blut-
plasma)ersetzensoll?WelcherUnterschiedbestehtzurintrazellul̈arenLösung(Osmolariẗat,
qualitative Ionenverteilung,pH).

2. WelcheProzessesindamZustandekommendesTransmembranpotentialsderErythrocyten
beteiligtundwie hochist esnormalerweise?WelcheRolle spieltdasHämoglobindabei?

3. WelchePuffersystemesindanderpH–Regulationim Erythrocytenbeteiligt?

4. Wie bestimmtmandie ZeitkonstantederElektrodeundwofür brauchtmansie?

5. WasverstehtmanuntereinerelektrochemischenMeßkette?WassindBezugselektroden?

6. Wie kannmanmit derGlaselektrodepH–Wertemessen?

7. WelcheVoraussetzungenmüssenin diesemVersucherfüllt sein,damitdasMembranpoten-
tial mithilfe derNERNST–Gleichungbestimmtwerdenkann?

8. WelcheanderenMöglichkeiten,Membranpotentialezumessen,gibt es?

9. Wie ist dasK
�

–Diffusionspotentialgepolt,wennder "K ��# i � 133mM, "K �$# a � 5mM betra-
gen?Wie hochkönnteessein,wennesnicht zumgroßenTeil durchdie Cl 
 –Permeabiliẗat
kompensiertwürde?WelcheGleichungerlaubtdieBerechnungeinesDiffusionspotentials?
Waswürdepassieren,wenn "K �$# a � 140mM betr̈agt?

10. Wie entstehtein DONNAN–Potential?Wo kannesauftreten?
1derMeßgraphzeigteperiodischeOszillationen
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3.1 Zusammensetzungeiner physiologischenLösung

Die physiologischeLösung,welchedasBlutplasmaersetzensoll, ist eine0,9%NaCl-Lösungin
Wasser. Sie besitztjedochim Vergleich zur intrazellul̈arenLösungkeineAnteile an K

�
–Ionen

(In derintrazellul̈arenLösungliegenK
�

–Ionenvor alleminnen,Na
�

–Ionendagegeneheraußen
vor). NaCl ist ein 1–1–wertigesSalz,welcheseinmaldissoziiertdie doppeltsohoheOsmolariẗat
erreicht,alsseineMolarität.

Man errechnenundie HöhederOsmolariẗat: 0,9%bedeuten9g NaCl in 1kg Wasser. Daraus
lässtsichdie MolmengeanNaCl berechnen.Sie lautet:0,154mol. Da die Rechnungbereitsauf
einenLiter WasserbezogenwurdeliegtdasEndergebnisbereitsvor:Die Osmolariẗatbetr̈agt0,154
M.

3.2 Transmembranpotential der Erythr ocyten

Im UnterschiedzudenmeistenlebendenZellenist dasTransmembranpotentialmenschlicherEry-
throcyten (ca -9 mV) unter in vivo–Bedingungenein DONNAN–Potential,wobei als festeLa-
dungstr̈agernebenHämoglobinauchdie KationenK

�
und in geringeremMaßeNa

�
geḧoren.

Die Kationenkönnenin gewisserWeiseals festeLadungstr̈ageraufgefaßtwerden,dasievor al-
lemaktiv (d.h.durchPumpen)transportiertwerdenundsomiteinegeringePermeabiliẗatbesitzen.

3.3 Puffersystemeder pH–Regulation in Erythr ocyten% Bikarbonat-Puffer (CO2 dissoziertin WasserzuH
�

undHCO
3 )% Protein-Puffer (haupts̈achlichImidazolgruppendesHistidins)% Haldane-Effekt (desoxygeniertesBlut nimmtH
�

–Ionenauf)% Carbamino–Hb(direkteBindungvon CO2 anHämoglobin)% H2PO
4 /HPO2 
4

Dasim ErythrocytengebildeteBicarbonatstört dasDonnan-Gleichgewicht undwird bis zur
Gleichgewichtsherstellungmit Cl 
 –IonenausPlasmaausgetauscht.

3.4 Zeitkonstanteder Elektr ode

VondergepuffertenVersuchsl̈osungwird diepH–Kurveaufgezeichnet,bissicheinPlateauergibt.
Dannwerden50 ml einer1M HCl–LösungundderpH–Abfall registriert.Esergibt sicheineex-
ponentielleKurve,dienacheinerLinearisierungausgewertetwerdenkann,indemmandieausder
MeßkurveentnommenWerteaufhalblogarithmischesPapierübertr̈agtundandiesenWerteneine
Geradeanlegt.AusderSteigungderGeradenergibt sichdieZeitkonstantek derpH–Elektrode.Sie
ermöglichteineAussagedar̈uber, ob dieverwendeteElektrodefür diePotentialmessunggeeignet
ist.

3.5 Elektr ochemischeMeßketteund Bezugselektroden

Eine elektrochemischeMeßkette ist die elektrischleitendeVerbindungzweier Elektrodenzur
MessungvonPotentialdifferenzen.EinederbeidenElektrodenwird alsBezugselektrodeverwen-
det, in der Regel die Standard–Wasserstoffelektrode,derenPotentialwillk ürlich gleich Null ge-
setztwird. Die sogemessenePotentialdifferenzentsprichtdamitdirekt demElektrodenpotential
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der Meßelektrode.Kommt als BezugselektrodeeineandereElektrodezum Einsatz,so ist deren
Potentialbezogenauf die Standard–Wasserstoffelektrodebekanntundkanndaherin denBerech-
nungendesPotentialsderMeßelektrodeber̈ucksichtigtwerden.

3.6 pH–Wert–Messungmit der Glaselektrode

Eine Meßkettezur ErfassungdespH–Wertesbestehtimmer auszwei Komponenten:der Sen-
sorelektrode(Meßelektrode)undder Bezugselektrode.Zwischendiesenbeidenwird eineSpan-
nunggemessen,die für denjeweiligenpH–Wert typischist. BeideElektrodensindheutezueiner
Einstab–Glaselektrodezusammengefaßt,die manalspH–Sensorbezeichnet.

Wird ein pH–Sensorin einewäßrigeLösungeingetaucht,bildetsichampH–sensitivenMem-
branglaseineQuellschicht.DiesgeschiehtauchanderGlasmembraninnenseite,diemit einerdefi-
niertenPufferlösung(Innenpuffer) in Kontaktsteht.JenachpH–WertderMeßlösungdiffundieren
dieH

�
–IonenausderQuellschichtherausoderin siehinein.Bei alkalischenLösungendiffundie-

ren die H
�

–Ionennachaußen,wobei sichein negativesPotentialan der Quellschichtaußenseite
aufbaut.Da die Glasmembranan der InnenseiteeinenkonstantenpH–Wert hat, ändertsich das
Potentialinnen währendder Messungnicht. Die für den pH–Wert der LösungtypischeSpan-
nungergibt sichausderPotentialdifferenz∆E zwischeninnenundaußennachderNERNSTschen
Gleichung:

∆E � R 	 T
n 	 F 	 ln "H �&# i"H � # a

Für n � 1 undmit deneingesetztenGrößenfür R, T undF sowie unterBerücksichtigungvon ln
in lg vereinfachtsichdie NERNSTscheGleichungwie folgt:

∆E � 0 � 059 	'� lg "H � # i � lg "H � # a�$� 0 � 059 	(� pHa � pHi �
DerunbekanntepHa–WertkanndurcheineeinfachePotentialmessungbestimmtwerden.Die Po-
tentialdifferenz∆E wird mittelseinesempfindlichenSpannungsmeßgerätes(pH–Meter)direktals
pH–Wertdargestellt.

3.7 Voraussetzungenfür die Bestimmung des Membranpotentials mittels
NERNST–Gleichung

Die Außenl̈osungmußungepuffert seinunddie Blutzellenmüssenhämolysiertwerden.Dadurch
findetein AngleichderpH–Wertevon Außenl̈osungundErythrocyten–Plasmastatt,da letzteres
sehrstarkgepuffert ist.

3.8 WeitereMöglichkeiten der Messungvon Membranpotentialen

Als weitereMöglichkeitenderMessungvonMembranpotentialenbietensichan:% Mikroelektroden(Spitzendurchmesser0 � 1 � 0 � 5 mm).% optischeMethode
BestimmungdesMembranpotentialsausder Verteilungvon membranpermeablenIonen
zwischenZelläußeremund-innerem% Riesen–Neuronen
Potentialdifferenz–Messungzwischeneinerin axialerRichtungim Axonplasmaundeiner
im AußenmediumliegendenElektrode
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3.9 K ) –Diffusionspotential

Das Membranpotential(Dif fusionspotential)berechnetsich nachder NERNST–Gleichungwie
folgt:

∆ψ � RT
zF

ln
aa

ai

Für die Aktivitätengelteim erstenFall folgendes:

aa � 5 mM ai � 133mM

DurchEinsetzenderverschiedenenKonstantenbeieinerRaumtemperaturT � 298� 15K folgt
für denerstenFall:

∆ψ �*� 0 � 0843V

DasinnereMediumist alsopositiveralsdasäußereundsomitpositiv gepolt.
Für denzweitenFall, beieinerim AußenmediumvorherrschendenAktivitätai � 140mM der

K
�

–Ionen,gilt für diePotentialdifferenz:

∆ψ � �
0 � 0013V

Hier liegendiePolariẗatenalsogenauumgekehrtzumerstenFall, dasäußereMediumist positiver
gegen̈uberdemInnenmediumunddamitpositiv gepolt.

3.10 DONNAN–Potential

Das DONNAN–Potentialkann in Zweiphasensystemenauftreten,in denenes nebenaustausch-
barenLadungstr̈agernauchsolcheLadungstr̈agergibt, die die Phasengrenzenicht durchdringen
können.
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