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Einleitung

Der vorliegendeVersuchdemonstrierteergleichsweiseeinfachdurchiihrbareMethoderzur Be-
stimmungvon Transmembranpotentialean lebendenZellen. Als Versuchsobjekkamendabei
menschlicheErythrog/ten zum Einsatz,die Membranpotentialevurdentiberdie passve Vertei-
lung kleiner Ladungstager(Protonenermittelt.

1 Aufgaben

. EichungdespH—-MetersunddesSchreibers

. Bestimmungler Zeitkonstanterder Elektrode
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3. BestimmungdesMembranpotentialsnbehandeltelErythrog/ten

4. BestimmunglesK T—DiffusionspotentialsachZugabevon A23187(GARDOS-Effekt)
5

. BestimmunglerpH-Abhangigleit desDONNAN—Potentials

1.1 Eichung von pH—Meter und Schreiber

Die Messungder Protonen—¥rteilungerfolgte mittels einerEinstab—pH—-Glaselektroddie tber
ein pH—Meteraneineny,t—Schreibeangeschlossenar. Dafir die AuswertungpH-Wert—Diffe-

renzenvon Interessesind, muf3tezurachstder Schreibemittels dreierdefinierterPufferlosungen
kalibriert werden.Durch die Auftragungder SchreiberEinheiten(Es) desy,t—Schreibergegen
denpH-WertundsichanschlieRendineareRegressiorkonnteeineEichgeradesrmitteltwerden,
die eine ZuordnungdieserbeidenGrolenund damiteine Ermittlung despH-Wertesanhandder

MelRkune desSchreibergestattet.
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Abbildung1: Eichgeraddir pH—Meterund Schreiber

Stellt mandie in Abb. 1 dagestellte durchlineareRegressionerrechnetéseradengleichung
nachx um, soemibt sichzur BerechnunglespH-\ertesfolgendeGleichung:

Es—b Es+127

PH=——="303 (1)

Sieerlaubtdie ErmittlungderpH-\ertefir alle weiterenTeilversuche.

1.2 Zeitkonstanteder Elektr ode

Zur Bestimmungder Zeitkonstantevurden10 ml der gepufertenVersuchsbsung(20mM NacCl
und SaccharoseyerwendetNachder Einstellungeine Plateausvurden50 ml einer 1-molaren
HCI-Losunghinzugeyeben Eskonnteein deutlicherpH-Abfall registriertwerden,dersich expo-
nentiellverhielt. DieslaRtsichdurchfolgendeFormeldarstellen:

pH(t) = pHgpge+ ApH- e

Um jedochAussageruberdie erhaltenerPunktemacherzu konnen,wurdedie Gleichungloga-
rithmiert und etwasumgeformt:

pH(t) - pHEnde _
In ( ApH ) = —kt (2)



Zeitkonstante— MeRwerte Zeitkonstante— MeRwerte
t/s| Es | pH |In (7pH(t)A_pHHE”de) t/s| Es | pH |In (7pH(t)A_pHHE”de)
0 | 91.75| 7.22 —-0.39 75 | 31.75| 5.24 -3.71
5 | 77.50| 6.75 —0.65 80 | 31.50]| 5.23 -3.83
10 | 65.00| 6.34 —0.95 85 | 31.25| 5.22 —-3.96
15 | 55.50]| 6.03 -1.26 90 | 30.75| 5.21 —-4.30
20 | 49.00| 5.81 —-1.55 95 | 30.50| 5.20 —4.52
25 | 44.75]| 5.67 -1.79 100 | 30.25| 5.19 -4.81
30 | 41.25| 5.56 —2.06 105 30.00| 5.18 -5.21
35| 39.00| 5.48 —-2.27 110| 30.00| 5.18
40 | 37.50| 5.43 —2.44 115 30.00| 5.18
45 | 36.00| 5.38 —2.65 120 | 30.00| 5.18
50 | 34.50| 5.33 -291 125 30.00| 5.18
55 | 34.00| 5.32 -3.01 130 | 30.00| 5.18
60 | 33.00| 5.28 -3.27 135| 29.75| 5.18
65 | 32.50| 5.27 —3.42 140 | 29.50| 5.17
70 | 32.25| 5.26 -3.51 145 29.50| 5.17

Wie ausder Tabellehenorgeht,sind die Wertebis 105 Sekunderfir einelineareRegression
derhalblogarithmische®arstellungorauchbarDie Zeitkonstantek der Elektrodeergibt sichnun
gemalGleichung(2) alsSteigungausderdurchdie erhalteneWertegelegtenRegressionsgerade.
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Abbildung2: Zeitkonstanteder Elektrode— Auftragungt gegenin (%HHE““)

lineareRegression
a Ug b
-0.0419| 0.0009| -0.64

Up
0.02

3



Somitbetragtdie Zeitkonstantek der Elektrode(0.0419 + 0.0009 s~1. Darausemibt sicheine
Halbwertszeit% von:

In2
;= ”T — (1654 + 0.04) s

1.3 Membranpotential unbehandelterErythr ocyten

Zur BestimmungdesMembranpotentialsvurden10 ml einer SuspensiorfHamatokrit5%) der
Losungl (140mM NacCl,5 mM KCI, 2 mM CaCl2)hegestellt.Die Zugabevon 5 pyl desproto-
nenspezifischelonophorsCCCPdienteder Permeabiliitsertbhungder Erythrog/ten—Membran
fur Protonerunddamitderbeschleunigteiinstellungder passvenVerteilungder Protonen.

Ein ersterpH-Wert wurde nachAquilibrierung festgehaltenein zweiternachder Hamolyse
derZellendurchZugabevon 20 pl Triton. Der theoretischédintergrunddiesesvorgehengst die
Annahme dal3die Pufferwirkung der Erythrog/ten starkgenugist, um nachder Hamolyseauch
die Losungaufdenzuvor im Erythrog/tenvorherrschendepH-\Wert zu puffern, sodaf3auf diese
WeisederintrazelluarepH-Wert bestimmiwerdenkann.

Membranpotential

Es pH

Aquilibrierung | 75.50| 6.69
Hamolyse | 73.50| 6.62

Mit Hilfe der NERNST—Gleichung(Gl. 3) kannausder Differenzder beidenpH-\ertewie
folgt dasTransmembranpotentialrechnetverden.

RT R = Gaslonstante8.314J-K~1.mol~1
AY = 2.303- 3 (pH; — pH,) T = Temperatur298K (3)
F = FARADAY—Konstante9.6485- 10 A - s- mol~1

Fur denvorliegendenvVersuchergabsichdabeiein Wert fur dasPotentialAy von
AY = —3.19mV

Dieserunterscheidesichdeutlichvom Literaturwert(-9 mV), hataberimmerhindieselbeDimen-
sionwie dieser

1.4 GARDOS-Effekt

Als GARDOs-Effekt bezeichneman die C&t—abtingigeOffnung spezifischelK *—Karéle in
der Erythrog/tenmembranDiese Offnung tritt dabeierstbei einemdrastischerAnstieg der in-
trazellukrenCa2t—Konzentratiorauf. Im Versuchwurde dies durch Zugabedes Ca—lonophors
A23187erreicht,dasdie Membranpermeabilit fur Calcium—lonerstarkerhbht bzw. derenPer
meierenerstermdglicht.

Die FolgedieserCa—ermitteltenOffnungderKalium—Kartleist, dafsichein K *—Diffusions-
potentialeinstellt,dasim folgendenVersuchexperimentellermitteltwurde.

Der Versuchwurdefur zwei Losungen(l undll) durchgetihrt und jeweils dasAusgangspo-
tential nachAquilibrierung sawie die PotentialenachZugabedesCa—lonophors#A23187 sawie
derHamolysegemessen.



GARDOsS—Effekt GARDOS—Effekt
Losungl Losungll

Es pH Es pH

Aquilibrierung | 79.00| 6.80 || Aquilibrierung | 79.75| 6.81
A23187 91.00( 7.20 A23187 77.00| 6.74
Hamolyse | 76.00| 6.70 Hamolyse | 76.00| 6.70

Aus denerhaltenerund hier tabellarischdaigestellterWertenkonntenje zwei Potentialemit
Hilfe derNERNST—Gleichung(Gl. 3) ermitteltwerden:

RT
Ay = 2.303- = (pHAquiIibrierung_ pHA23187>

RT
Ay = 2.303- — (pHAquiIibrierung_ pHHémolyse)

Potentialan mV
Losungl | Losungll

Ay 23.47 -5.38

Ay -5.87 -7.34

Aus den experimentellerDatengehthenor, da dasPotentialzwischender Aquilibrierung
undderlonophorzugabe dererstenLosungrelativ starkpositi, in derzweitenLdsungdageen
leicht negativ ist. Das PotentialzwischenAquilibrierung und Hamolyseist dageen in beiden
Losungeneicht negati, in Losungll sogarein wenigstarker alsin Losungl.

DieserSachwerhaltla3tsichtheoretischwie folgt erklaren:Durch ZugabedesCa—lonophors
A23187 stromte Calciumin die Zelle ein und 6ffnete dort Kalium—Karale. Die Kaliumkonzen-
tration desErythrog/ten betiagt etwa 133 mM. Da in der erstenLosungdie KT—Konzentration
wesentlichgeringerwar alsin derZelle, kam eszu einemstarken Kalium—Ausstromgdersichin
einerPositvierungder Losunggegerilberdem Erythrog/ten (einemstark positven Transmem-
branpotentialpoemerkbamachte.In der zweitenLdsungist die Kaliumkonzentrationdagegen
etwashoheralsin derZelle. Somitstromtin geringemMalfeKalium durchdie gebdffnetenKanale
in die Zellenein, die Losungwird geringfigig negativ gegerilberdemErythrog/tengeladenwas
sichamerrechneteembranpotentiadlirekt ableseralit.

DaszweiteerrechnetdotentialAy; entsprichtwiederdenfir unbehandelt&rythogitener-
mittelten Potentialenda die Zellen hamolysiertwurden. Die Ladungstagerkonntensich nun
wiederfrei verteilen,durch die hohePufferkapaziiit desHamoglobinswurde der pH—\\ert der
LosungdemderErythrog/tenangepalit.

1.5 pH-Abhangigkeit desDoONNAN-Potentials

Durch Zugabevon Amphoterizin,einemunspezifische&ationen—lonophqmwird ein DONNAN—
Gleichgeavicht anderErythrogten—Membrareingestellt.

Im erstenTeil desVersuchesvurdewiederderpH-\Wertvor undnachderHamolysegemessen,
um darausdasTransmembranpotentiali errechnen.

Membranpotential
Es pH
Aquilibrierung 73.00 6.6
Hamolyse | 655 + 1! | 6.35 4+ 0.03




Aus denin der TabelleanggebenenNertenerrechnetesich dasTransmembranpotentilir
diesenVersuchsteizu-14.67mV.

Der zweite Versuchsteilder die Abhangigleit des DONNAN—Potentialsvom pH-Wert de-
monstrierersollte, mil3langdurchzu schnelleZusetzerder0.1nHCI-Losung.Infolge zu starler
Ansauerungkam es zur Lysis der Zellen, auRerdensankder pH-Wert unter den Bereichdes
y,t—Schreibers.

Zu ervartenware gewvesen,dal3dasPotentialmit abnehmendepH-Wert groRerwird, also
von -14,67mV ansteigt,bei einempH von etwa 6,5 denNullpunkt erreichtund dannweiterim
positivenBereichansteigt.

2 Fehlerbetrachtung

Uberdir Ursacherder Abweichungdesim Versuchl.3 ermitteltenTransmembranpotentiatker
Erythrog/tenvom Literaturwertum denFaktordreilal3tsichnur spekulierenin Betrachtkommen
hier in ersterLinie dasAlter desBlutessowie Pipettierfehleraufgrundder hohenViskositat des
Blutes.

Beim GARDOs-Effekt konntenAbweichungenzwischenden beidenL dsungendadurcher-
klart werden,dal3jeweils eine neueVerdinnunghemgestelltwurde,alsoauchhier wiederPipet-
tierfehlermoglichwaren.

3 Fragen

1. Wie ist einephysiologischd.6sungzusammengesetalje dasextrazellukreMilieu (Blut-
plasmakrsetzersoll?WelcherUnterschiedestehtzurintrazelluBrenLdsung(Osmolaritt,
qualitatve lonerverteilung,pH).

2. WelcheProzessasindam ZustandekmmendesTransmembranpotentiatker Erythrog/ten
beteiligtundwie hochist esnormalerweise¥WelcheRolle spieltdasHamoglobindabei?

WelchePuffersystemesind ander pH—Regulationim Erythrog/tenbeteiligt?
Wie bestimmtmandie Zeitkonstantaler Elektrodeundwofiir brauchtmansie?
WasverstehimanuntereinerelektrochemischeMel3kette Wassind Bezugselektroden?

Wie kannmanmit derGlaselektrodggH-\Wertemessen?

N o g M w

WelcheVoraussetzungemiissenn diesemVersucherfullt sein,damitdasMembranpoten-
tial mithilfe der NERNST—Gleichungbestimmiwerdenkann?

o

WelcheandererMoglichkeiten,Membranpotentialeu messengibt es?

9. Wie istdask T—Diffusionspotentiagjepolt,wennder[K*]; = 133mM, [K*]a = 5mM betra-
gen?Wie hochkonnteessein,wennesnichtzumgrol3enTeil durchdie CI~—Permeabilit
kompensiertviirde?WelcheGleichungerlaubtdie BerechnunginesDiffusionspotentials?
Waswiirdepassieremwenn[K ], = 140mM betragt?

10. Wie entstehtin DONNAN—Potential2AVo kannesauftreten?

lderMeRgraptreigteperiodischeDszillationen



3.1 Zusammensetzungeiner physiologischenL dsung

Die physiologischd.dsung,welchedasBlutplasmaersetzersoll, ist eine 0,9% NaCl-Losungin
Wasser Sie besitztjedochim Vemleich zur intrazelluBrenLdsungkeine Anteile an K™—lonen
(In derintrazelluirenLdsungliegenK T—lonenvor alleminnen,Na"—lonendaggeneheraulRen
vor). NaClist ein 1-1-wertigesSalz,welcheseinmaldissoziiertdie doppeltsohoheOsmolaritt
erreicht,alsseineMolaritat.

Man errechnenun die Hoheder Osmolaritit: 0,9% bedeuterdg NaCl in 1kg WasserDaraus
lasstsich die Molmengean NaCl berechnenSie lautet:0,154mol. Da die Rechnungoereitsauf
einenLiter Wassebezogemwurdeliegt dasEndegebnisbereitsvor: Die Osmolaritbetagt0,154
M.

3.2 Transmembranpotential der Erythr ocyten

Im Unterschiedzu denmeistenebenderZellenist dasTransmembranpotentiaienschlicheEry-
throgyten (ca -9 mV) unterin vivo—Bedingungerein DONNAN—Potential,wobei als feste La-
dungstagernebenHamoglobinauchdie KationenK™ undin geringeremMaReNa" gehdren.
Die Kationenkdnnenin gewisserWeiseals festeLadungstageraufgetl3twerden,dasie vor al-
lemaktiv (d. h.durchPumpenj}ransportiertverdenundsomiteinegeringePermeabiliatbesitzen.

3.3 Puffersystemeder pH—Regulationin Erythr ocyten
e Bikarbonat-Pufr (CO; dissozierin WassezuH* undHCO3)

e Protein-Pufier (hauptgchlichimidazolgrupperdesHistidins)
e Haldane-Efekt (desoxygenierteBlut nimmt H—lonenauf)
e Carbamino—HHdirekteBindungvon CO, anHamoglobin)
o HoPO;/HPO;™

Dasim Erythrog/ten gebildeteBicarbonatstort dasDonnan-Gleichgeicht und wird bis zur
Gleichgavichtsherstellungnit CI~—lonenausPlasmaausgetauscht.

3.4 Zeitkonstanteder Elektr ode

VondergepufertenVersuchsbsungwird die pH—Kurve aufgezeichnebtis sichein Plateatergibt.
Dannwerden50 ml einer1M HCI-Losungund der pH-Abfall registriert. Esemibt sich eineex-
ponentielleKurve,die nacheinerLinearisierungausg&vertetwerdenkann,indemmandie ausder
MelRkune entnommenVerteauf halblogarithmischeBapieriubertagtundandiesenWerteneine
Geradaanlggt. AusderSteigungderGeraderergibt sichdie Zeitkonstanté& derpH—ElektrodeSie
ermbglichteineAussagelariber ob die verwendetdlektrodefur die Potentialmessungeeignet
ist.

3.5 ElektrochemischeMel3kette und Bezugselektoden

Eine elektrochemisché/lellkette ist die elektrischleitende Verbindungzweier Elektrodenzur
Messungvon PotentialdiferenzenEinederbeidenElektrodenwird alsBezugselektrodeerwen-
det,in der Regel die Standard—\&sserstdelektrode,derenPotentialwillk Urlich gleich Null ge-
setztwird. Die so gemessen®otentialdiferenzentsprichtdamit direkt dem Elektrodenpotential



der Mel3elektrodeKommt als Bezugselektrodeine andereElektrodezum Einsatz,soist deren
Potentialbezogerauf die Standard—\&sserstdélektrodebekanntund kanndaherin denBerech-
nungendesPotentialglerMeRelektrodderiicksichtigtwerden.

3.6 pH-Wert—Messungmit der Glaselektrode

Eine Mel3kette zur Erfassungdes pH-Wertesbestehtimmer aus zwei Komponentender Sen-
sorelektrodgMelelektrodeund der BezugselektrodeZwischendiesenbeidenwird eine Span-
nunggemessertie fur denjeweiligenpH-\Werttypischist. BeideElektrodensind heutezu einer
Einstab—Glaselektrodaisammengetfit,die manals pH-Sensobezeichnet.

Wird ein pH-Sensom einewalirigelL dsungeingetauchtbildet sichampH-sensittenMem-
branglaseineQuellschichtDiesgeschiehtiuchanderGlasmembraninnenseitdie mit einerdefi-
niertenPufferlosung(Innenpufer) in Kontaktsteht.JenachpH-WertderMelbsungdiffundieren
die HT—lonenausderQuellschichiherausoderin siehinein.Bei alkalischerLdsungerdiffundie-
rendie HT—lonennachauRenwobei sich ein negatives Potentialan der QuellschichtauRenseite
aufbaut.Da die Glasmembraran der InnenseiteeinenkonstanterpH-Wert hat, andertsich das
Potentialinnen wahrendder Messungnicht. Die fur den pH-Wert der LosungtypischeSpan-
nungergibt sichausderPotentialdiferenzAE zwischennnenundaul3emachder NERNSTSChen
Gleichung:

R-T [HT];

AE=——-In
n-F [Hf]a

Fur n= 1 undmit deneingesetzteisroRenfur R, T und F savie unterBericksichtigungvon In
in Ig vereinfachtsichdie NERNSTscheGleichungwie folgt:

AE = 0,059 (Ig[H"]; —1g[H"]a) = 0,059 (pHa— pH;)

Der unbekannt@Hz;—WertkanndurcheineeinfachePotentialmessunigestimmtwerden.Die Po-
tentialdiferenzAE wird mittelseinesempfindlicherSpannungsmeRgites(pH—Meter)direktals
pH-Wertdagestellt.

3.7 Voraussetzungenfur die Bestimmung des Membranpotentials mittels
NERNST—Gleichung

Die AuRenbsungmuf3ungepufert seinunddie Blutzellenmisserhamolysiertwerden.Dadurch
findet ein Angleich der pH-\Wertevon AuRenbsungund Erythrog/ten—Plasmatatt, daletzteres
sehrstarkgepufertist.

3.8 Weitere M oglichkeiten der Messungvon Membranpotentialen
Als weitereMoglichkeitender Messungvon Membranpotentialebietensichan:
e Mikroelektroden(Spitzendurchmessérl — 0.5 mm).

e optischeMethode
Bestimmungdes Membranpotentialaus der Verteilungvon membranpermeablelonen
zwischenZellauRBeremund-innerem

e Riesen—Neuronen
Potentialdiferenz—Messungwischeneinerin axialerRichtungim Axonplasmaund einer
im AufRenmediuntiegenderElektrode



3.9 KT-Diffusionspotential

Das Membranpotentia(Diffusionspotentialoerechnetich nach der NERNST-Gleichungwie
folgt:

RT  a,
AP=—In=
v ana;

Fur die Aktivitatengelteim erstenFall folgendes:
a;=5mM a, = 133mM

DurchEinsetzerderverschiedeneKonstanterbei einerRaumtemperatufr = 298 15K folgt
fur denerstenFall:

Ay = —0,0843V

DasinnereMediumist alsopositiver alsdasauf3eraind somitpositiv gepolt.
Fur denzweitenFall, beieinerim AuRenmediunvorherrschendeAktivitata; = 140mM der
K*—lonen,gilt fur die Potentialdiferenz:

AY = +0,0013V
Hier liegendie Polaritatenalsogenawmgelehrtzumersterfall, dasau3ereMediumist positiver

gegeriiberdeminnenmediunund damitpositiv gepolt.

3.10 DoNNAN-—Potential

Das DONNAN—Potentialkannin Zweiphasensystemeauftreten,in denenes nebenaustausch-
barenLadungstagernauchsolcheLadungstagergibt, die die Phasengrenzeicht durchdringen
kdnnen.



