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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit von C. Kettner wurden biophysikalische Eigenschaften der
vakuoliren Protonen-Adenosintriphosphatase (V-Typ H*-ATPase) im Tonoplast der
Bickerhefe Saccharomyces cerevisiae beschrieben. V-ATPasen finden sich ubiquitir in
eukaryotischen Endomembranen und séuern deren Lumina durch den Import von Protonen,
der durch cytosolisches ATP energetisiert wird, an.

Es wurde ein Mefsystem entwickelt, mit dem mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik in der
Ganz-Vakuolen- (Whole-vacuole-) Konfiguration die elektrischen Eigenschaften der
gesamten vakuoldren Membran {iber lingere Zeit kontrolliert und durch Anderungen der
cytosolischen Badlosung gezielt beeinfluBt werden konnen. In der Ausgangskonfiguration
wurden in ihrer Zusammensetzung symmetrische Standardlosungen in der Bad- und
Pipettenldsung verwendet. Die Membranspannung wurde auf 0 mV geklemmt und ein
Baselinestrom um 0 pA abgeleitet.

Cytosolisches Mg-ATP induziert einen in die Vakuole gerichteten (Auswirtsstrom)
transienten Strom mit einer maximalen Amplitude von 30 mAm™ Die Inaktivierung des
ATP-induzierten Stromes durch den hochspezifischen V-ATPase-Hemmstoff Bafilomycin
bei gleichzeitiger Anwesenheit von ATP sowie die Irreversibilitit dieser Hemmung weisen
daraufhin, daB dieser Strom ausschlieflich von der V-ATPase generiert wurde.

Die elektrophysiologischen Daten zeigen, da die V-ATPase-Aktivitit obligat von mit ATP
assoziiertem Magnesium abhiingig ist und eine maximale Aktivierung um pH 7 im Cytosol
bei gleichzeitig hoher Affinitit zu ATP mit einer K, von 46 uM aufweist. Der Vergleich
Nukleotid-induzierter Auswiirtsstrome zeigt hohe Spezifitit fiir ATP gegeniiber GTP, UTP
und TTP, wihrend ADP und ATP-y-S keine Netto-Stréme induzierten.

Durch die Analyse der Strom-Spannungskennlinien der V-ATPase bei verschiedenen
cytosolischen und vakuoliren pH wurde die Kopplungsrate als eine wesentliche
biophysikalische Eigenschaft von ATPasen bestimmt. Die Kopplungsrate gibt die Anzahl
transportierter Protonen pro hydrolysiertem Molekiil ATP an. Die V-ATPase von
S. cerevisiae weist pH-abhingige, variable und nicht-ganzzahlige Kopplungsraten im
Bereich von 2,3 bis 4,1 HATP auf, wobei die Kopplungsrate in physiologischem pH
zwischen 2 und 3 H'/ATP liegt.

Die Ergebnisse zeigen, daB das entwickelte MeRsystem volltauglich ebenso zur
Charakterisierung der biophysikalischen Eigenschaften des aktiven Transportes tiber den
Tonoplasten von §. cerevisiae ist wie zur Untersuchung von Transportsystemen ohne

Kanaleigenschaften (z.B. Cotransporter) ist.



	

