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SUMMARY

Investigation of the penetration of oxaloacetate into rat liver mitochondria

1. The penetration of oxaloacetate into rat liver mitochondria was estimated
by fluorimetric measurement of the redox change of intramitochondrial pyridine
nucleotides after addition of oxaloacetate. The initial change in fluorescence was
proportional to NADH oxidation, as demonstrated by quantitative analysis of
pyridine nucleotides.

2. The penetration was stimulated maximally by 1 mM Ca?®+. Mg?* also stimulat-
ed penetration but to a lesser degree. K+ (4 valinomycin) was without effect. Ca®*
had a stimulating effect also after preincubation with 4,5,6,7-tetrachloro-2-trifluoro-
methylbenzimidazol (TTFB).

3. The penetration was almost completely inhibited by TTFB in a time-depen-
dent process with a halflife at 0.5 min. In the presence of serum albumin the pene-
tration was reactivated up to 80%. ATP caused acceleration of reactivation.

4. ATP alone inhibited the penetration in a competitive manner to the same
degree as AMP. Higher concentrations of KCl also showed a competitive inhibition.

5. It is suggested that oxaloacetate is exchanged with endogenous anions, and
the inhibition by TTFB is caused by loss of endogenous anions.

6. Because of the strong competitive inhibition by anions, the penetration of
oxaloacetate seems to be of limited importance » vivo.

EINLEITUNG

Die Meinungen iiber die Permeabilitdt der Mitochondrienmembran fiir Oxalace-
tat gehen auseinander. Sie reichen von der volligen Impermeabilitat!, dem langsamen
Eintritt2-¢ und seiner energiebediirftigen Beschleunigung®® iiber die ausschliesslich
an die energiebediirftige Kationenakkumulation gekniipfte Translokation” bis zur
freien Permeabilitit’. Wir bestimmten deshalb erneut die Geschwindigkeit des
Eintritts von Oxalacetat in Abhidngigkeit vom energetischen Zustand der Mitochon-
drien und von der Zusammensetzung des Mediums. Die Ergebnisse werden im Hin-

Abkiirzungen: TTFB, 4,5,6,7,-Tetrachlor-2-trifluormethylbenzimidazol; EGTA, _'—'\th_vlen-
glykol-bis-(2-aminodthyl)-tetraessigsiure.
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blick auf den Eintrittsmechanismus und auf die Bedeutung des Oxalacetateintritts
1 vivo diskutiert.

METHCDEN

Chemikalien

Oxalessigsdure, Tris, AMP (Dinatriumsalz) und ATP (Dinatriumsalz) wurden
von Boehringer, Mannheim, bezogen, Athylenglykol-bis-(2-aminoithyl)-tetraessig-
sdure (EGTA) von Geigy, Basel, Rotenon von Sigma, St. Louis, Antimycin A (B
grade) von Calbiochem, Los Angeles, und Valinomycin von Serva, Heidelberg. 4,5,6,7-
Tetrachlor-z-trifluormethylbenzimidazol (ITFB) wurde uns freundlicherweise von
Dr. Beechey, Sittingbourne, zur Verfiigung gestellt. Das Rinderserumalbumin wurde
im Forschungsinstitut fiir Impfstoffe, Dessau, hergestellt. Alle iibrigen Chemikalien
waren analysenrein. Losungen wurden mit bidestilliertem Wasser bereitet. Zusitze
von Rotenon, Antimycin, Valinomycin und TTFB erfolgten als alkoholische Lésungen.
Oxalacetat wurde als Tris-Salz eingesetzt.

Mitochondrien

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Rattenlebermitochondrien in 250 mM
Saccharose, pH 7.4, isoliert®. Abweichend hiervon wurde zur Priparation von Ca?+-
verarmten Mitochondrien ein Medium von 250 mM Saccharose, 10 mM Tris-HCl,
1 mM EGTA, pH 7.6 (Ref. 6) benutzt. Die letzte Waschung und das Herstellen der
Stammsuspension erfolgten ohne EGTA.

Chemzische Bestimmungen

Der Proteingehalt der Mitochondrienstammsuspension wurde mit der Biuret-
methode ermitteltl®. Oxalacetat und sein Zersetzungsprodukt Pyruvat wurden
enzymatisch!!:12 bestimmt. Die Verunreinigung durch Pyruvat betrug maximal
10%. Kontrollversuche mit einem Pyruvatzusatz in dieser Grésse zeigten keine
signifikanten Unterschiede. NADH und NADPH wurden polarographisch in einem
Cycling-System?, Ca?+ durch photometrische Titration!® bestimmt.

Messung dev Eintritisgeschuwindigkeit des Oxalacetats

Die Eintrittsgeschwindigkeit des Oxalacetats wurde nach dem von HasLam
uND KREBS® beschriebenen Prinzip ermittelt. Die Standardreaktionsmischung ent-
hielt 250 mM Saccharose, 20 mM Tris—-HCl Puffer (pH 7.4) und 1 4M Rotenon.
Die Reaktionstemperatur betrug 22°. Je 3 ml der Reaktionsmischung wurden mit
50 wl Mitochondrienstammsuspension (etwa 1.5 mg Protein) vorinkubiert. Nach
1 min oder spiter, wenn angegeben, wurde die Reaktion durch Zusatz von Oxal-
acetat gestartet. Das Zeitintervall von mindestens 1 min war erforderlich, um eine
ausreichende Reduktion der intramitochondrialen Pyridinnukleotide durch endogenes
Substrat zu erreichen. Die durch den Oxalacetatzusatz ausgeloste Oxidation der
Pyridinnnukleotide wurde fluorimetrisch registriertd. Zum raschen Einmischen des
Oxalacetats fertigten wir nach einer Anregung von Dr. Worny, Wroclaw, eine
mechanische Zugabevorrichtung an, mit der sich eine Mischzeit von 0.25 sec erreichen
liess. Die ermittelten Reaktionsgeschwindigkeiten bezogen wir auf die Fluoreszenz,
die an der jeweiligen Priparation nach 1 min Vorinkubation in der rotenonhaltigen
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Standardreaktionsmischung gemessen wurde. Die Nullinie wurde ohne Anregungs-
licht geschrieben. Der Differenz wurden 100 Fluoreszenzeinheiten zugeordnet. Die
Angabe der Geschwindigkeiten erfolgte in Fluoreszenzeinheiten/min.

ERGEBNISSE

Oxidation der intramitochondrialen Pyridinnukleotide durch zugesetztes Oxalacetat
Die Brauchbarkeit der fluorimetrischen Messmethode wurde durch enzymatische
Bestimmungen des NADH- und NADPH-Gehaltes tiberpriift (Fig. 1). Die fluori-
metrischen Kurven zeigen einen zweiphasigen Verlauf. Nach den Analysenwerten
erfolgt in der ersten raschen Phase die Oxidation von NADH, wihrend der NADPH-
Gehalt keine signifikanten Verdnderungen zeigt. Erst nach weitgehender Oxidation
des NADH setzt in der zweiten langsamen Phase die Oxidation von NADPH ein.
Offenbar findet im Gegensatz zu den Beobachtungen von HasraMm uNp KREBs®
unter den gewihlten Bedingungen keine rasche Transhydrogenierung zwischen
dem NADP- und dem NAD-System statt. In der Anfangsphase besteht ausreichende
Proportionalitit zwischen Fluoreszenzinderung und NADH-Oxidation. Der Pro-
portionalititsfaktor stimmt trotz unterschiedlicher Inkubationsbedingungen gut
iiberein. Er betrigt (20 -+ 1) Fluoreszenzeinheiten/nMol NADH pro mg protein.

Abhdngigkeit der Eintrittsgeschwindigkeit des Owxalacetats von den Vorinkubations-
bedingungen
Fig. 2 zeigt, dass die Eintrittsgeschwindigkeit des Oxalacetats mit der Linge
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Fig. 1. Oxidation der intramitochondrialen Pyridinnukleotide durch zugesetztes Oxalacetat.
Bei ¢ = o min wurden die Mitochondrien (0.5 mg Protein pro ml Ansatz) zugesetzt, bei £ = 1 min
Ozxalacetat. Fiir die fluorimetrische Registrierung (ausgezogene Kurve) betrug das Ansatzvolumen
3 mlL Die analytischen Bestimmungen erfolgten aus Parallelansidtzen gleicher Zusammensetzung
mit einem Ausgangsvolumen von 18 ml in Proben von 3 ml. A. Standardreaktionsmischung
(250 mM Saccharose, 20 mM Tris-HCI, 1 M Rotenon, pH 7.4), 50 uM Oxalacetat; B. Standard-
reaktionsmischung -+ 3 mM ATP, 200 uM Oxalacetat; C. 125 mM KCl + 20 mM Tris—HCI +-
1 uM Rotenon, pH 7.4, 500 uM Oxalacetat. Temperatur 22°.

Fig. 2. Abhéngigkeit der Geschwindigkeit des Oxalacetateintritts von der Vorinkubation unter
verschiedenen Bedingungen. Parallelansidtzen aus 250 ul Mitochondriensuspension (etwa 7.5 mg
Protein) und 15 ml Standardreaktionsmischung (cf. Fig. 1) wurden nach 1 min (Pfeil) zugesetzt:
®, 1 mM KCN; v, 1 mM KCN + 1 mM Arsenit; A, 1 mM CaCl,; A, 3 mM ATP; m, 1 uM
Antimycin; O, 1 uM TTFB; O, Kontrolle ohne Zusitze. Zu den angegebenen Zeiten erfolgte die
Messung der Eintrittsgeschwindigkeit in 3-ml-Proben bei 22°. Start mit 100 pgM Oxalacetat.
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der Vorinkubationsperiode abnimmt. Obwohl durch Rotenon die Oxidation der
endogenen Substrate nur zu 85-95°%, gehemmt werden soll®, bewirkt eine Blockade
der Restatmung durch 1 mM KCN keine signifikante Anderung. Wird die Restat-
mung dagegen durch Antimycin A blockiert, so ergibt sich ¢in rascher Abfall der
Eintrittsgeschwindigkeit. Eine noch stidrkere Abnahme tritt in Gegenwart des
Entkopplers TTEFB auf. Durch den Ansatz mit Arsenit lisst sich ausschliessen, dass
die Messergebnisse durch eine Oxalacetatbeseitigung tiber Citrat verfilscht werden.
Dieser Prozess ist durch Arsenit hemmbar®. 15, Arsenit fithrt jedoch zu keiner he-
schleunigung der NADH-Oxidation durch Oxalacetat. ATP bewirkt einen sofortigen
starken Abfall der Eintrittsgeschwindigkeit, verhindert aber deren weiteres Absinken.
1 mM Ca?+ 16st dagegen einen Anstieg auf 150 bis 2009 aus, je nach der eingesetzten
Mitochondrienpriparation. Das relative Ausmass dieser Stimulierung ist dabei in
erster Ndaherung unabhingig von der Dauer der Vorinkubationsperiode. Die verhalt-
nismissig hohe Ca?--Konzentration (1 mM) wurde gewihlt, weil damit der Effekt
maximal ist (siehe unten). Die in Fig. 2 dargestellten Ergebnisse sprechen nicht fiir
eine Aktivierung des Oxalacetateintritts durch ATP. Wir verglichen daher die
Eintrittsgeschwindigkeit unter unseren Standardbedingungen (roo M Oxalacetat,
pH 7.4; ¢f. Tabelle 1) mit der im Ansatz nach GRIFFITHS® UND Haszau (1o uM Oxal-
acetat; pH 7.6, EGTA-Praparation der Mitochondrien; ¢f. Tabelle IT). Wie Tabelle [
zeigt, fithrt die Vorinkubation iiber 5 min mit Rotenon oder mit Rotenon +- Antimycin
A 7u einer deutlichen Abnahme der Eintrittsgeschwindigkeit. Unter ATP liegen die
Daten niedriger, bleiben jedoch tiber das Vorinkubationsintervall konstant. Bei
pH 7.6 (Tabelle 11} verlduft die Abnahme der Eintrittsgeschwindigkeit unter Rotenon
rascher; sie liegt nach 5 min Vorinkubation bereits unter dem Wert mit Rotenon

Antimycin A + ATP. Letzterer entspricht jedoch innerhalb der I'ehlergrenze dem
Vergleichswert in Tabelle I, wenn man das unterschiedliche Oxalacetatangebot in
Rechnung stellt. Kleine Ca?~-Konzentrationen (50 M) beeinflussen den Oxalacetat-
eintritt in Mitochondrien, deren Ca?tGehalt unter 2 nMol/mg Protein liegt, mit
Antimycin A + ATP nicht. Daraus folgt, dass ATP lediglich der starken zeitlichen
Abnahme der Eintrittsgeschwindigkeit im Ansatz mit Antimycin A entgegenwirkt.

TABELLE I

EINTRITTSGESCHWINDIGKEIT VON OXALACETAT (100 pM) IN MITOCHONDRIEN, DIE OHNE EGTA
BEI pH 7.4 PRAPARIERT WURDEN

Die Vorinkubation erfolgte in Standardreaktionsmischung (¢f. Fig. 1) 4- angegebenen Zusitzen bei
227 Das Ansatzvolumen betrug 3 ml, der Gehalt an Mitochondrienprotein 0.5 mg/ml.

Zusdtze Lintrittsgeschwindigkeit des A Fluoreszenzein-
Oxalacetats (Fluoveszenzein- heiten|min (%,)
heiten|min)

Vorinkubation
I min 5 min

— 472 208 —56

3 mM ATP 145 147 + 2

I M Antimycin 236 56 — 706

1 uM Antimycin 4+ 3 mM ATP 114 112 — 2
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OXALACETATEINTRITT IN MITOCHONDRIEN 37

Reaktiverung des Oxalacetateintritts nach Vorinkubation wit TTFB

Um einen weiteren Einblick in die Zusammenhinge zwischen energetischem
Zustand der Mitochondrien und der Geschwindigkeit des Oxalacetateintritts zu
erhalten, wurden Mitochondrien 5 min mit TTFB (- Rotenon) vorinkubiert (Fig. 3).
Ca?*+ fithrt auch unter diesen Bedingungen zu einer sofortigen Stimulierung des
Oxalacetateintritts, wobei das relative Ausmass der Stimulierung wesentlich grosser
ist als ohne Vorinkubation mit TTFB (¢f. Fig. 2), der Absolutbetrag dagegen viel
geringer. Ein Zusatz von Serumalbumin zur Bindung des TTFB bewirkt eine zu-
nehmende Reaktivierung des Oxalacetateintritts. Dieser Vorgang ldsst sich durch
ATP beschleunigen. ATP ist dagegen wirkunglos, wenn TTFB nicht durch Serum-

TABELLE 1I

EINTRITTSGESCHWINDIGKEIT VON OXALACETAT (10 M) IN MITOCHONDRIEN, DIE MIT I mM EGTA
BEI pH 7.6 PRAPARIERT WURDEN

Die Vorinkubation erfolgte 5 min bei 22° in einem Medium folgender Zusammensetzung: 250 mM
Saccharose + 20 mM Tris-HCl (pH 7.6) + o.5 uM Rotenon 4 Zusédtze, wie angegeben. Das
Ansatzvolumen betrug 3 ml, der Gehalt an Mitochondrienprotein 0.5 mg/ml.

Zus dtze Eintritisgeschwindigheit
des Oxalacetats
(Fluoreszenzeinheiten|min)

- 7
1 uM Antimycin 3
1 uM Antimycin 4+ 3 mM ATP 9
1 #M Antimycin + 3 mM ATP
-+ 50 uM CaCl, 9
600
4
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Fig. 3. Reaktivierung des Oxalacetateintritts nach Vorinkubation mit TTFB. Inkubation in
Standardreaktionsmischung + 1 gM TTFB, ubrige Bedingungen wie in Fig. 2. Bei { = 5 min
(Pfeil) wurden folgende Zusitze gemacht: O, keine; @, 3 mM ATP; A, 1.5% Rinderserum-
albumin; A, 1.5% Rinderserumalbumin + 3 mM ATP; O, 1 mM CaCl,. Im Kontrolllansatz
(m) ohne TTFB wurden ebenfalls nach 5 min 1.5%, Rinderserumalbumin + 3 mM ATP zugesetzt.

Fig. 4. Einfluss der ionalen Zusammensetzung des Mediums auf den Oxalacetateintritt. Die
Vorinkubation erfolgte fiir 1 min in 3 ml Standardreaktionsmischung mit folgenden Zusitzen:
O, CaCl, in angegebener Konzentration; A, MgCl, in angegebener Konzentration; O, KCI in
angegebener Konzentration; @, o.5 ug Valinomycin 4+ KCl in angegebener Konzentration.
------ , Kontrolle ohne Zusitze. Die ibrigen Bedingungen entsprechen Tabelle I.
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albumin abgefangen wird, obwohl in dem untersuchten Zeitintervall das zugesetzte
ATP nur teilweise durch die TTFB-stimulierte ATPase hvdrolvsiert sein diirfte!s.
Der Kontrollansatz ohne TTIFB zeigt, dass die erreichte Reaktivierung nach 10 min
etwa 809, betrigt.

Einfluss der ionalen Zusammensetzung des Mediums auf den Oxalacetateintritt

Fig. 4 gibt zu erkennen, dass MgCl, dhnlich wie CaCl, den Oxalacetateintritt
beschleunigt, jedoch in geringerem Ausmass. Durch KCl wird dagegen keine messbare
Stimulierung erreicht, auch nicht in Gegenwart von Valinomycin. Aus I'ig. 4 geht
ferner hervor, dass bei lonenkonzentrationen iiber 5 mVal/l eine Hemmung des
Oxalacetateintritts einsetzt. Diese Hemmung ist unabhingig von der Art des Kations.
Sie betragt nach vollstindigem Austausch der Saccharose im Medium durch NaCl
oder KCl gleicher Osmolaritit bei einem Oxalacetatzusatz von 100 uM 97% (cf.
Fig. 5). Es wird vermutet, dass sie durch den Gehalt an C1~ bedingt ist.

Abhingigkeit der Eintritsgeschwindigkeit von derv Oxalacetatkonzentration

In Fig. 6 ist die Eintrittsgeschwindigkeit in Abhidngigkeit von der Oxal-
.acetatkonzentration bei verschiedenen Vorinkubationsbedingungen nach EADIEY
dargestellt. Die den Geraden in Fig. 6 entsprechenden kinetischen Konstanten
sind in Tabelle II1 zusammengestellt. Man sieht, dass die Aktivierung durch Ca*!
auf einer Steigerung der Maximalgeschwindigkeit und der Affinitdt beruht, wihrend
die Hemmungen durch hohe KCl-Konzentrationen und durch ATP kompetitiven
Charakter haben. ATP wirkt offenbar wenig spezifisch, da AMP den gleichen Effekt
zeigt. Demnach kann die ATP-Hemmung nicht auf der Aktivierung von Konkurrenz-
reaktionen beruhen, wie etwa der Umwandlung von Oxalacetat in Phosphoenol-
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Fig. 5. Oxalacetateintritt bei hoherer Ionenkonzentration. Die Saccharose der Standardreaktions-
mischung wurde durch NaCl (O) oder KCl (@) der angegebenen Konzentration ersetzt, so dass
die Osmolaritit konstant blieb. Die iibrigen Bedingungen entsprechen Fig. 4.

Fig. 6. Kinetik des Oxalacetateintritts nach Inkubation mit verschiedenen Effektoren (Darstel-
lung nach Eapiel?). Die Standardreaktionsmischung enthielt folgende Zusitze: O, keine; 0O,
3 mM ATP; m, 3 mM AMP; A, 1 mM CaCl,; A, 125 mM KCl statt 250 mM Saccharose. Die
ubrigen Bedingungen entsprechen Fig. 4. Der Start erfolgte mit den angegebenen Oxalacetat-
konzentrationen.
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pyruvat oder dem Abbau endogener Fettsiuren, was zu einem zusitzlichen NADH-
Angebot und einer Oxalacetatbeseitigung durch Acetyl-CoA fithren wiirde® 12,

DISKUSSION

Unsere Versuchsergebnisse lassen keine unmittelbaren Zusammenhang
zwischen dem energetischen Zustand der Mitochondrien und der Eintrittsgeschwindig-
keit von Oxalacetat erkennen. Sowoh! deren Abnahme unter TTFB als auch ihre
Reaktivierung durch ATP nach Abfangen des TTFB mit Serumalbumin verlaufen
langsamer als die entkopplerstimulierte Hydrolyse des endogenen ATP bzw. die
Adeninnukleotidtranslokation?®.

Auch die Ca?t-abhingige Beschleunigung des Eintritts ist nicht energiebe-
diirftig, weil es (i) unter den gewihlten Bedingungen (endogenes Substrat + Rotenon)
zu keiner Ca?*-Akkumulation kommt!®, weil (ii) die Ca?+-abhingige Beschleunigung
auch in Gegenwart von TTFB erfolgt und weil (iii) die zur optimalen Stimulierung
notwendige Ca?t-Konzentration (1-2 mM) bereits entkoppelnde Wirkung hat2. Ca?-
wirkt wahrscheinlich auch nicht als permeables Gegenion, da K+ +- Valinomycin unter
gleichen Bedingungen keinen Effekt haben.

Wir nehmen daher an, dass Oxalacetat gegen endogene Anionen ausgetauscht
und seine Eintrittsgeschwindigkeit neben kompetitiven Hemmungen des Carrier-
systems durch den Gehalt an austauschbaren Anionen bestimmt wird. TTFB und
in weit geringerem Masse das infolge seiner phenolischen OH-Gruppe anionische
Antimycin A hemmen dann iiber eine Entleerung des endogenen Anionenpools,
wihrend ATP nach Abfangen von TTFB eine Reakkumulation aus dem Medium
und eine Neubildung endogener Anionen aus dem Lipidpool bewirken kénnte. Fiir
diese Deutung spricht auch, dass die halbmaximale Wirkung von Antimycin A auf
den Oxalacetateintritt bei 0.2 nMol/mg Mitochondrienprotein beobachtet wurde,
wihrend EsTABROOK2! bei Lebermitochondrien eine halbmaximale Hemmung der
Atmung bereits bei 0.04 nMol/mg Mitochondrienprotein fand.

Der Effekt von Erdalkaliionen auf die Eintrittsgeschwindigkeit beruht wahr-
scheinlich nicht auf einer einfachen Membranschiddigung, weil er sich auch unter
physiologischer Mg2?+-Konzentration nachweisen ldsst.

Aufgrund der starken kompetitiven Hemmbarkeit scheint ¢n vivo dem direkten

TABELLE III
KINETISCHE KONSTANTEN FUR DEN OXALACETATEINTRITT IN RATTENLEBERMITOCHONDRIEN.

Die Konstanten wurden nach Fig. 6 berechnet.

Zusdtze Maximalge- Scheinbare Ky Inhibitor-
schwindigkeit (mM) konstante Ky
(ro—3 Fluoveszenz- (mM)
einheiten|min)
— 1.2 0.29 -
1 mM Ca2* 1.6 0.19 —
3 mM ATP 1.2 1.1
3 mM AMP 1.2 1.1 1.1
125 mM KCI anstelle von
250 mM Sacch. 1.2 2.4 18
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Eintritt von Oxalacetat in Lebermitochondrien wenig Bedeutung fiir den Zellstoff-
wechsel zuzukommen. Wird die festgestellte Beziehung zwischen der Fluoreszenz-
dnderung und dem Gehalt an NADH (20 IFluoreszenzeinheiten/n Mol NADH pro mg
Protein) zugrundegelegt, so folgt mit den Daten aus Tabelle T1T fiir eine Oxalacetat-
konzentration von 1o M eine Eintrittsgeschwindigkeit von o0.25 nMol/min pro mg
Proteinim KCl-Medium. Da als intrazellulire Anionen in erster Linie Phosphate statt
Cl~ auftreten, sollte sie noch niedriger liegen, denn die untersuchten Phosphat-
verbindungen AMP, ATP (cf. Tabelle I1I) und P;?? zeigen wesentlich kleinere Hemm-
konstanten als KCI. Damit wire ein einfacher Oxalacetat-Malat-Shuttle?® fiir den
Wasserstofftransport zwischen Cytosol und Mitochondrien nicht ausreichend.
Inzwischen wurde von LUMENG UND Davis? gezeigt, dass fiir die Veratmung von
extramitochondrialem NADH neben Malat-Dehydrogenase auch extramitochondriale
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase notwendig ist. Das ist eine direkte experimentelle
Bestitigung des von BorsT® vorgeschlagenen Aspartat-Malat-Shuttle fiir den
Wasserstofftransport.

ZUSAMMENFASSUNG

1. Der Oxalacetateintritt in Rattenlebermitochondrien wurde fluorimetrisch
iiber die Oxidationsgeschwindigkeit der intramitochondrialen Pyridinnukleotide ge-
messen. Quantitative Pyridinnukleotidbestimmungen zeigten, dass die initiale
Fluoreszenzinderung ausschliesslich durch NADH-Oxidation verursacht wird und
proportional dazu verlduft.

2. Der Eintritt wird durch 1 mM Ca?+ optimal stimuliert, in geringerem Masse
durch Mg?+. K+ (+ Valinomycin) sind wirkungslos. Ca?* aktiviert auch nach Vorinku-
bation mit 4,5,6,7-Tetrachlor-z-trifluormethylbenzimidazol (TTFB).

3. TTFB fiihrt mit einer Halbwertszeit von etwa 0.5 min zueiner weitgehenden
Hemmung des Eintritts, die durch Serumalbumin partiell aufhebbar ist. Die Reak-
tivierung mit Serumalbumin ldsst sich durch ATP beschleunigen.

4. ATP allein fithrt zu einer starken kompetitiven Hemmung des Eintritts,
AMP hemmt in etwa gleichem Ausmass. Auch hohe Cl--Konzentrationen hemmen.

5. Es wird vermutet, dass Oxalacetat gegen endogene Anionen ausgetauscht
wird und die TTFB-Hemmung auf einer Verarmung an endogenen Anionen beruht.

6. Aufgrund der starken kompetitiven Hemmbarkeit durch Anionen scheint
dem Oxalacetateintritt aus dem cytoplasmatischen in das mitochondriale Kom-
partiment 7n vivo wenig Bedeutung zuzukommen.
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