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1 Einleitung

1.1 Die Nervenzelle

Eine Nervenzelle besteht aus dem Zellsoma, einem oder zwei Axonen und je nach
Nervtyp aus bis zu einigen tausend Dendriten. Das Axon kann im menschlichen
Korper bis zu einem Meter lang sein. In der Regel werden Zellsoma oder Dendriten
chemisch oder elektrisch gereizt. Der Reiz wird dann elektrisch durch die Nervenfaser
zum Nervende geleitet. Am Axon findet sich eine hohe Dichte spannungsabhéngiger
Na'-Kanile. Bei Potentialen niedriger als —50 mV sind diese geschlossen. Wird die
Nervenfaser an einem Ende durch einen chemischen oder elektrischen Reiz depolari-
siert, und unterschreitet dadurch ihr Potential die Erregungsschwelle von ca. =50 mV,
stromt an diesem Ende Na' durch spannungsabhingigen Na'-Kanile ins Innere der
Nervenzelle. Das Potential sinkt weiter. Dadurch wird die Na'- Leitfihigkeit immer
groBer bis das Potential schlieBlich +40 mV erreicht. Dies fiihrt zur Depolarisierung
in den benachbarten Regionen der Nervenfaser und somit zur Aktivierung der
benachbarten spannungsabhingigen Na'-Kanile. So kann in einem Axon ein
Aktionspotential elektrisch weitergeleitet werden (Schwarz W. und Rettinger J.,
2004). Um die Reizleitung zu beschleunigen, ist das Axon der Nervenzelle durch die
Myelinscheide, unterbrochen von den Ranvierschen Schniirringen, isoliert. Dadurch
springt das Aktionspotential des Nervs von Schniirring zu Schniirring (Abbildung

1.1.1).

Abbildung 1.1.1
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Die Graphik zeigt strukturell die Morphologie und Funktion einer Nervenzelle




1.2 Die Synapse

Eine Synapse ist die Verbindungsstelle zwischen zwei Nervenzellen. An der Synapse
wird im allgemeinen der elektrische Impuls von der ersten Nervenzelle auf die zweite
Nervenzelle iibertragen. Dies geschieht entweder elektrisch oder chemisch. Man
spricht von einer elektrischen Synapse (Weiterleitung eines Impulses mittels
sogenannter ,,Gap-junctions*) oder einer chemischen Synapse (Ubertragung durch
einen chemischen TransmitterstofY).

Die chemische Synapse besteht aus einem Membranabschnitt am Axonende eines
prasynaptischen Neurons, einem Membranabschnitt eines postsynaptischen Neurons
und dem dazwischen liegenden synaptischen Spalt. In der  prisynaptischen
Axonendigung sind in Speichervesikeln die Neurotransmitter (NT) gespeichert. Die
drei héufigsten Synapsentypen sind dabei axo-axonisch, axo-somatisch und axo-
dendritisch (der présynaptische Nerv ist definitionsgemdfl zuerst genannt). Da die
erregbarste Triggerregion einer Nervenzelle, der sogenannte Axon-Hiigel, am
Ubergang vom Zellsoma zum Axon liegt, wird dort durch die axo-somatische
Synapse ein Aktionspotential induziert. Die beiden anderen Synapsentypen werden
hiufig nur modulatorisch eingesetzt.

Erreicht ein Aktionspotential das Ende des prisynaptischen Axons, stromt Ca®" durch
spannungsabhiingige Ca®"-Kanile ins Zytosol. Die erhdhte intrazellulire Ca®'-
Konzentration flihrt zur Exozytose der NT-Speichervesikel. Der NT diffundiert durch
den synaptischen Spalt und erregt die postsynaptische Triggerregion durch
Aktivierung der postsynaptischen NT-Rezeptoren. Beendet wird die Erregung der
postsynaptischen Rezeptoren durch Abdiffusion des NT, durch Verstoffwechselung
des NT und durch aktiven Riicktransport des NT mittels NT-Transportern. Wie der
dramatische physiologische Effekt selektiver NT-Transporter-Inhibitoren zeigt, tragt
dieser aktive Abtransport an den meisten Synapsen zum gro3en Teil zur Beendigung
der synaptischen Reizweiterleitung bei (Masson et al., 1999).

Die chemischen Synapsen lassen sich sowohl funktionell als auch morphologisch
unterteilen in exzitatorische Synapsen und inhibitorische Synapsen. Aktivierung der
exzitatorischen Synapse fithrt zur Depolarisation des postsynaptischen Neurons;
Aktivierung der inhibitorischen Synapse flihrt zur Hyperpolarisation des
postsynaptischen Neurons. Der Abstand zwischen den beiden Neuronen der

exzitatorischen Synapse betrdgt ca. 30 nm, die erregbare Flache des postsynaptischen
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Neurons betrigt 1-2 pm? (Kandel et al., 1995); Impulse werden mit NT wie Glutamat
und Aspartat (exzitatorische NT) weitergeleitet. Der Abstand zwischen den beiden
Neuronen der inhibitorischen Synapse betrdgt ca 20 nm, die erregbare Fliche des
postsynaptischen Nerves ist kleiner als 1 pm?® (Kandel et al., 1995); Impulse werden
mit NT wie ¢y-Aminobuttersiure (GABA) und Glycin (inhibitorische NT)
weitergeleitet. Zur Verdeutlichung sind in Abbildung 1.2.1 Aufbau und Funktion
einer GABAergen Synapse dargestellt.

Abbildung 1.2.1
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Die Graphik zeigt den schematischen Aufbau einer GABAergen Synapse. Die GABA-Transporter in
der Gliazelle und im prdsynaptischen Neuron sind gelb unterlegt. GABA, GABA-Transport und
GABA-Metabolismus sind griin markiert. Im prdsynaptischen Neuron sind aufserdem GABA-
Speichervesikel und ein spannungsabhéngiger Ca’*-Kanal zu erkennen. Im postsynaptischen
Neuron liegen GABA 4~ und GABAp-Rezeptor in der Zellmembran (Fueta Y., 2003).

1.3 Das Nervensystem

Das Nervensystem (NS) dient zur Aufnahme, Umwandlung, Verrechnung und

Weiterleitung von Reizen sowie zur Koordinierung und Steuerung von




Korperfunktionen. In anatomischer Hinsicht 148t sich das NS unterteilen in das
zentrale NS (ZNS) und das periphere NS. In funktioneller Hinsicht kann man das NS
unterteilen in das autonome und das vegetative NS. Im ZNS, d. h. im Hirn und im
Riickenmark, sind ausschlieBlich Neuronen untereinander verbunden. Im peripheren
NS treten auBerdem Nerv-Muskel-Verbindungen, Nerv-Driise-Verbindungen und
Nerv-Sinneszellen-Verbindungen auf.

Um an postsynaptischen Neuronen ein Aktionspotential aufzubauen, mufl das Neuron
durch ungefdhr 75 exzitatorische Synapsen gereizt werden (Kandel et al., 1995).
Liegen an einem Zellsoma inhibitorische und exzitatorische Synapsen an, iiberlagern
sich deren Effekte =zeitlich und rdumlich am Soma. Zum Aufbau eines
Aktionspotentials sind Abstand der Synapsen zum Axon-Hiigel des postsynaptischen
Nervs, GroBe des Axon-Hiigels selbst und die Ubertragungsdauer der einzelnen
Synapsen entscheidend. Die Ubertragungsdauer der einzelnen Synapse wird unter
anderem mafigeblich durch Dichte und Funktion der Neurotransmittertransporter

bestimmt.

1.4 Der Maus-GABA-Transporter 1

1.4.1 Klassifizierung

Allgemein lassen sich die Neurotransmittertransporter (NTT) in vier Familien
einteilen: (I) die vesikuliren NTT, (II) die Na'/K'-abhingigen NTT, (III) die
Aminosiuretransporter und (IV) die Na'/Cl'-abhingigen NTT. Neben anderen
Transportproteinen gehdrt der GABA-Transporter (GAT) zur Familie der Na'/Cl-
abhingigen NTT. Der GAT selbst kann in vier Subtypen, GAT1 — GAT4, unterteilt
werden. Je nach Spezies unterscheidet sich die Nomenklatur. Zur Verdeutlichung

siche Tabelle 1.4.1 (Nelson N., 1998).
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Tabelle 1.4.1
Nomenklatur der GABA-Transporter

Maus Ratte Mensch
Subtyp 1 mGATI rGATI hGATI
Subtyp 2 mGAT2 rGAT4 BGT
Subtyp 3 mGAT3 rGAT2 hGAT2
Subtyp 4 mGAT4 rGAT3 hGAT3

BGT = humaner Betain/GABA-Transporter

1.4.2 Anatomische Einordnung

Die vier Subtypen der Familie der Maus—GABA-Transporter zeigen zwischen 48%
und 71 % Aminosduresequenzhomologien. GABA ist fiir alle vier Tansporter
Substrat. Es konnen jedoch von den einzelnen Transportern auch andere korpereigene
Substanzen transportiert werden, die teilweise eine hohere Affinitit als GABA zeigen
(Liu Q. et al., 1993). Tabelle 1.4.2 zeigt die Substratspezifitit und Lokalisierung der

einzelnen Transporter.

Tabelle 1.4.2
Substratspezifitit und Lokalisierung der einzelnen Transporter

Substrat Lokalisierung
MGAT1 GABA ZNS
MGAT2 GABA ZNS
Betain Niere
Leber
MGAT3 GABA Niere
p-Alanin Leber
Taurin
MGAT4 GABA Hirnstamm
p-Alanin Cerebellum
Taurin Cerebraler Cortex
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1.4.3 Klonierung

Kloniert wurde der GAT1 =zuerst aus der Ratte (Guastella J. et al.,, 1990). Wenig
spater gelang die Klonierung auch aus Maus (Tam A. et al., 1994), Mensch (Nelson
N. et al., 1990) und weiteren Spezies. Der rGATI1 ist mit dem mGATI1 in seiner
Aminosduresequenz identisch. Der humane GAT1 unterscheidet sich am N- und C-
Terminus um insgesamt 17 Aminosduren vom mGATI1; d. h., auch hier ist der
Hauptteil in einer Lédnge von 473 Aminosduren von Asp40 bis Phe512 identisch (Tam
A. et al., 1994). Der Vergleich der Aminoséduresequenzen zeigt, dal Untersuchungs-
ergebnisse des rGAT1 beziiglich Funktion und Membrantargeting auf den mGAT1
tibertragbar sind. Des weiteren kann man davon ausgehen, daB am mGATI1
gewonnene Untersuchungsergebnisse in begrenztem Rahmen auf den hGATI1
iibertragbar sind.

Der mGAT1 besteht aus 599 Aminosduren. Ohne Phosphorylierung oder
Glycosylierung betridgt sein Molekulargewicht 67 kD. Glycosyliert betrdgt sein
Molekulargeweicht ca. 80 kD (Radian R. et al., 1986). Sowohl N- als auch C-
Terminus liegen intrazellular. Das Ergebnis einer theoretischen
Hydrophobizititsanalyse schreibt dem mGAT1 12 Transmembrandoménen zu
(Guastella J. et al., 1990) (Abbildung 1.4.1). Spitere experimentelle Untersuchungen
(Bennett E. et al., 1997 ; Clark J., 1997 ; Yu N. et al., 1998 ; Mabjeesh N. et al. ,
1992) konnten das theoretische Modell von Guastella et al. im wesentlichen
bestitigen. Dariiber hinaus beschreiben Bennett, Clark und Yu intramembranire
Loops, die allerdings nicht miteinander in Einklang zu bringen sind (Bennett E. et al.,
1997 ; Clark J., 1997 ; Yu N. et al., 1998)

Intrazellular weist der mGAT1 diverse Phosphorylierungsmoglichkeiten auf (siche
Kapitel 5). Im extrazelluldren Loop 2 (EL2) finden sich an den Positionen 176, 181,
und 184 drei glycosylierbare Asparagine (Bennett E. et al., 1997).
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Abbildung 1.4.1

extrazellular

intrazellular COOH

Zweidimensionales Modell des mGATI (Guastella J. et al., 1990)

Die gelben Zylinder in der Membran stellen die Transmembrandomdnen (TMD)1 bis 12 dar. Die
extrazelluldren Loops sind EL1 bis EL6 beschriftet, die intrazelluldren Loops IL1 bis IL5. Die
roten Punkte in TMD? stellen das Leucin-Zipper-Motiv dar. Die blauen Punkte in EL2 sind die
Glycosylierungspositionen.

1.4.4 Struktur und Funktion

Seit seiner Klonierung wurde der GAT1 zu Untersuchungen der Struktur-Funktions-
Beziehungen vielfach mutiert. Tabelle 1.4.3 zeigt sdmtliche Mutationen, die am
GAT]1 durchgefiihrt wurden. Aus den in Tabelle 1.4.3 aufgefiihrten Arbeiten 148t sich
folgendes Bild gewinnen: Die in der Familie der Na'/Cl-abhingigen
Transportproteine besonders hoch konservierte Aminosidure-Sequenz um TMDI1 und
TMD2 (Kilty J. et al., 1991 ; Pacholczyk T. et al., 1991 ; Blakely R. et al., 1991;
Yamauchi A. et al, 1992) ist verantwortlich fiir die Na'- Bindung, die Na'-
Leitfahigkeit und die Translokation der Substrate im Transportzyklus.

Im Falle des GAT1 scheinen EL4, EL5 und EL6 fiir die GABA-Bindung
verantwortlich zu sein (Tamura S. et al., 1995), wobei Tryptophan 222 in TMD4 fiir
die Erkennung der Aminogruppe essentiell ist (Kleinberger-Doron N. et al., 1994).
Uber die Struktur-Funktions-Beziehung der Cl-Bindung und Translokation liegen
keine Daten vor. In TMD2 zeigt der mGAT]1 ein Leucin-Zipper-Motiv. In der Tat
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scheint der mGAT]1 aufgrund dieses Motivs zu dimerisieren (Schmid J. et al., 2001 ;
Scholze P. et al., 2002), wobei nicht klar ist, ob es sich um eine funktionelle
Notwendigkeit oder um einen Effekt von Uberexpressionssystemen handelt. N- und
C- Terminus scheinen nicht mafigeblich am Transport beteiligt zu sein (Mabjeesh N.

et al., 1992). Tertidr- und Quartarstruktur des mGAT]1 sind nicht bekannt.

Tabelle 1.4.3
Bis August 2004 bekannte Mutationen des GATI

Punktdeletion AP42 @ | 4746 @ | [4R50 ) AA358 (10)
AD43 @ | [aw47 @) | [4Fs1 ) AL408 (10)
AR44 @ | [4K48 @ | (4348 [(10)

AD45 @ | [4G49 @ | [4rR351 [ (10)

Punktmutationen | R44S @) C74S 9) Y241S [ (3) | |0374C [(23)
R44H @) 1834 a7),1) | [v248s [(5) | | w3s1s [(13)
R44K ) Y86S (5) R257H | (16)| [W38IL [(13)
D45S ) YS6W | (3) R257L | (16)] [C399S [(9)
D45L ) YS6F (5) D287G | (12)] [C3994 [(9)
D454 7) 1904 a7, | [c2s8s [9) | [€399G [9)
T464 (7) 1974 a7,) | [v296s  [(5) | [1408G | (10)
w478 ) 1974 (18) Y3095 |(3) | [v4124 [(20)
W4TV ) EI0IG | (12) Y309W | (5) | [C4285 [(9)
WATF ) EI0IB | (12) Y309F | (5) | [v432S [(3)
W47Y ) EI0I0 | (12) Y3174 | (20)| [F447P [(8)
K484 7) EI0IA | (12) D319G | (12)| [K448E [(8)
D524 7) Cc102s [ (9) 3245 (9 | [v4352E [(8)
D52G 12) | (L1044 [a7,a) | [c325s [(9) | [E4670 [(i6)
C578 9) Y1074 | (20) 3295 | (9) | [E467K |(i6)
Y60E a1l | [wizss (13 1341C__ | (23)] [C4685 [(9)
Y60T a1l | [wizsL 13 G343C__ | (23)] | w4735 [(13)
Y60C ain) | [vizes [(5) 4346C | (23)] |w473L [(13)
G63D aiy_ | [yvizow [(5) V348G | (10)| (Y4758 [ (3)
G63S an | [vizor 63 V348L | (10)| [Y475W [ (3)
G63C a1 | [vido0s [(5) Ins-N349 | (10)| [Y475F [(5)
W68S 21| [yidsow (5 7349G | (23)] |v4814 |[(20)
W68S a3 | [vido0s [(5) T349H | (15)] | w4955 [(13)
W6SL a3) | (w2225 [(13) R351G__|(10)| [w495L [(13)
W6SF a3 | (w2220 [(13) 4354C [ (23)] [ w4965 [ (13)
W68Y 13) | [w222F [(13) 4358G | (10)] [w496L [ (13)
R69K ae) | [w222y [(13) 4358C [ (23)] [K497E [(16)
R69T ae) | [v226s [ (5) 5359C [ (23)| [K4970 [(16)
R69M as) | [y226w [ (5) G362C__ | (23)] |ws00s [(13)
R69H (6) | [Y226F [ (5) 1363C__ | (23)| [ws00L [(13)
R69G a6) | [w230s  [(13) 4364C [ (23)] [w3385 [(13)
R690 ae) | [w230L [(13) F365C | (23)| [w338L [ (13)
Y728 ) W230F | (13) L366C | (23)] [C5908 [(9)
Y72W ) w230Y | (13) E370C | (23)] [¥5984 |(20)
Y72F (5) K2310 | (16) E370H | (15)

C744 21 | [12364 [ (1) E374C | (1)
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Deletion A3-49 2) 4353-362 (10)
A3-41 2) A348-351 (10)
A4528-599 2) A348-350 (10)
A4549-599 2) A348-349 (10)
A4561-599 2) A404-408 (10)
A4576-599 2) 44-30 (1)
A348-369 (10)

Mutationen C493S,C4998 9) C744, M55C (22)
T349H, E370H (15) C744, S56C (22)
T349H, 0374C (15) C744, V58C (22)
L974, L1044 (18) C744, G59C (22)
L834, L90A4, LI974 (18) C744, Y60C (22)
L834, L904, L974,|(18) C744, A61C (22)
L1044
L73C, C744 (21) C744, 162C (22)
G75C, C744 (21) C744, G63C (22)
K76C, C744 (21) C744, L64C (22)
N176D, N181G (14) C744, G65C (22)
N176D, N181D (14) C744, N66C (22)
N176D, N184D (14) C744, V67C (22)
85244, T464, S5624 | (6) C744, W68C (22)
D454, D434 (7) C744, R69C (22)
D454, D434, D404 | (7) C744, F70C (22)
D444, L414, G394 | (7) C744, P71C (22)
Y1074, Y3174, | (20) C744, Y72C (22)
Y4124, Y4814,
Y5404
C744, F53C (22) diverse Consensus Sequenzen | (3)

fiir Glycosylierung

C744, L54C (22)

Chiméren Austausch kompletter extrazellulirer Loops: (19)
L(III) von GAT3
L(V) von GAT3
L(V) von GAT3
L(VI) von GAT3
L (1V) von GAT4
L (VI) von GAT2

Die Tabellen sind in Doppelspalten aufgeteil; die erste Siule einer jeden Doppelspalte benennt die
mutierte Aminosdure, die zweite Sdule einer jeden Doppelspalte benennt die dazugehorige
Verdffentlichung. Die Verdffentlichungen sind im folgenden aufgefiihrt.

1.Beckmann M. et al., 1998 b; 2. Bendahan A. et al., 1993 ; 3. Bennett E. et al., 1997 ; 4.Bennett E. et
al., 2000 ; 5. Bismuth Y. et al., 1997 ; 6. Corey J. et al., 1994 ; 7. Deken S. et al., 2000 ; 8. Forlani G.
et al, 2001 ; 9. Golovanevsky V. et al., 1999; 10. Kanner B. et al., 1994 ; 11. Kanner B., 2003, 12.
Keshet G. et al., 1995, 13. Kleinberger-Doron N. et al., 1994, 14. Liu Y. et al., 1998 ; 15. MacAuley N.
etal., 2001 ; 16. Pantanovitz S. et al., 1993, 17. Quick M. et al., 1997 ; 18. Scholze P. et al., 2002 ; 20.
Tamura S. et al., 1995 ; 21. Whitworth T. et al., 2001 ; 22. Yu N. et al., 1998 ; 23. Zhou Y. et al.,
2004 ; 24. Zomot E. et al., 2003
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1.4.5 Die Stochiometrie

Im Allgemeinen wird davon ausgegangen, dal der mGAT1 mit einem Molekiil
GABA als Zwitterion zwei oder drei Na'-lonen und ein CI™-Ion iiber die Zellmembran
transportiert (Radian R. et al., 1983 ; Kanner B., 1978 ; Radian R. et al., 1985 ;
Keynan S. et al.,, 1988 ; Kavanaugh M. et al., 1992). Die Ermittlung dieses
Verhiltnisses beruht allerdings nur auf der Analyse der entsprechenden Hill-
Koeffizienten sowie auf Abschitzungen entsprechender radioaktiver Aufnahme-
messungen. Treibende Kraft fiir den Transport sind dabei das Membranpotential und
der Na'-Gradient, der iiber die Zellmembran abfillt.

Nach (Radian R. et al., 1983 ; Kanner B., 1978 ; Radian R. et al., 1985 ; Keynan S. et
al., 1988 ; Kavanaugh M. et al.,, 1992) ist die Anwesenheit von CI° fiir die
Transporter-Aktivitit unabdingbar. In anderen Untersuchungen konnte jedoch gezeigt
werden, daB auch in Abwesenheit von CI" (in Gegenwart von Na') ein, wenn auch
reduzierter, GAT1-vermittelter GABA-Transport stattfindet (Mager S. et al., 1993 ;
Bicho A., 2004).

Da nach den oben genannten Autoren pro Transportzyklus eine oder zwei
Nettoladungen tiber die Membran transportiert werden, ist der GAT1 elektrogen. Das
heift, durch den Transport von GABA flief3t ein Strom iiber die Zellmembran.

AnlaB3 zur Diskussion iiber die Stochiometrie des GAT1 gibt der Vergleich zwischen
GABA-Transport und Transport-vermitteltem Strom: Unter der Annahme, dafl pro
transportiertem Molekiill GABA eine oder zwei Nettoladungen die Membran
passieren, lassen sich aus den Ergebnissen radioaktiver “H-GABA-
Aufnahmemessungen die dazugehorigen Membranstrome berechnen. In der Tat zeigt
sich, daB3 der berechnete Membranstrom bis zu einer Grof3enordnung niedriger ist als
der gemessene (Eckstein-Ludwig U., 2000). Eine Ahnliche Diskrepanz ist zu finden,
wenn man den Membranstrom aus Transportrate und Transporterzahl berechnet
(Risso S. et al., 1996). Des weiteren gibt es die Beobachtung, dal der GATI1 in
Gegenwart von GABA einen CI'-Austausch vermittelt (Loo D. et al., 2000).

Die unterschiedlichen Ergebnisse werden durch die unterschiedlichen Mef3systeme
(radioaktive =~ Aufnahmemessungen,  Elektrophysiologie) = und  durch  die
unterschiedlichen Expressions- und Zellsysteme erkldrt (Zellkultur, Xenopus
Oozyten, rekonstituierte Membranvesikel). In diesen unterschiedlichen kiinstlichen

Expressionssystemen kann die Funktion des GAT1 durch Faktoren wie
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Phosphorylierung, Glycosylierung, Zytoskelett oder Expressionsgrad unterschiedlich

beeinflufit werden.

1.4.6 Der Transportzyklus

Obwohl das Verhiltnis von GABA zu den kotransportierten Ionen nicht gesichert ist,
soll hier, um den Transportzyklus des GAT1 genauer zu beschreiben, zundchst eine
feste Stochiometrie von IGABA : 2Na" : 1CI" angenommen werden; dieses Verhiltnis
wurde auch in allen Untersuchungen hinsichtlich des Transportzyklus als feste
Stochiometrie vorausgesetzt. Untersuchungen hinsichtlich des Transportzyklus des
GAT1 wurden ausschlieBlich mit elektrophysiologischen Methoden durchgefiihrt.
Dabei wurde die Elektrogenitit des GAT1 wund die hohe Zeitauflosung
elektrophysiologischer Methoden ausgenutzt.

Im wesentlichen werden drei Stromsignale unterschieden: (I) der stationére
Einwértsstrom (Kavanaugh M. et al., 1992), (II) der stationidre Auswértsstrom (Lu C.
et al., 1999a) und (III) der transiente Strom (Mager S. et al., 1993 ; Lu C. et al., 1995 ;
LiuY.etal., 1998 ; Bossi E. et al., 2002 ; Fesce R. et al., 2002).

Der stationdre Einwirts- und Auswirtsstrom ist zum Teil an den Einwérts- bzw.
Auswirtstransport von GABA gekoppelt (Lu C. et al., 1999a). Der Auswirtsstrom ist
nicht als Umkehrung des Einwirtsstroms zu betrachten; obwohl beide Stréme Na'-
und Cl'-abhéngig sind, unterscheiden sich die K, -Werte fiir deren Aktivierung durch
GABA deutlich (Hilgemann D. et al., 1999). Der K;, -Wert fiir GABA fiir den
Einwértsstrom liegt bei gleicher Ionenverteilung beiderseits der Zellmembran im
mikromolaren Bereich. Der K, -Wert fiir GABA fiir den Auswiértsstrom liegt unter
denselben Bedingungen im millimolaren Bereich (Lu C. et al., 1999b).

Der transiente Strom zeigt sich nur in Abwesenheit von GABA. Er 148t sich in eine
schnelle Komponente (Lu C. et al., 1999a) und eine langsame Komponente (Mager S.
et al., 1993) unterteilen. Die schnelle Komponente stellt eine Reorientierung des
unbeladenen GATI1 dar, die langsame Komponente stellt eine Beladung des GAT1
mit Na" dar.

1999 fiigte D. Hilgemann seine eigenen Resultate und die Resultate anderer
Arbeitsgruppen zusammen und entwickelte einen Transportzyklus, der dem

sogenannten ,,Alternating Access Model* (Jauch, P. et al., 1986) folgt (Hilgemann D.
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et al., 1999). In Abbildung 1.4.2 ist der Transportzyklus dargestellt und beschrieben.
Folgende Eckpunkte des Transportzyklus sind festzuhalten: (I) Der Transportzyklus
lduft nur in Gegenwart von Na" und Cl. GABA-vermittelte Strome sogenannter CI -
freier Messungen lassen sich unter der Annahme, dal 1 uM CI" als Kontamination
vorliegt, mit diesem Transportzyklus simulieren. Mdgliche Cl-Kontaminationen
konnen aus unreinen Salzen, Glasgefillen, aus dem Zellinnern und aus pH-
Elektroden stammen. (II) Der schnelle transiente Strom stellt die Reorientierung des
Transporters von E;, nach *E,; und die damit verbundenen endogenen
Ladungsverschiebungen dar. (III) Der langsame transiente Strom stellt einen Schritt
dar, der an die Na'-Bindung des Transporters gekoppelt ist; er ist der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt des Transportzyklus. (IV) Der Schritt des
GABA-Einwirtstransports von Eg; nach *E;, ist Na+—abhéngig, aber nicht CI'-
abhingig. (V) Der Schritt des GABA-Auswirtstransports von *E;j, nach Eqy ist Na'-
und Cl'-abhingig. (VI) Intrazelluldres CI” kann an E;, binden und eine Reorientierung
verhindern.

Soweit 14Bt sich ein groBer Teil der beobachtbaren Effekte mit diesem
Transportzyklus beschreiben. Die Eigenschaften des langsamen transienten Stroms
lassen sich mit diesem Modell nicht ausreichend erkldren, widersprechen ihm aber
auch nicht. Es bediirfte einer genaueren Klirung der Bindungssequenz von Na™ und

CI bevor GABA an den GAT1 bindet.
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Abbildung 1.4.2
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Transportzyklus nach Hilgemann (Hilgemann D. et al., 1999)

Der GATI (gelb) liegt in der Membran (griin). Innen- und Auflenseiten der Membran sind
markiert. Alle Zustinde liegen miteinander im Gleichgewicht. Instabile Zustdinde sind als *E;,
oder *E,,, gekennzeichnet, stabile Zustdinde sind als E;, oder E,,, gekennzeichnet.

Na" kann an *E,,, binden. Die Okklusion von Na* tiberfiihrt *E o in E,y . Um E,, in *E;, zu
tiberfiihren, miissen ein weiteres Na" und ein GABA binden; CI (rot) kann binden, ist fiir die
Translokation aber nicht notwendig. Um *E,, in E;, zu tiberfiihren, muf das okkludierte Na*
ins Zytoplasma dissoziieren und zeitgleich CI (schwarz) von aufSen nach innen transportiert
werden.

Nur der unbesetzte GAT1 kann sich nun von E;, in *E,,, reorientieren. Das heifst, eine
Chloridbindung auf der zytoplasmatischen Seite fiihrt zur Inhibition des Transportzyklus.

Der langsame transiente Strom stellt den Ubergang von *E,, in E,,, dar. Der Transportzyklus
im Uhrzeigersinn reprdsentiert den Einwdrtsstrom. Der Transportzyklus gegen den
Uhrzeigersinn reprdsentiert den Auswdrtsstrom. Dabei ist wichtig zu beachten, daf; ein
Auswdrtstransport nur stattfinden kann, wenn zeitgleich CI von innen nach aufien
transportiert wird.

1.4.7 Der Kanalmodus

Neben dem Transportmodus fiir den Transport des NT GABA werden dem GATI
zwei Kanalmodi zugeschrieben. Beiden Modi ist gemeinsam, dall sie eine
Leitfdhigkeit liber die Membran herstellen, ohne dabei GABA zu transportieren. Der
eine Modus entwickelt sich in Gegenwart von GABA (Risso S. et al., 1996 ; Eckstein-
Ludwig U., 2000), der andere in Abwesenheit von GABA (Cammack N. et al., 1994 ;
Cammack N. et al., 1996). In Abwesenheit von GABA konnten Cammack et al. an

HEK-Zellen FEinzelkanalereignisse messen, die sie dem GAT1 zuschrieben. An
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Oozyten waren keine Einzelkanalereignisse zu messen (Eckstein-Ludwig, Rettinger,

unverdffentlicht)

1.4.8 Die Regulation

Im Prinzip gibt es zwei wesentliche zelluldre Regulationsmechanismen. Das sind die
Expressionsregulation und die Funktionsregulation. Die Expression kann in den
einzelnen Schritten, Transkription, Translation und Membrantargeting reguliert
werden. In dem in dieser Arbeit verwendeten Modellsystem Xenopus Oozyte spielt
die Regulation durch Transkription keine Rolle, da zur Proteinexpression cRNA in die
Zelle injiziert wird. Die Funktion des GAT1 kann durch die Zelle selbst oder von
aullen reguliert werden. Zu den bekanntesten zelleigenen Regulationsmechanismen
gehoren Phosphorylierung, Glykosylierung und Protein-Protein-Wechselwirkungen.
Eine Beeinflussung dieser zelleigenen Regulationsmechanismen von auflen
ermoglicht eine indirekte Funktionsregulation des GATI1. Direkt kann der GATI1

reguliert werden, indem er mit GAT1 aktiven Substanzen interagiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Xenopus laevis

Die ausschlieBlich weiblichen Krallenfrosche (Xenopus laevis) stammen aus
speziellen Ziichtereien aus Siidafrika und der Slowakei. Gehalten werden sie zu je 20
Tieren in undurchsichtigen 200 1 Plastikcontainern mit kontinuierlicher
Frischwasserzufuhr von wenigen Litern pro Tag. Das zugeflihrte Frischwasser ist vor
Zugabe in die Froschbecken fiir ca. einen Tag abgestanden. Die Temperatur des
Wassers betrdgt 19 Grad Celsius, ein Tag-Nacht-Rhythmus von 12 h wird durch einen
kiinstlichen Hell-Dunkel-Rhythmus simuliert. Gefiittert werden die Tiere zweimal pro
Woche mit klein gewiirfeltem Rinderherz unter Zugabe von Vitaminen
(Multisanostol®).

Die Entnahme der Oozyten erfolgte am vollstindig analgesierten und relaxierten
Frosch (Zur Analgesie und Relaxation: ca. 10 min Inkubationszeit in 2g/l Tricain
enthaltender wéssriger Losung). Nach Entnahme aus der Tricain-Losung wurde der
Frosch mit Wasser gewaschen. Der Schluckreflex wurde durch leichtes Beriihren der
Kehle getestet. Blieb dieser aus, wurde dem auf dem Riicken liegenden Frosch mit
einem ca. 1 cm langen Schnitt in der Leistengegend die Bauchdecke gedffnet. Teile
des Ovargewebes wurden mit Schere und Pinzette entnommen. Das Ovargewebe
konnte in G-ORi (sieche Tabelle 2.2.1) aufbewahrt werden. Nach der Operation wurde
der Schnitt in der Bauchdecke des Frosches mit Néhseide mit ein oder zwei Stichen
geschlossen. Nach einer Aufwachzeit von ca. 30 min unter einem feuchten Tuch
wurde der Frosch fiir ein bis zwei Tage in einem Isolationsbecken mit einer
Seesalzkonzentration von 0,5g/l aufbewahrt. Danach wurde ihm eine
Regenerationsphase von mindestens 3 Monaten in einem 200 | Plastikcontainer
gewdhrt. Diese Laparatomie ist beim Regierungsprasidium Darmstadt angezeigt und
wird unter dem Aktenzeichen F105 Anz 03 gefiihrt.

Je nach Menge des entnommenen Ovargewebes kann ein Frosch ca. 4 Jahre lang als
Oozytenspender dienen. Nach dieser Zeit wird er entweder mit Tricain getdtet oder an
das Physiologiepraktikum fiir Medizin-Studenten der Universitdt Frankfurt

weitergegeben, wo er auch sein Ende findet.



20

Die Oozytenseparation aus dem entnommenen Gewebe erfolgte unter Verwendung

der Enzyme Liberase und Collagenase. Zur Verwendung siche Tabelle 2.1.1.

Tabelle 2.1.1

Verwendete Enzymkonzentration zur Qozytenseparation

Enzym Konzentration Inkubationszeit Schuttler
in G-ORi bei 19°C

Collagenase 15mg / 10ml 3—4h 60 rpm
30mg / 10ml 12 h -

Liberase 0,75mg / 10ml 3—4h 60 rpm
1,5mg / 10ml 12 h -

Nach der beschriebenen Inkubationszeit wurden die separierten Oozyten mehrmals
mit ORi gewaschen und die fiir Experimente brauchbaren Oozyten selektiert. Fiir
Experimente brauchbare Oozyten miissen (I) vollstindig befreit von kollagenem
Bindegewebe und Follikelzellen sein, (II) sich im Reifestadium V und VI befinden,
(IIT) gleiche GroBe haben, (IV) kugelformig sein, (V) eine gleichmifBig pigmentierte
Oberfliache aufweisen und (VI) eine deutliche Trennung in animale und vegetative

Hemisphére zeigen

2.2 Losungen

Waschen der Oozyten und des Ovargewebes wurde mit Oozyten-Ringer-Losung
(OR1i) durchgefiihrt. Auftbewahrt und Inkubiert wurden Oozyten und Ovargewebe in
Gentamycin-haltigem ORi (G-ORi). Zu elektrophysiologischen und radioaktiven
Aufnahmemessungen wurde Ba-ORi verwendet. Tabelle 2.2.1 zeigt eine
Zusammenfassung aller verwendeten Losungen. Wurden zur Durchfithrung eines
Experimentes weiter Substanzen (wie z. B. GABA) hinzugefiigt, ist dies in der

Darstellung des jeweiligen Experiments vermerkt.
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Tabelle 2.2.1
Gentamycin | NaCl | CaCl2 | BaCl2 KCI | MOPS | pH
[mg/1] [mMM] | [mM] [mMM] | [mM] | [mM]
ORI / 90 2 / 2 5 7,4
G-ORi 70 90 2 / 2 5 7,4
Ba-ORi / 90 / 2 2 5 7,4

pH-Werte wurden mit NaOH-Lésung eingestellt. G-Ori wurde vor Zugabe von Gentamycin
autoklaviert. Zur Anderung der Na"-Ionen-Konzententration wurde Na -Gluconat verwendet, zur
Anderung der Cl -lonen-Konzentration wurde TMA-CI verwendet.

2.3 RNA
2.3.1 RNA-Injektion

Um zytosolische Proteine oder Membranproteine in Oozyten zu exprimieren, kann
synthetische cRNA des entsprechenden Proteins in das Zytosol der Oozyte injiziert
werden (Gurdon J. et al., 1971 ; Stiihmer W. , 1998). Injiziert wird die in Wasser
geloste cRNA mit einer Nanoliter-Pumpe der Firma Drummond (USA).

2.3.2 RNA-Préparation

Zur Herstellung der synthetischen cRNA wurde der neuronale mGATI in den
Oozyten-Transkriptions-Vektor pNWP  kloniert, der eine Ribonucleosomen
Bindungsstelle und einen Poly-A-Schwanz enthélt. Das Plasmid wurde mit EcoRI
linearisiert und unter Verwendung einer SP6-Polymerase und eines RNA-Synthese-

Kits und Capping-Kits (Ambion Inc.) transkribiert (Liu Y. et al., 1998).

2.4 Radioaktive Aufnahmemessungen

2.4.1 >H-GABA-Aufnahme

Je 10 Oozyten wurden zusammen in 200 ul Versuchslosung fiir 10 min inkubiert. 200

ul Versuchslosung setzten sich wie folgt zusammen: 175 pl Ba-ORi, 2 ul GABA-
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Stammlosung (40 mM in H,O), 20 pl Sucroseldsung (10 mM in H,0), 2ul He-
Sucrose-Stammlésung (16 kBq) und 1pl *H-GABA-Stammldsung (9,25 kBq). Die pro
Zeiteinheit aufgenommene Menge an “H ist ein MaB fiir die Transportaktivitit des
mGATI1, die gleichzeitig aufgenommene Menge an '‘C ist ein MaB fiir die
unspezifische Durchldssigkeit der Zellmembran der einzelnen Oozyte (Schmalzing G.
et al., 1991). Wihrend der ersten 10 min der GABA-Aufnahme in die Oozyte zeigt
sich eine lineare Zunahme (Eckstein-Ludwig U., 1998). Nach 10 min Aufnahmezeit
wurden die Oozyten mit Ba-ORi viermal gewaschen und dann einzeln in je 100 pl
5%iger SDS-Losung aufgeldst. Nach Zugabe von 2 ml Szintillationsldsung wurde die
Radioaktivitdt der einzelnen Proben im Flissigkeitszintillationszéhler (Packard

Instrument Company, Meriden, USA) fiir 5 min gemessen.

2.42 ?*Na'-Aufnahme

Je 10 Oozyten wurden zusammen in 200 ul Versuchslosung fiir 10 min inkubiert. 200
ul Versuchslosung setzten sich wie folgt zusammen: 197 pl Ba-ORi, 2 pl GABA-
Stammlésung (40 mM in H,O) und 1 pl **Na” Stammldsung (74 kBq). Das weitere
Prozedere entsprach der *H-GABA-Aufnahme (siche oben).

243 3°Cl-Aufnahme

Je 10 Oozyten wurden zusammen in 200 pl Versuchslosung fiir 10 min inkubiert. 200
ul Versuchslosung setzte sich wie folgt zusammen: 178 pl Ba-ORi mit erniedrigter
NaCl-Konzentrtation von 70 mM, 2 ul GABA-Stammlosung (40 mM in H,O) und 20
ul *°CI-Stammlésung (90,6 kBq). Das weitere Prozedere entsprach der *H-GABA-

Aufnahme (sieche oben).

2.4.4 Spannungsabhingige *H-GABA-Aufnahme

Einzelne Oozyten wurden in Ba-ORi auf ein bestimmtes Haltepotential geklemmt.
Nach dem Losungswechsel von GABA-freiem nach GABA-haltigem Ba-ORi wurde
1ul der *H-GABA-Stammldsung (37 kBq) in die Messkammer gegeben. In der
Messkammer lag nach dem Losungswechsel kein Losungsdurchflu3 vor. Nach einer
Aufnahmezeit (Inkubationszeit) von 10 min wurde zuerst eine Referenzprobe von 5Sul
Inkubationslésung entnommen (die Referenzprobe war notwendig, da die Losung in

der MeBkammer kein definiertes Volumen hatte). Dann wurde die MeBkammer mit
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Ba-ORi gespiilt, bis der Haltestrom der Oozyte einen stationdren Verlauf erreichte.
Die Oozyte wurde der MeBkammer entnommen, viermal in Ba-ORi gewaschen und in
100 pl 5%iger SDS-Losung aufgeldst. Nach Zugabe von je 2 ml Szintillationslosung
wurden die Radioaktivitit der Oozyte wund der Referenzprobe im

Fliissigkeitszintillationszdhler fiir 5 min gemessen.

2.5 Two-Electrode Voltage Clamp

Allgemein bedeutet ,,Voltage Clamp*, dall ein Potential, das an einem Widerstand
abfillt, mittels eines applizierten Stromes bei einem bestimmten Wert fixiert wird. In
elektrophysiologischen Experimenten ist dieser Widerstand idealerweise nur die
Zellmembran. Realerweise setzt sich dieser Widerstand aus Zellmembran und
Komponenten des Schaltkreises (Elektrolytlosungen, Zytosol, Elektroden) zusammen
(Schwarz W. und Rettinger J., 2004). Es liegen also mehrere Widerstinde in Reihe
geschaltet vor, die nach Gleichung 1 als Spannungsteiler fungieren (Abbildung 2.5.1).
Wird also in einem Schaltkreis mit nur einer Elektrode gemessen, entspricht das
tatsdchliche Membranpotential immer nur dem mit Gleichung 1 beschriebenen
Bruchteil des vorgegebenen Potentials.

Ist Ry sehr viel groBer als Ry gilt die Ndherung: RE]iL—MRM =
In diesem Fall ist Voltage Clamp mit nur einer Elektrode durchfiihrbar; das ist z. B.
beim Patch Clamp der Fall.

Im Falle ganzer Oozyten gilt diese Naherung nicht. Zu Schaltung 1 muf} ein zweiter
paralleler Schaltkreis hinzugefiigt werden, der das reale Membranpotential mift
(Abbildung 2.5.1). Der zu applizierende Strom kann nun nach Kontrolle der
gemessenen Membranspannung reguliert werden. Man spricht vom Two-Electrode
Voltage Clamp (TEVC). Um Kontrolle und Regulation des Membranpotentials zu
automatisieren, kann man in Schaltung 2 zwei Differenzverstirker einfiigen, einen
sogenannten Spannungsfolger und einen negativen Riickkopplungsverstdrker. Der
Spannungsfolger hat drei Aufgaben: (I) Er hilt die Potentialelektrode stromfrei; (II)
er stellt sicher, dall Potentiale, die an hohen Widerstinden abfallen mit MeBgeriten
mit kleinen Eingangswiderstinden mefbar bleiben; (III) er sorgt dafiir, da das am

Clampverstédrker eingehende Membranpotential Vy tatsdchlich dem Potential an der
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Zellmembran entspricht. Der Riickkopplungsverstirker vergleicht das gemessene
Membranpotential V) mit der vorgegebenen Spannung V¢ und appliziert einen

Strom, um die Differenz zwischen Vy und V¢ auszugleichen.

Abbildung 2.5.1

by
Schaltungl ist eine schematische Darstellung eines Ein-Elektroden Voltage Clamp. Zur
Vereinfachung sind die im Text genannten Widerstandskomponenten (Elektrolytlosungen, Zytosol,
Elektroden) in Rg zusammengefasst.

Vi = Membranpotential, Ve = Clamppotential, I, = Membranstrom, Ry
=Widerstandskomponenten, Ry, = Membranwiderstand, Rc = Membrankapazitdt

Ry,

Gleichung I: v, =V, *——
Mo R, +R,

Gleichung 1 beschreibt, inwieweit das Membranpotential vom vorgegebenen Klemmpotential
abweicht.

RCE RPE

Schaltung 2 zeigt schematisch eine TEVC Schaltuigg. Der Clampkreislauf zur Applikation des
Klemmstroms ist griin markiert, der MefSkreislauf zur Potentialmessung ist rot markiert.

Vi = Membranpotential, V- = Klemmpotential, I,; = Membranstrom, Rcg=Stromelektrode,
Rpg=Potentialelektrode, Ry, = Membranwiderstand, Rc = Membrankapazitdit

Abbildung 2.5.2 zeigt einen so beschriebenen TEVC Schaltkreis unter Einbezug der
Oocyte, die untersucht werden soll. Der automatisierte Abgleich zwischen
Klemmpotential und Membranpotential ermdglicht Voltage-Clamp-Messungen mit

Zeitkonstanten im Bereich weniger Millisekunden.
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Abbildung 2.5.2

Die Abbildung zeigt schematisch den
elektrischen Zusammenhang zwischen
Voltage-Clamp-Verstdirker und Oocyte unter
TEVC. Der hellblau hinterlegte Teil des
Schaltbildes stellt den Verstdrker dar, die
braungelbe Kugel die Oocyte. Potential- und
Stromelektrode sind dunkelblau markiert.
Die Differenzverstdrker sind die mit + und —
markierten Dreiecke. Der linke
Differenzverstdrker ist der sogenannte
Spannungsfolger, der rechte
Differenzverstirker ist der negative
Riickkopplungsverstirker des TEVC.

Vi = Membranpotential, Ve =
Clamppotential, I, = Membranstrom, Rpg =
Widerstand der Potentialelektrode, R p=
Widerstand der Stromelektrode, Ry, =
Membranwiderstand, R¢ =
Membrankapazitdt

2.6 Elektroden

2.6.1 Mikroelektroden

Bei den in Abbildung 2.6.1 und Abbildung 2.6.2 genannten Elektroden handelt es sich
um Ag/AgCl Elektroden. Sie stellen die elektrische Briicke zwischen Metalleiter
(Dréhte und Verstérker) und Elektrolytleiter (Zytosol und MeB16sung) dar. Abbildung
2.6.1 zeigt die schematische Darstellung einer im elektrophysiologischen Experiment
genutzten Mikroelektrode. Kernteil ist der mit AgClI beschichtete Silberdraht, der es
den Ionen der Losung ermdglicht, die Elektronen des Metalls als Ladungstriager
abzulosen. Wichtig flir die storungsfreie Funktion der Elektrode ist die
Zusammensetzung der Losung, die die AgCl-Schicht umgibt (Schwarz W. und
Rettinger J., 2004). Im Fall der Elektroden ist die ausgezogene Glaskapillare, in der
sich das Kernteil der Elektrode befindet, mit einer 3M KCI Losung gefiillt. Die
Offnung an der Spitze der Glaskapillare definiert maBgeblich den Widerstand der
verwendeten Elektrode. Der Widerstand lag in den Experimenten zwischen 0,5 MQ
und 3 MQ. Neue Elektroden wurden vor ihrer Verwendung fiir ca. 15 min mit ihrer

Spitze in die Messlosung gehalten, um einen herstellungsbedingten Druckausgleich
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und die Einstellung eines Konzentrationsgradienten an der Spitze der Elektrode zu

gewdhrleisten.

Abbildung 2.6.1
1 3 4

4 ¥ VA

die Graphik zeigt den schematischen Aufbau einer Mikroelektrode: Der Silberdraht (1) ist
ummantelt mit AgCl (2) und befindet sich in der ausgezogenen mit 3M KCI Losung gefiillten
Glaskapillare (4). Die Glaskapillare (4) wird vom Elektrodenhalter (3) fixiert und handhabbar
gemacht.

2.6.2 Badelektroden und Agarbriicke

Die Badelektrode ist ein von AgCl ummantelter Silberdraht. Sie wird von der
extrazelluldren MeBlosung umgeben. Im Gegensatz zur Mikroelektrode ist es wichtig
zu beachten, da3 abhingig vom Experiment sich die ionale Zusammensetzung der
MeBlosung dndern kann. Mit einer Verdnderung der Anionenkonzentration @ndern
sich die Eigenschaften der Badelektrode mal3geblich, was zu Fehlern in der Messung
fiihrt. Aus diesem Grund wurden alle Experimente dieser Arbeit, in denen sich die
Ionenzusammensetzung der MeBlosung dnderte, mit einer Agarbriicke zwischen
MefB16sung und Badelektrode durchgefiihrt. Die Agarbriicke fixiert durch Gelbildung
mit einer Agarkonzentration von 0,5% die die Badelektrode umgebende Losung.
Durch die Gelbildung ist so durch Hemmung der freien Diffusion eine
Ionenkonzentrationsdnderung an der Badelektrode unterbunden, die -elektrische
Leitfdhigkeit bleibt aber weiterhin gewéhrleistet. Die in dieser Arbeit verwandte
Agarbriicke bestand aus 0,5% Agar in Ba-ORi.

Um exakte MeBergebnisse zu erhalten, wurden zwei Badelektroden verwendet. Uber
die eine flieBt der Klemmstrom gegen Erde ab, mit der anderen wird das Badpotential
gemessen. Der Grund dafiir ist, dal die MeB16sung zwischen Badelektrode und Zelle
einen konstanten Widerstand darstellt, an dem ein Potential abfallt. Fliefit nun der
Klemmstrom iiber eine Badelektrode ab, verdndert sich das Potential des
Badwiderstand gemd dem Ohmschen Gesetz. Bei Verwendung einer einzigen

Badelektrode addieren sich nun in der Spannungsmessung zum eigentlichen
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Membranpotential ein sich mit dem Klemmstrom &nderndes Badpotential. Des
weiteren kommt es bei Verwendung einer einzigen Badelektrode durch den
Klemmstrom zur Elektrodenpolarisation. Die Spannungsmessung wird so verfdlscht.
Bei Verwendung zweier Badelektroden erfolgt die Spannungsmessung stromfrei. Es
kommet weder zur Elektrodenpolarisation, noch fdllt in der MeBkammer ein

zusitzlicher variabler Widerstand ab.

2.6.3 Die MeBkammer

Die MeBkammer ist eine lédngliche rechteckige Kammer mit ca. 500 pul Volumen in
einem runden Plexiglasblock. Sie hat einen Zulauf und einen Ablauf, sowie zwei
Aussparungen fiir die Badelektroden. Abbildung 2.6.2 zeigt eine schematische
Darstellung der MeBBkammer in Aufsicht. Der Losungszulauf in die Kammer wurde
durch Einengung oder Offnung eines zufithrenden Schlauches reguliert und betrug 1-2
ml pro Minute. Der Wechsel unterschiedlicher Losungen wurde vor der MeBkammer

durch Mehrwegehihne bewerkstelligt.

Abbildung 2.6.2

1a 2b

Schematische Darstellung einer Messkammer

la = Badelektrode als Referenz zur Spannungsmessung, 1b = Badelektrode als Erdungselektrode,
2a = Spannungselektrode, 2b = Stromelektrode,3 = Losungszulauf,4=Losungsablauf

2.7 Auswertung der elektrophysiologischen Daten

Wenn nicht anders erwidhnt wurden alle gemessenen Daten moglichst umfassend wie
in Kapitel 8.1 ausgewertet und dargestellt. Signifikanz der Ergebnisse wurde mit

Student’s t-Test gepriift.
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2.8 Material

Software

Origin 7.0

Cellworks E
Cellworks Reader
Office 2000

Corel Graphics Suite 9
IQV

Gerate

Computer

x-y Schreiber
Vertikalpuller

Oszillograph

x-y-z Mikromanipulator
Binokular
Wasseraufbereitung Milli-Q
Aquariumspumpe

Nanoliterpumpe

Kaltlichtquelle KL 1500
Szintillationsfliissigkeitszadhler
TEVC Verstiarker TEC-03
Interface INT-20
Elektrodenhalter
Einmalspritzen
Injektionszubehor
Dreiwegehdhne
Glaskapillaren TEVC 1,5mm

Glaskapillaren Pumpen 1,2 mm

(OriginLab Corp., Northampton, USA)

(npi electronic GmbH, Tamm, Deutschland)
(npi electronic GmbH, Tamm, Deutschland)
(Microsoft, Redmond, USA)

(Corel Corporation, Ottawa, Kanada)
(Schwarz, Vasilets, MPIBP Frankfurt,
Deutschland)

(PC, AMD Athlon(tm) 1,05 GHz)
(Kipp&Zonen, Bohemia, USA)

(Getra, Miinchen, Deutschland)
(Kikusui Electronics, Yokohama, Japan)
(Bachofer, Reutlingen, Deutschland)
(Wild Heerbrugg)

(Millipore, Eschborn, Deutschland)
(Zoofachhandel)

(Drummond Scientific Company, Broomall,
USA)

(Schott, Mainz, Deutschland)

(Packard Instrument Company, Meriden, USA)

(npi electronic GmbH, Tamm, Deutschland)
(npi electronic GmbH, Tamm, Deutschland)
(npi electronic GmbH, Tamm, Deutschland)
(Braun, Melsungen, Deutschland)

(Braun, Melsungen, Deutschland)

(Roth, Karlsruhe, Deutschland)
(Hilgenberg, Malsfeld, Deutschland)
(Hilgenbberg, Malsfeld, Deutschland)
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Injektionskammer
Messkammer

Inkubationsgefale fiir
radioaktive Aufnahmemessung

Kulturschalen
Szintillationsrohrchen

164pm Spritzennadel

(MPI Werkstatt)
(MPI Werkstatt)

(Sartstedt, Niimbrecht, Deutschland)
(Nunc, Wiesbaden, Deutschland)
(Roth, Karlsruhe, Deutschland)
(WPI, Berlin, Deutschland)

Chemikalien

BaCl,
MgCl,
CaCl,

NaCl

KCl
Na-Gluconat
K-Gluconat
TMAacetat

(Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
(Fluka, Taufkirchen, Deutschland)
(Merck, Darmstadt, Deutschland)

(Fluka, Taufkirchen, Deutschland)
(Fluka, Taufkirchen, Deutschland)
(Fluka, Taufkirchen, Deutschland)
(Fluka, Tautkirchen, Deutschland)
(Fluka, Tautkirchen, Deutschland

3-morpholinopropansulfonsiure

(MOPS)
Sucrose
Ouabain
Mineraldl
y-Aminobuttersiure

(GABA)
SKF-89976-A
Nipecotinsdure
Amitriptylin
Imipramin
Doxepin
Promethazin
Fluvoxamin

Fluoxetin

(Fluka, Taufkirchen, Deutschland)
(Merck, Darmstadt, Deutschland)

(Fluka, Tautkirchen, Deutschland)
(Sigma, Taufkirchen, Deutschland)

(Fluka, Taufkirchen, Deutschland)

(Smithkline Beecham, London, England)

(Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
(Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
(Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
(Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
(Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
(Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
(Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
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Phorbol-12-myristat- 13-acetat

(PMA) (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
Okadaic acid (Calbiochem/Merck, Darmstadt, Deutschland)
Calphostin C (Biomol, Hamburg, Deutschland)

3-Isobuthyl-1-methylxanthin
(IBMX) (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)

Forskolin (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
Proteinkinase C, katalytisches Fragment, Rattenhirn

(PKC) (Biomol, Hamburg, Deutschland)
Proteinphosphatase 2B, human, rekombinant (E.coli)

(PP2B) (Calbiochem/Merck, Darmstadt, Deutschland)
‘H-GABA (Amersham Bioscience, Buckinghamshire, England)
1C-Sucrose (NEN/ Dupont, Koln, Deutschland)
oCr (Amersham Bioscience, Buckinghamshire, England)
*Na" (Amersham Bioscience, Buckinghamshire, England)

Szintillationslosung (LUMAC, Groningen, Niederlande)
RNA-Synthese-Kit (Ambion Inc., Huntingdon, England)

Tricain (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
Collagenase (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
Liberase (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
Na"-Dodecylsulfat
(SDS) (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
humane RNA (Die gesamt verwendete humane RNA wurde erhalten von Prof.

Dr. Ulrich MuBBhoff und Prof. Dr. E.J. Speckman, Institut fiir
Physiologie 1, Westfélische Wilhelms-Universitdt Miinster)
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3 Der langsame transiente Strom

3.1 Einleitung

Der langsame transiente Strom des GAT1 wird in der Literatur einem der Bindung
von einem oder zwei Na'- Ionen assoziierten Proze8 zugeschrieben (Mager S. et al.,
1996 ; Lu C. et al., 1999b). Nach dem von Hilgemann et al. postulierten
Transportzyklus des GAT1 (Hilgemann D. et al., 1999) bindet ein Na'-Ion eindeutig
vor der GABA-Bindung; das zweite Na'-Ion scheint erst zusammen mit GABA an
den Transporter zu binden und dann sofort die Membran zu passieren. Das hief3e, daf3
der langsame transiente Strom durch die Bindung des ersten Na'-lons verursacht
wird. Mager et al. hingegen konnten durch Messung der Ladungsverschiebung in
Abhingigkeit der Na'-Konzentration Hinweise finden, daB der langsame transiente
Strom durch die Bindung zweier Na-Ionen verursacht wird. Es zeigt sich, daB trotz
relativ detaillierter Vorstellungen von der Funktionsweise des GAT1 einzelne Schritte
des Transportzyklus nach wie vor unklar oder zumindest strittig sind. Auch iiber die
Rolle des CI" im Transportzyklus besteht keine Einigkeit. Einerseits wird beschrieben,
dafl der GAT1-vermittelte Transport Cl'-abhédngig sei (Kavanaugh M. et al., 1992 ;
Hilgemann D. et al, 1999), andererseits wird nur von einer bedingten CI-
Abhingigkeit gesprochen (Mager S. et al., 1993). Es gibt unterschiedliche Modelle
eines Transportzyklus fiir den GAT1, die die Rolle des CI' im GABA-Transportzyklus
erkldaren sollen. Hilgemann et al. schlagen einen GABA / Cl-Kotransport vor
(Hilgemann D. et al., 1999). Loo et al. hingegen beschreiben einen Cl-Austausch
(Loo D. et al., 2002). Desweitern existiert die Idee eines vom GABA-Transport selbst
abgekoppelten CI-Einwirtstransports, der dem GAT1 seine Ausgangskonformation
zuriickgibt (Bicho A., 2004).

Detailliertes Wissen iiber die Ionenbindungssequenz kann helfen, Klarheit tiber den
Transportzyklus des GAT1 zu gewinnen. Zu diesem Zweck wurden die transienten
Strome des mGAT1 in Abhingigkeit der CI- bzw. Na'-lonenkonzentration

aufgenommen und hinsichtlich der Ladungsverschiebung und deren Rate analysiert.
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3.2 Resultate und Diskussion

Zur detaillierten Untersuchung des Einflusses extrazellulirer Na'-Konzentrationen auf
den langsamen transienten Strom des mGAT1 wurden Messungen der transienten

Strome bei 5, 10, 20, 50 und 90 mM Na” durchgefiihrt. Sinkende Na'-

Abbildung 3.2.1
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Die Abbildung stellt die normierten QV-Kurven in Abwesenheit von GABA bei Na' -
Konzentrationen von 5 mM (), 10 mM (@), 20 mM (A), 50 mM (W), und 90 mM ( )dar. Es
handelt sich um Mittelwerte von 5 — 15 Qozyten + SEM. Normiert wurde auf die
Maximalamplitude Q. der Ladungsverschiebung. Die roten Linien sind Kurvenanpassungen
nach Fermi (Gleichung 2). Zur Berechnung wurden Qmax=1, Omin =0 und zr=1 gewdhlt. Die
gepunktete Linie zeigt die E,,-Werte der QV-Kurven bei den unterschiedlichen Na' -
Konzentrationen an.

Konzentrationen verschieben die QV-Kurven (sieche Kapitel 8.1.4) zu negativeren
Potentialen (Abbildung 3.2.1). Die durch Kurvenanpassung nach Fermi (Gleichung 2,
sieche Kapitel 8.2) erhaltenen E;, —Werte fiir die einzelnen Na'-Konzentrationen
werden in Abbildung 3.2.2 gegen die dazugehorige Na'-Konzentrationen aufgetragen.
Nach Kurvenanpassung mit (Gleichung 3, siehe Kapitel 8.2) erhdlt man fiir diese
Kurve einen Hill-Koeffizienten von n=1,7. Dies deutet auf die Bindung von mehr als
einem Na'-Ion hin. Kurvenanpassung mit Gleichung 3 und einem vorgegebenen Hill-

Koeffizienten von 1 waren nicht mdglich; die Abweichung der angepaf3ten Kurve von
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den gemessenen Werten war so groB, daB die Bindung eines einzigen Na'-Ions als
Ursache fiir den langsamen transienten Strom des mGAT1 nicht angenommen werden

kann (siehe gepunktete Kurve, Abbildung 3.2.2).

Gleichung3 E,,, = RT *In [Na ]
zF K M it

m

Abbildung 3.2.2

&
o
1

-100+

-Wert der QV-Kurve [mV]
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E

0 50 100

Na'-Konzentration [mM]

Die Abbildung zeigt die graphische Darstellung der aus Abbildung 3.2.1 erhaltenen E;,-Werte in
Abhiingigkeit der Na"-Konzentration. Die rote durchgehende Linie und die graue gepunktete Linie
stellen Kurvenanpassungen nach Gleichung 3 dar. Die nach der Kurvenanpassung erhaltenen
Parameter nyy; und K, entsprechen in ihrer Bedeutung den selben Parametern der Hill-
Gleichung. Bei Kurvenanpassung der roten Kurve wurde die Findung der Parameter nicht
beeinfluf3t. Hier zeigt der Hill-Koeffizient ny;; einen Wert von n=1,7 und der K,,-Wert fiir Na*
einen Wert von 245 mM. Bei der grau gepunkteten Kurve wurde nyy; bei 1 fixiert, der K,,-Wert fiir
Na" nahm in diesem Fall einen Wert von 1343 mM an.

Die Analyse der Na'-Abhingigkeit der Raten zeigt (Abbildung 3.2.3) (siche Kapitel
8.1.4), daB sowohl der durch die Na'-Bindung dominierte linke Ast der RateV-
Kurven (Raten bei Potentialen < -50 mV) als auch der durch die Na'-Dissoziation
dominierte rechte Ast der RateV-Kurven (Raten bei Potentialen > -50 mV) durch die
Na'-Konzentration signifikant beeinfluBt werden. Nach Kurvenanpassung mit
Gleichung 4 (siehe Kapitel 8.2) wird deutlich, dal die Ratenbindungskonstante Kying

mit steigender Na'-Konzentration grofler wird. Die Ratendissoziationskonstante kgigs
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sinkt mit steigender Na'-Konzentration. In der Tabelle in Abbildung 3.2.3 ist nur im
Fall der Ratendissoziationskonstanten kgiss eine eindeutige kontinuierliche Na'-
Abhingigkeit zu erkennen. Fixiert man die Ratenbindungskonstanten kping bei einem
gemeinsamen Wert, ist eine Kurvenanpassung nicht mehr moglich. Die effektiven
Valenzen zping und zgis hingegen konnten wéhrend der Kurvenanpassung bei
gemeinsamen Werten fixiert werden. Kurvenanpassungen mit fixierten effektiven
Valenzen ergaben keine deulich abweichenden Kurven. Das bedeutet, dal sich mit
abnehmender extrazellulirer Na'-Konzentration der der Na'-Bindung assoziierte
Schritt verlangsamt und daB der der Na'-Dissoziation assoziierte Schritt mit

abnehmender extrazellulirer Na'-Konzentration beschleunigt wird.

Abbildung 3.2.3
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Die Abbildung zeigt die RateV-Kurven in Abwesenheit von GABA bei Na'-Konzentrationen von 10
mM (@), 20 mM (A), 50 mM (W), und 90 mM (). Es handelt sich um Mittelwerte von 5 — 15
Oozyten + SEM.

Die roten Linien stellen Anpassungen nach Gleichung 4 dar. Folgende Tabelle zeigt die Resultate
der Kurvenanpassung.

Na'-Konz Kping Zpind Kaiss Zgiss
[mM] [1/ms] [1/ms]
10 0,002 0,25 0,044 0,45
20 0,0013 0,42 0,0355 0,5
50 0,0019 0,43 0,014 0,46
90 0,0045 0,297 0,00511 0,759
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Zur detaillierten Untersuchung des Einflusses extrazelluldrer CI'-Konzentrationen auf
den langsamen transienten Strom des mGAT1 wurden Messungen der transienten
Strome bei 0, 5, 10, 20, 50 und 90 mM CI durchgefiihrt. Sinkende CI-
Konzentrationen verschieben die QV-Kurven zu negativeren Potentialen (Abbildung
3.2.4). Da es kein konkretes Modell fiir die CI'-Bindung am mGAT1 gibt, das die
Ursache fiir die transienten Strome beschreiben konnte, war es nicht moglich, eine
Kurvenanpassung der Verschiebung der E;,-Werte analog zu Abbildung 3.2.2
durchzufiihren. Offensichtlich ist jedoch, daf eine verringerte ClI'-Konzentration die
QV-Kurve wesentlich weniger beeinfluflt, als eine um die gleiche Differenz

. + .
verringerte Na -Konzentration.

Abbildung 3.2.4
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Die Abbildung zeigt die normierten QV-Kurven in Abwesenheit von GABA bei CI -
Konzentrationen von 0 mM (@), 5 mM (A), 10 mM (W), 20 mM (<), 50 mM (9, und 90 mM
(). Es handelt sich um Mittelwerte von 5 — 15 Oozyten £ SEM. Normiert wurde auf die
Maximalamplitude der Ladungsverschiebung Q... Die roten Linien sind Kurvenanpassungen
nach Fermi (Gleichung 2). Zur Berechnung wurden Q,,;x=1, Quin =0 und zp=1 gewdhlt. Die
gepunktete Linie zeigt die E;,-Werte der QV-Kurven bei den unterschiedlichen CI -
Konzentrationen an.

Die Analyse der Raten zeigt, daB sowohl der durch die Na'-Bindung dominierte Ast

der RateV-Kurven als auch der durch die Na'-Dissoziation dominierte Ast der RateV-
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Kurven durch die CI'-Konzentration signifikant beeinflut werden (Abbildung 3.2.5).
Dabei fillt auf, daB die Raten bei Potentialen > -50 mV (d. h., die Raten, die der Na'-
Dissoziation assoziiert sind) durch steigende Cl-Konzentrationen reduziert werden,
wohingegen die Raten bei Potentialen < -50 mV (d. h., die Raten, die der Na'-
Bindung assoziiert sind) nur bei Cl'-Konzentrationen kleiner als 5 mM reduziert
werden. Sich dndernde Cl'-Konzentrationen grofler als 5 mM beeinflussen die Raten
bei Potentialen < -50 mV nicht. Nach Kurvenanpassung mit Gleichung 4 scheinen
insbesondere die Ratenbindungskonstante kping und die Ratendissoziationskonstante
kgiss reguliert zu sein, wobei sich kping mit abnehmender extrazelluldrer CI-

Konzetration verlangsamt und kg;ss beschleunigt.

Abbildung 3.2.5
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Die Abbildung zeigt die RateV-Kurven in Abwesenheit von GABA bei CI -Konzentrationen von 0
mM (@), 5mM (A), 10mM (W), 20 mM (), 50 mM (9, und 90 mM (M. Es handelt sich um
Mittelwerte von 5 — 15 Qozyten = SEM. Die roten Linien stellen Anpassungen nach Gleichung 4
dar. Folgende Tabelle zeigt die Resultate der Kurvenanpassung.

CI'-Konz Kpind Zbind Kaiss Zgiss
[mMM] [1/ms] [1/ms]

0 0,0017 0,34 0,012 0,55
5 0,0018 0,44 0,015 0,48
10 0,002 0,44 0,016 0,46
20 0,0027 0,35 0,0099 0,5
50 0,0033 0,34 0,006 0,58
90 0,0033 0,34 0,006 0,47
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Zwar scheinen in der Tabelle in Abbildung 3.2.5 auch die effektiven Valenzen
reguliert zu sein; da aber eine Kurvenanpassung mit fixierten Valenzen, nicht jedoch
mit fixierten Ratenkonstanten moglich ist, mul man davon ausgehen, daf3 die

effektiven Valenzen nicht maf3geblich reguliert werden.

Zusammenfassend 148t sich sagen, daB schon vor der GABA-Bindung Na" und CI” mit
dem mGAT] interagieren. Dabei zeigt Abbildung 3.2.2, dal mindestens zwei Na'-
Ionen an den mGAT]1 binden, bevor GABA bindet.

Auch um die Na'-Abhingigkeit des der Na'-Dissoziation assoziierten (rechten) Asts
der RateV-Kurve zu erkliren, muBl eine Bindung mindestens zweier Na'-lonen
angenommen werden; nur die sequenzielle Bindung mehrerer Na'-Ionen kann eine
Na-abhiingige Na'-Dissoziation erkléren.

Die gemessenen Daten lassen keine Riicksschliisse dariiber zu, ob die langsamen
transienten Strome tatsdchlich durch die Ladung der gebundenen Ionen generiert
werden oder ob sich endogene Ladungen des mGATI1, wie geladene Aminosduren
oder Dipole, durch Konformationsdnderungen im elektrischen Feld bewegen. Um die
Beeinflussung der RateV-Kurve durch unterschiedliche CI'-Konzentrationen zu
erkliren besteht ebenso wie bei der Na'-abhingigen Regulation nur die Moglichkeit,
die beobachteten Effekte durch eine Cl-Bindung vor der GABA-Bindung im

Transportzyklus zu erkldren.

Abbildung 3.2.6
K, K, Ky

E1+ Nao* i E1Na*+ Na* ﬁ EINa"Na*+ CI k# EINa'Na'Cl
k K. 3

Die Abbildung stellt nur eine Mdglichkeit dar, die oben vorgestellten Resultate zu erkldren. Durch
die sequentielle Bindung des Na " kann der mGATI zwei Zustinde einnehmen, E;Na" und
E;Na'Na", deren Entstehungsgeschwindigkeit und Entstehungswahrscheinlichkeit durch die Na'-
Konzentration beeinfluf3t wird. Bei niedrigen Na'-Konzentrationen ist die Entstehung von EINa"
bevorzugt, wohingegen bei grofseren Na'-Konzentrationen die Entstehung von EINa' Na"*
bevorzugt ist. Unter der Annahme, dafs die Zerfallsrate k_; deutlich langsamer ist als die
Zerfallsrate k.;, lift sich eine beschleunigte gemessene Dissoziationsrate bei niedrigen Na'*-
Konzentrationen erkldren. Bei steigenden CI-Konzentratrionen wird das Gleichgewicht von
EINa" zu EINa Na'tCI verschoben; d. h., die gemessene Dissoziationsrate wird verlangsamt.
Durch diesen Effekt liefSe sich auch die erhéhte Na'-Affinitit bei erhohten CI'-Konzentrationen
erkldren.

Die Verlangsamung der Bindungsrate bei CI'-Konzentrationen kleiner als 5 mM kann durch dieses
Modell nicht erkldrt werden.
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Abgesehen von der Regulation des der Na'-Bindung assoziierten Asts der RateV-
Kurve in Abhéngigkeit der Cl'-Konzentration bietet das Modell in Abbildung 3.2.6
eine einfache Moglichkeit, die beschriebenen Beobachtungen in Ubereinstimmung
mit anderen pulizierten Ergebnissen zu erkldren (Hilgemann D. et al., 1999 ; Mager

S. etal., 1996).
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4 Der Kanal-Modus
4.1 Einleitung

In der Familie der Na'/Cl-abhingigen Neurotransmittertransporter besitzen die
meisten Mitglieder neben der Aminosédure-Sequenzhomologie und &hnlichen Struktur-
Wirkungsbeziehungen (Masson J. et al., 1999) eine weitere wichtige gemeinsame
Eigenschaft: Der durch den Transporter vermittelte Gesamtstrom kann in drei
Komponenten unterteilt werden: (I) den Transportstrom, (II) den Transporter-
assoziierten Strom und (III) den Kanalstrom (Sonders M. et al., 1996). Der
Transportstrom wird generiert durch den Einwértstransport der Nettoladung, die durch
die fixe Stochiometrie des Substrates und seiner kotransportierten Ionen, Na” und CI’,
definiert ist. Der Transporter-assoziierte Strom ist nicht an den Transport von Substrat
gebunden; allerdings ist die Anwesenheit des Substrats unabdingbar, damit sich ein
Transporter-assoziierter Strom entwickeln kann. Bis heute ist der Mechanismus dieses
Stroms unbekannt. Transportstrom und Transporter-assoziierter Strom treten nur in
Gegenwart von GABA auf. Die Summe dieser zeitgleich auftretenden Komponenten
wird im folgenden ,,mGAT1-vermittelter Strom* genannt. Die dritte Komponente, der
Kanalstrom, spielt nur in der Abwesenheit von Substrat eine Rolle. Es scheint sich
hierbei um eine Einwértsleitfdhigkeit fiir Alkaliionen zu handeln (Sonders M. et al.,
1996). Im Fall des GAT1 konnten Einzelkanalereignisse in Abwesenheit von GABA
beobachtet werden (Cammack J. et al., 1996).

Die drei hier vorgestellten Stromkomponenten konnten sicher beschrieben werden fiir
den Dopamin Transporter (Sonders M. et al., 1997), den Norepinephrin Transporter
(Galli A. et al., 1995 ; Galli A. et al., 1996) und den Serotonin Transporter (SERT)
(Galli A. et al., 1997 ; Mager S. et al., 1993). Der Strom des Glycin Transporters
scheint nur aus dem Transportstrom zu bestehen (Aragon C. et al., 2003). Uber den
GAT]1 ist hinsichtlich des Transporter-assoziiertern Stroms wenig bekannt. Bis heute
sind lediglich indirekte Hinweise auf einen Transporter-assoziierten Strom
verdffentlicht (Risso S. et al., 1996).

Von dem Antiepileptikum Tiagabin ist bekannt, dal es den mGATI-vermittelten
Gesamtstrom in ca. 6-fach geringerer Konzentration blockiert, als die GABA-
Aufnahme (Eckstein-Ludwig U. et al., 1999). SKF-89976-A (SKF), ein Struktur-
analogon von Tiagabin, das haufig als spezifischer GAT]1-Inhibitor Verwendung

findet (Borden L. et al., 1994 ), soll hier in Bezug auf seine inhibierenden
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Eigenschaften des mGAT1-vermittelten Stroms und der GABA-Aufnahme mit der
Zielsetzung untersucht werden, ob es mdoglich ist, SKF als spezifischen Inhibitor fiir
eine der oben beschriebenen Stromkomponenten einzusetzen. Dazu wurden die
Effekte der in Abbildung 4.1.1 gezeigten Substanzen mit radioaktiven Aufnahme-
messungen und elektrophysiologischen Methoden untersucht. Die Auswahl der
Substanzen erfolgte unter strukturellen und funktionellen Gesichtspunkten. Da SKF
als Derivat der Nipecotinsdure (NA) anzusehen ist, wurde die Struktur von SKF
unterteilt in das GABA-analoge Stukturmotiv der NA und in ein planares
Strukturmotiv, das iliber einen Abstandhalter von 3 C-Atomen mit NA verbunden ist.
Um die beiden Strukturmotive einzeln zu untersuchen, wurden NA als
,Muttersubstanz* und Promethazin (PMZ) als eine dem planaren Ringsystem analoge
Substanz ausgewaihlt. Unter funktionellem Gesichtspunkt wurden Amitriptylin (AMI),
Doxepin (DOX), Fluoxetin (FLUOX) und Fluvoxamin (FLUVOX) untersucht. Sie
gehoren zur Gruppe der Antidepressiva, deren Wirkung mit dem SERT in Verbindung
gebracht wird. Da auch AMI und DOX aus einem dem planaren SKF-Motiv
dhnlichen System bestehen, spielten hier auch Uberlegungen struktureller Art eine
Rolle. Es sollte vor dem Hintergrund, dal der GAT1 und der SERT in Aminoséure-
sequenz und Struktur-Wirkungsbeziehung dhnlich sind, im Vergleich mit SKF
untersucht werden, ob ihre Strukturmotive allein SERT-spezifische Eigenschaften
aufweisen oder allgemein Membranproteine aus der Familie der Na'/Cl-abhingigen
Neurotransmittertransporter inhibieren. Da auch die Substanzen mit dem planaren
Ringsystem mit der Serotoninwiederaufnahme in Verbindung gebracht werden, wire

eine eventuelle Wirkung des planaren Rests des SKF am mGAT]1 erklarbar.
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Abbildung 4.1.1
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Die Abbildung
ermoglicht einen
Vergleich der
Strukturformeln der

untersuchten Substanzen.

Deutlich wird, daf$ nur
NA, SKF und OA eine
GABA-analoge Teil-
struktur besitzen. SKF
besteht aus einer
Kombination aus
planarem Ringsystem
und GABA-analoger
Teilstruktur. Die
untersuchten Substanzen
PMZ, AMI und DOX
bestehen aus nur einem
planaren Ringsystem,
dhnlich dem von SKF,
das tiber einen Abstand
von 2 oder 3 C-Atomen
an eine basische
Aminogruppe gebunden
ist. Diese Substanzen
wurden aufgrund ihrer
strukturellen Eigen-
schafien untersucht. Die
selektiven SERT-
Inhibitoren FUOX und
FLUVOX sind nicht mit
SKF vergleichbar und
wurden nur aufgrund
ihrer funktionellen
Eigenschaften unter-
sucht. Die letzten beiden
Spalten der Tabelle
zeigen an, ob Unter-
suchungsergebnisse nur
mit radioaktiven Auf-
nahmemessungen oder
mit radioaktiven Auf-
nahmemessungen und
elektrophysiologischen
Methoden vorliegen.
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4.2 Resultate

4.2.1 Nipecotinsdure

Der durch 400 uM GABA hervorgerufene mGAT]1-vermittelte Strom wird in
Abhingigkeit der NA-Konzentration inhibiert (Abbildung 4.2.1) (siche Kapitel 8.1.3).
Unter der Annahme, dafl es sich bei NA um einen kompetitiven Inhibitor des
mGATI1-vermittelten Stroms handelt, konnten Kurven nach Gleichung 5 an die
MefBergebnisse aus Abbildung 4.2.1 angepalit werden. DaBl es sich um einen
kompetitiven Inhibitor fiir den mGATI-vermittelten Strom handelt, konnte in
Abbildung 4.2.3B durch die Wahl einer zu hohen NA-Konzentration zwar nicht
gezeigt werden, die Strukturanalogie zu GABA (Abbildung 4.1.1) und die damit
verbundene GABA-typische Aktivierung (Abbildung 4.2.2A) des mGATI1 legen
jedoch nahe, daB3 NA ein kompetitiver Inhibitor des mGAT]1 ist. Weiteres Indiz flir
eine kompetitive Inhibition ist die treffende Beschreibung der gemessenen Werte

durch die aus Gleichung 5 erhaltenen Parameter.

[GABA]

K
Gleichung 5 =1 ’
eichung L, [GABA] [Inhibitor]

K K,

m

Gleichung 5 beschreibt eine kompetitive Inhibition. Dabei liegt der K;-Wert fiir NA
unabhingig von der Spannung bei 1 pM. Um bei 400 uM GABA halbmaximale
Inhibition des mGAT]1-vermittelten Stroms zu erreichen, mufl eine Konzentration
von 25,5 uM NA eingesetzt werden. Um hingegen bei GABA-Aufnahmemessungen
eine halbmaximale Inhibition zu erreichen, mul} eine Konzentration von 384 uM NA

eingesetzt werden. Beide 1Cso-Werte sind aus Abbildung 4.2.1B abgelesen.
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Abbildung 4.2.1
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Abbildung (A) zeigt die IV-Kurven in Gegenwart von 400 uM GABA bei NA-Konzentrationen von
OuM (M), 10 uM (@), 50 uM (A), 100 uM (W), 250 uM (<) und 500 uM ( 9. Es handelt sich
um normierte und gemittelte Mefiwerte von 3-11 Qozyten + SEM. Normiert wurde auf den Strom
bei —100 mV in Gegenwart von 400 uM GABA in Abwesenheit von NA.
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Abbildung (B) zeigt die *H-GABA-Aufnahme (‘) und den Strom bei =20 mV (M) in
Abhdngigkeit der NA-Konzentration. Die Werte des Stroms wurden aus Abbildung A entnommen
und bei einer NA-Konzentration von 0 uM auf 1 normiert; die Werte der Aufnahmerate sind
normierte und gemittelte Mefsergebnisse von 20 Oozyten = SEM. Die roten Linien sind
Kurvenanpassungen nach Gleichung 5. (Parameter: siehe Text, Tabelle 4.3.1)

NA selbst ruft einen spannungsabhédngigen Strom am mGAT]1 hervor (Abbildung
4.2.2). Der Kn-Wert fiir NA allein ist wie der von GABA spannugsabhingig

(Abbildung 4.2.2B). Beide Ky-Spannungsabhéngigkeiten lassen sich im Bereich von
—130 mV bis +30 mV fast ohne Differenz iiberlagern. Der in Abbildung 4.2.2B

erkennbare Unterschied zwischen den beiden K,,V-Kurven kann aufgrund der

fehlerbehafteten Messungen und Kurvenanpassungen nicht als ausschlaggebende

Differenz betrachtet werden. Nur bei Potentialen negativer als —130 mV scheinen

beide Kurven voneinander abzuweichen. Der durch NA hervorgerufene mGATI1-



44

vermittelte Strom ist kleiner als der durch GABA hervorgerufene Strom. Er erreicht
bei einer Sittigungskonzentration von 250 uM NA im Bereich von —150 mV bis 0
mV nur ca. 55% bis 60% des durch 400 uM GABA hervorgerufenen Stroms. Da sich
der durch GABA- bzw. der durch NA-vermittelte Strom bei Potentialen groler 0 mV
0 nA nihert, ist in diesem Bereich eine prozentuale Angabe der Stromdifferenz nicht

sinnvoll.

Abbildung 4.2.2
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Abbildung (A) zeigt die IV-Kurven in Abwesenheit von GABA bei NA-Konzentrationen von 0 uM
(), 10 uM (@), 50 uM (A), 100 uM (W), 250 uM (<) und 500 uM ( 9. Es handelt sich um
normierte und gemittelte Mefswerte von 3-11 Oozyten = SEM. Normiert wurde auf den Strom bei
—100 mV in Gegenwart von 400 uM GABA in Abwesenheit von NA.
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Abbildung (B) zeigt die Spannungsabhiingigkeit der K,,-Werte von NA(®) und GABA () am
mGATI. Die K,-Werte wurden durch Kurvenanpassung nach Michaelis-Menten (Gleichung 6) an
die Daten von Abbildung 4.2.24 erhalten.
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Abbildung 4.2.3

o
[=}

S
)

mGAT1-vermittelter Strom
(normiert)
S
n
1
-
o

0,6 i

Abbildung A.

T
-100

T
-50 0
Potential [mV]

50

0,20

bei -20 mV (normiert)
o
=
(4]

mGAT1-vermittelter Strom

o

[=}

s}
I

(=}

[

o
I

o

=}

a
1

L o

/A

T T T
10 100 1000

GABA-Konzentration [puM]

Abbildung (A) zeigt die IV-Kurven in Gegenwart von 100 uM NA bei GABA-Konzentrationen von
SuM (), 20 uM (@), 50 uM (A), 100 uM (W) und 400 uM ( ). Es handelt sich um normierte
und gemittelte Werte von 5-11 Oozyten £SEM. Normiert wurde auf den Strom in Gegenwart bei —
100 mV in Gegenwart von 400 uM GABA in Abwesenheit von NA.
Abbildung (B) zeigt den mGATI-vermittelten Strom bei —20 mV in Abhdngigkeit der GABA-
Konzentration in Abwesenheit und Anwesenheit von 100 uM NA. Die roten Linien sind

Kurvenanpassungen nach Michaelis-Menten (Gleichung 6). (Parameter: siche Text, Tabelle 4.3.1)
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Abbildung (C) zeigt die Spannungsabhdngigkeit der apparenten Km-Werte von GABA in
Abwesenheit von NA (B) und in Anwesenheit von 100 uM NA (@) am mGATI. Die Km-Werte
wurden erhalten durch Kurvenanpassung nach Michaelis-Menten (Gleichung 6) an die Daten aus

In Gegenwart von 100 uM NA konnte durch Registrierung GABA-abhéngiger 1V-

Kurven nicht geklart werden, ob NA den mGATI-vermittelten Strom kompetitiv,

nicht kompetitiv oder unkompetitiv inhibiert (Abbildung 4.2.3). Zwar zeigt sich eine
deutliche Regulation des K,,-Wertes fiir GABA in Anwesenheit von 100 um NA

(Abbildung 4.2.3C), jedoch scheint der durch GABA hervorgerufene Strom in
Gegenwart von 100 uM NA spannungsunabhingig bei 20 %-30% des durch GABA
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allein hervorgerufenen Stroms zu sittigen. Exemplarisch ist in Abbildung 4.2.3B die
GABA-Konzentrationsabhangigkeit des mGAT1-vermittelten Stroms bei —20 mV
ohne und mit 100 uM NA dargestellt. (Da das Ruhepotential einer mGAT-
exprimierten Zelle in Gegenwart von 400 uM GABA zwischen 0 und —20 mV liegt,
wurden zur  Vergleichbarkeit mit *H-GABA-Aufnahmemessungen  alle
Konzentrationsabhingigkeiten bei —20 mV dargestellt.)

Da NA einen eigenen mGAT1-vermittelten Strom verursacht, ist die Analyse der
transienten Strome nicht sinnvoll. In Gegenwart von NA wiirde eine Kombination aus
transientem Strom und aus dem durch NA hervorgerufenen mGAT I-vermittelten
Strom analysiert.

Der mGATI-vermittelte Transport scheint kompetitiv inhibiert zu sein (Abbildung
4.2.4). Der durch Kurvenanpassung nach Michaelis-Menten (Gleichung 6) ermittelte
Maximaltransport in Abwesenheit von NA ist um 7% groBer, als der in Anwesenheit
von 100 uM NA ermittelte Maximaltransport. Der apparente K,,-Wert fiir die GABA-
Aufnahme verdoppelt sich von 62 uM in Abwesenheit von NA auf 114 uM in
Gegenwart von 100 uM NA.

Abbildung 4.2.4
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Die Abbildung zeigt die GABA-Abhdngigkeit der GABA-Aufnahmerate in Abwesenheit () und
Anwesenheit (@) von 100 uM NA. Es handelt sich um normierte und gemittelte MefSwerte von 20
Oozyten + SEM. Normiert wurde auf die GABA-Aufnahmerate bei 400 uM GABA in Abwesenheit
von NA. Die roten Linien stellen Kurvenanpassungen nach Michaelis-Menten (Gleichung 6) dar.
(Parameter: siehe Text, Tabelle 4.3.1)
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4.2.2 Promethazin

Auch die zweite untersuchte Substanz, PMZ, inhibiert den durch 400 uM GABA
hervorgerufenen mGATI-vermittelten Strom konzentrationsabhéngig (Abbildung
4.2.5). Da nicht gezeigt werden konnte, ob PMZ den mGAT]1-vermittelten Strom
kompetitive, nicht kompetitiv oder unkompetitiv inhibiert, wurden ausschlieBlich zur
Abschitzung der ICso-Werte abfallende e-Funktionen erster Ordnung (siche
Gleichung 7, Kapitel 8.2) an die gemessenen Werte der PMZ-Konzentrations-
abhingigkeiten angepalit (Abbildung 4.2.5B).

Der so abgeschitzte 1Csp-Wert fiir PMZ liegt fiir den mGAT1-vermittelten Strom
unabhingig von der Spannung bei ca. 750 uM. Um bei ‘H-GABA-
Aufnahmemessungen eine halbmaximale Inhibition zu erreichen, mufBite eine
Konzentration von 790 uM PMZ appliziert werden (Abbildung 4.2.5B). Nach der
Messung der mGATI-vermittelten Strome in Abhéngigkeit der vier PMZ-
Konzentrationen wurde die Oozyte flir 5 min mit Ba-ORi gewaschen. Nach dieser
Auswaschphase erreichte der durch 400 uM GABA hervorgerufene mGATI1-
vermittelte Strom in Abwesenheit von PMZ nur noch das Niveau der Strommessung
in Gegenwart von 1000 uM PMZ. Die Tatsache, dal PMZ nicht ausgewaschen
werden kann, ist als Grund fiir die groBen Fehlerbalken anzusehen; eine statistisch
signifikante Inhibition des mGATI-vermittelten Stroms bei —60 mV ist erst ab einer

PMZ-Konzentration von 500 pM erreicht.
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Abbildung 4.2.5

T T T |
0,0 ——
;.;i’fg"ii
g 7§$§!ii |
= i¥.v1%
] -0,54 T%LT! ¥ A u
g ISEENE DY
e ToopToe
EE 1yl .
55 ‘110' II ”! 1
z < 1Y
s it
3 e
2 154 ¢ .
T T T
-150 -100 -50 0 50
Potential [mV]

Abbildung (A) zeigt die IV-Kurven in Gegenwart von 400 uM GABA bei PMZ-Konzentrationen
von 0 uM (), 100 uM (@), 250 uM (A), 500 uM (W) und 1000 uM ( ). (€ zeigt die IV-Kurve
bei 400 uM GABA ohne PMZ nach einer Auswaschphase von 5 Minuten. Es handelt sich um
normierte und gemittelte MefSwerte von 4 Qozyten = SEM. Normiert wurde auf den Strom bei
—100 mV in Gegenwart von 400 uM GABA in Abwesenheit von PMZ.

1,0- ¢ B 1
§ o8 .
5 ~—~
25 06 i
S e
g s
c £ 044 i
5]
£
>
< 0,2 4

0|0 T T T T T T T T T T T

0 200 400 600 800 1000

PMZ-Konzentration [uM]

Abbildung (B) zeigt die *H-GABA-Aufnahme (M) und den Strom bei =20 mV ( ®) in Abhéngigkeit
der PMZ-Konzentration. Die Werte des Stroms wurden aus Abbildung A entnommen und bei einer
PMZ-Konzentration von 0 uM auf 1 normiert; die Werte der Aufnahmerate sind normierte und
gemittelte MefSwerte von 30 Oozyten £ SEM. Normiert wurde auf die GABA-Aufnahmerate in
Abwesenheit von PMZ. Die Linien sind Kurvenanpassungen nach Gleichung 7.(siehe Text, Tabelle
4.3.1)

Die transienten Strome konnten aufgrund der geringen Zahl gemessener Oozyten nur
hinsichtlich der verschobenen Ladung analysiert werden (Abbildung 4.2.6). Qo Wird
in Abhidngigkeit der PMZ-Konzentration reduziert. Im Gegensatz zum mGATI-
vermittelten Strom (Abbildung 4.2.5) ist eine Auswaschung dieses Effekts teilweise

moglich (Ladungsverschiebung und mGAT1-vermittelte Strome wurden an denselben



Der Kanal-Modus 49

Oozyten gemessen). Die Na'-Affinitit, reprisentiert durch den E;,-Wert, scheint mit
steigender PMZ-Konzentration erh6ht zu sein. Der in der Tabelle in Abbildung 4.2.6
gezeigen Anderung der effektiven Valenzen zp ist aufgrund der groBen Fehlerbalken

in den QV-Kurven keine Bedeutung beizumessen.

Abbildung 4.2.6
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Abbildung (A) zeigt die QV-Kurven bei PMZ-Konzentrationen von 0 uM (l), 100 uM (@), 250
uM (A), 500 uM (W) und 1000 uM (). ( Q) zeigt die QV-Kurve nach einer PMZ-freien
Auswaschphase von 5 Minuten. Es handelt sich um nicht normierte Mittelwerte von 4 Qozyten +
SEM. Die roten Linien sind Kurvenanpassungen nach Fermi (Gleichung 2). Die durch die
Anpassung erhaltenen Parameter sind in folgender Tabelle gezeigt:

PMZ-Konentration Ew Zr Qtotal

[uM] [mV] [nC]

0 -28,1 0,9 5,03

100 -29,8 0,9 4,47

250 -23,1 0,8 3,77

500 -14,3 0,9 3,4

1000 -12,2 0,7 1,4

0 -21,4 0,9 2,98
(Auswaschphase)

In Gegenwart von 500 uM PMZ konnte durch Registrierung GABA-abhéngiger V-
Kurven nicht geklart werden, in welcher Weise PMZ den mGAT1-vermittelten Strom
inhibiert (Abbildung 4.2.7). Es zeigte sich eine deutliche spannungsabhingige
Reduktion des Ky, -Wertes fiir GABA in Anwesenheit von 500 pm PMZ (Abbildung
4.2.7C); der mGATI-vermittelte Strom scheint in Anwesenheit von 500 uM PMZ

unabhédngig von der Spannung bei 25 % des mGATI-vermittelten Stroms in
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Abwesenheit von PMZ zu sittigen. Exemplarisch ist in Abbildung 4.2.7B die GABA-

Konzentrationsabhéngigkeit des mGAT1-vermittelten Stroms bei —20 mV ohne und

mit 500 uM PMZ dargestellt .

Abbildung 4.2.7
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Abbildung (A) zeigt die IV-Kurven in Gegenwart von 500 uM PMZ bei GABA-Konzentrationen
von 5 uM (), 20 uM (@), 50 uM (A), 100 uM ( W) und 400 uM (). Es handelt sich um
normierte und gemittelteMefSwerte von 6-11 Oozyten + SEM. Normiert wurde auf den Strom bei —
100 mV in Gegenwart von 400 uM GABA in Abwesenheit von PMZ.

Abbildung (B) zeigt den mGATI-vermittelten Strom bei —20 mV in Abhdngigkeit der GABA-
Konzentration in Abwesenheit () und Anwesenheit von 500 uM PMZ (®). Die Roten Linien sind
Kurvenanpassungen nach Michaelis Menten (Gleichung 6).(Parameter: siehe Text, Tabelle 4.3.1)
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Abbildung (C) zeigt die Spannnungsabhdngigkeit der nach Michaelis-Menten (Gleichung 6) aus
Abbildung A ermittelten K,-Werte fiir GABA in Abwesenheit(l) und Anwesenheit (@ ) von

Auch fiir den GABA-Transport kann der Mechanismus der PMZ-abhéngigen
Inhibition nicht geklart werden (Abbildung 4.2.8). Die durch Kurvenanpassung nach
Michaelis-Menten (Gleichung 6) berechnete maximale Transportrate in Abwesenheit

von PMZ ist um 20% grofer als die in Anwesenheit von 500 uM PMZ berechnete
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maximale Transportrate; der K,,-Wert fiir die GABA-Aufnahme verdoppelt sich von
62 uM in Abwesenheit von PMZ auf 100 uM in Gegenwart von 100 uM PMZ
(Abbildung 4.2.8).

Abbildung 4.2.8
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Die Abbildung zeigt die GABA-Abhdngigkeit der GABA-Aufnahmerate in Abwesenheit () und
Anwesenheit (®) von 500 uM PMZ. Es handelt sich um normierte und gemittelte MefSwerte von
20-30 Oozyten = SEM. Normiert wurde auf die GABA-Aufnahmerate in Abwesenheit von PMZ.
Die roten Linien stellen Kurvenanpassungen nach Michaelis-Menten (Gleichung 6) dar
(Parameter: siehe Text, Tabelle 4.3.1)

4.2.3 SKF-89976-A

Der durch 400 uM GABA hervorgerufene mGAT1-vermittelte Strom wird in
Abhingigkeit der SKF-Konzentration inhibiert (Abbildung 4.2.9A). Unter der
Annahme, daB3 es sich bei SKF um einen kompetitiven Inhibitor des mGATI1-
vermittelten Stroms handelt, konnten Kurven nach Gleichung 8 an die MeBergebnisse
aus Abbildung 4.2.9A angepalit werden. Gleichung 8 stellt die Summe zweier
dquivalenter Gleichungen dar, die jeweils eine kompetitive Inhibition beschreiben.

Kurvenanpassung nach Gleichung 5 war nicht moglich.
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Dal3 der Strom durch einen kompetitiven Mechanismus inhibiert wird, kann zwar
nicht mit Sicherheit gezeigt werden, doch legt die Strukturanalogie zu GABA einen
kompetitiven Inhibierungsmechanismus nahe (Abbildung 4.1.1, im Verlauf der
Ergebnisse wird gezeigt, daB die Annahme einer kompetitiven Inhibition korrekt ist;

weitere Erkldrung: siche Diskussion).

Abbildung 4.2.9

T T .
0,0 s
’ q 4 PEEEEFEE B &
iiiiiﬁﬁfiigf;:z H
g - TI%%':'7 .‘.' ]
3 vy I . .
" -0,54 T R A |
EC .! .
25 o
== ii i
£ E ’
58 -1,01 ] 1
> o .
- .
< ..
g '115‘ [ ] |
T T T T . . I
-150 -100 -50 0 =0

Potential [mV]

Abbildung (A) zeigt die IV-Kurven in Gegenwart von 400 uM GABA bei SKF-Konzentrationen von
OuM (), 1 uM (@), 2 uM (A), 5 uM (W), 10 uM () und 100 uM ( 9). Es handelt sich um
normierte und gemittelte MefSwerte von 3-8 Qozyten + SEM. Normiert wurde auf den Strom bei
—100 mV in Gegenwart von 400 uM GABA in Abwesenheit von SKF'.
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Abbildung (B) zeigt die 3H—GABA—Aufnahme (M) und den mGATI-vermittelten Strom bei -20 mV’
( @) in Abhiingigkeit der SKF-Konzentration. Die Werte des Stroms wurden aus Abbildung A
entnommen und bei einer SKF-Konzentration von 0 uM auf 1 normiert; die Werte der
Aufnahmerate sind normierte und gemittelte Mefwerte von 30 Qozyten = SEM. Normiert wurde
auf die GABA-Aufnahmerate in Abwesenheit von SKF. Die rote Linie ist im Fall der Aufnahmerate
eine Kurvenanpassungen nach Gleichung 5, im Fall des Stroms eine Kurvenanpassung nach
Gleichung 8.(Parameter: siehe Text,Tabelle 4.3.1)
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Die Parameter der beiden unabhdngigen Summanden aus Gleichung 8 beschreiben
jeweils die Eigenschaften des Transportstroms sowie des Transporter-assoziierten
Stroms. Danach liegt der K;i-Wert fiir SKF fiir den Transportstrom
spannungsunabhingig bei 7,5 uM; der K;-Wert fiir SKF fiir den Transporter-
assoziierten Strom liegt spannungsunabhéngig bei 0,03 uM . Die MeBergebnisse der
SKF-abhidngigen GABA-Aufnahme lassen sich mit Gleichung 5 beschreiben. In
diesem Fall liegt der Der K;-Wert fiir SKF fiir die GABA-Aufnahme bei 6,3 uM

(Abbildung 4.2.9B).

Abbildung 4.2.10
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Die Abbildung zeigt die QV-Kurven bei SKF-Konzentrationen von 0 uM (), 1 uM (@), 2 uM
(A), 5uM (W), 10 uM () und 100 uM (9. Es handelt sich um nicht normierte Mittelwerte
von 3-8 Qozyten = SEM. Die Parameter einer Kurvenanpassung nach Fermi (Gleichung 2) fiir die
SKF-Konzentrationen 0 uM und 1uM sind in folgender Tabelle dargestellt:

SKF- El, Zr Qootal
Konzentration [mV] [pC]
[uM]
0 -30,7 1 17327
1 -30,9 0,94 5271

Die transienten Strome werden durch SKF hinsichtlich der Ladungsverschiebung
starker reduziert als die mGATI-vermittelten Steady-State-Strome (Abbildung
4.2.10). An die QV-Kurven sind nur bei 0 und 1uM SKF Kurvenanpassungen nach
Fermi (Gleichung 2) mdglich, bei hoheren SKF-Konzentrationen ist das gemessene
Signal bereits so klein, daB3 keine sigmoide Kurve mehr erkennbar ist. Bei 1 pM SKF

ist Qutar schon auf ein drittel des Ausgangswertes reduziert; die Na'-Affinitit,
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reprasentiert durch E;, und die effektive Valenz zg scheinen jedoch nicht reguliert zu
sein.

Die Analyse der Raten war durch den extrem reduzierten transienten Strom nicht
zuverldssig moglich. Es liegen jedoch keine Anzeichen fiir eine Regulation der Na'-
Bindungsrate in Gegenwart von SKF vor (keine Abbildung).

In Gegenwart von 25 pM SKF konnte durch Registrierung GABA-abhéngiger 1V-
Kurven nicht eindeutig gekldart werden, ob SKF den mGATI1-vermittelten Strom
kompetitiv, nicht kompetitiv oder unkompetitiv inhibiert (Abbildung 4.2.11B). Zwar

Abbildung 4.2.11
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Abbildung (A) zeigt die IV-Kurven in Gegenwart von 25 um SKF be GABA-Konzentrationen von 5
uM (), 20 uM (@), 50 uM (A), 100 uM ( W) und 400 uM ( ). Es handelt sich um normierte
und gemittelte MefSwerte von 5-10 Oozyten + SEM. Normiert wurde auf den Strom bei —100 mV
bei 400 uM GABA in Abwesenheit von SKF.

Abbildung (B) zeigt exemplarisch die GABA-Konzentrationsabhdngigkeit der mGATI-
vermittelten Strome bei —20 mV in Anwesenheit von 400 uM GABA ohne (M) und mit 25 uM
SKF(®). Es handelt sich um normierte und gemittelte Werte von 5 — 10 Oozyten = SEM. Die roten
Linien stellen Kurvenanpassungen nach Michaelis Menten (Gleichung 6) dar. (Parameter siche
Text, Tabelle 4.3.1)
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Abbildung (C) zeigt die Spannungsabhdngigkeit der nach Michaelis-Menten aus Abbildung A
ermittelten K,-Werte fiir GABA in Abwesenheit (l) und Anwesenheit (®) von 25 uM SKF




Der Kanal-Modus 55

zeigt sich in Anwesenheit von 25 uM SKF eine VergroBerung des K,-Wertes flir
GABA (Abbildung 4.2.11 C), jedoch scheint der durch GABA hervorgerufene Strom
in Gegenwart von 25 pM SKF bei 25 % - 30 % des durch GABA allein
hervorgerufenen Stroms zu sittigen (nach Kurvenanpassung nach Michaelis-Menten
(Gleichung 6)). In Gegenwart von nur 0,5 pM SKF jedoch zeigt sich mit steigenden
GABA-Konzentrationen eindeutig, dal3 sich der entsprechende Iy.x-Wert dem Iax-
Wert in Abwesenheit von SKF anndhert (keine Abbildung), was eine kompetitive
Hemmung anzeigt.

Die *H-GABA-Aufnahme scheint durch SKF kompetitiv inhibiert zu sein (Abbildung
4.2.12). Der K,-Wert fiir GABA fiir die GABA-Aufnahme liegt in Abwesenheit von
SKF bei 62 uM und steigt in Anwesenheit von 25 uM SKF auf 138 pM.

Abbildung 4.2.12
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Die Abbildung stellt die GABA-Aufnahmerate in Abhdngigkeit der GABA-Konzentration ohne (Il)
und mit 25 uM SKF(®) dar. Es handelt sich um die normierten und gemittelten Werte von 16-58
Oozyten £ SEM. Normiert wurde auf die GABA-Aufnahmerate bei 400 uM GABA in Abwesenheit
von SKF. Die Aufnahmeraten bei 400 um GABA mit 25 uM SKF und ohne 25 uM SKF
unterscheiden sich nicht signifikant. Die roten Linien stellen Kurvenanpassungen nach Michaelis-
Menten (Gleichung 6) dar. (Parameter: siehe Text, Tabelle 4.3.1)

Fiihrt man *H-GABA-Aufnahmemessungen unter Spannungsklemme durch, kann
man den Strom messen und unter der Voraussetzung, dal pro Tansportzyklus eine
positive Ladung die Zellmembran passiert, den Strom auch aus der Aufnahmerate
berechnen (siche Material und Methoden, Kapitel 2.4.4). Der unter dieser Annahme

berechnete Strom ist im Spannungsbereich von —20 bis —80 mV drei- bis fiinfmal
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kleiner als der gemessene Strom (Abbildung 4.2.13). In dieser Abbildung sind die *H-
GABA-Aufnahmemessungen unter Spannungsklemme und die IV-Kurve des
mGATI1-vermittelten Stroms in Gegenwart von 25 uM SKF iiberlagert. Die Resultate
beider Experimente wurden bei —80 mV des gemessenen mGAT1-vermittelten Stroms
in Abwesenheit von SKF normiert. Die berechneten Strome und die mGATI-
vermittelten Strome bei 25 pM SKF zeigen im Bereich von —20 mV bis —80 mV keine

signifikanten Unterschiede.

Abbildung 4.2.13
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Die Abbildung zeigt die IV-Kurven zweier Experimente. Gezeigt wird der gemessene Strom (®)
und der berechnete Strom () aus GABA-Aufnahmeexperimenten unter Spannungsklemme.
Berechnet wurde der Strom unter der Voraussetzung, daf pro Tranportzyklus 1GABA, 2Na" und
ICI die Membran passieren. Es handelt sich um normierte Mittelwerte aus je 5 Oozyten + SEM.
Die rote Linie zeigt die IV-Kurve in Gegenwart von 400 uM GABA, die schwarze Linie die IV-
Kurve in Gegenwart von 400 uM GABA und 25 uM SKF. Es handelt sich um normierte und
gemittelte Werte von 28 Qozyten = SEM. Alle Kurven wurden auf den gemessenen Strom bei —80
mV in Gegenwart von 400 uM GABA normiert.

Die Tatsache, da} berechneter und gemessener Strom aus Abbildung 4.2.13 sich um
den Faktor 3-5 unterscheiden, sowie die unterschiedlichen K, ,-Werte fiir den mGAT1-
vermittelten Strom (K, = 17 uM) und die GABA-Aufnahme (K, = 62 uM), legen
nahe, daB} sich der mGAT1-vermittelte Strom aus zwei Komponenten zusammensetzt,
einem Transportstrom und einem Transporter-assoziierten Strom.

Da bei einer Kombination von 400 uM GABA und 25 uM SKF offensichtlich die
eine Stromkomponente, der Transporter-assoziierte Strom, blockiert ist (siche
Abbildung 4.2.13 und Diskussion ), der Transport sich aber nicht signifikant dndert
(Abbildung 4.2.12), bietet diese Kombination sich an, die Stromkomponenten einzeln

zu untersuchen. Dazu wurde die Aufnahmerate der radioaktiv markierten Substrate
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Na”, *H-GABA und *°CI" bei 400 uM GABA in Abwesenheit und Anwesenheit von
25 uM SKF gemessen (Abbildung 4.2.14). Dabei zeigten die Aufnahmeraten von “H-
GABA, 22Na" und **CI" in Anwesenheit von 25 uM SKF ein Verhidltnis von 1 :2,2 : 1,
was die angenommene Stdchiometrie von IGABA : 2 Na' : 1 CI bestitigt (siche
Einleitung); GABA-und Cl'-Aufnahmerate wurden durch 25 pM SKF nicht reguliert;
in Abwesenheit von SKF war die Na'-Aufnahmerate doppelt so groB wie in
Anwesenheit von 25 pM SKF. Ein mGAT1-vermittelter Auswértstransport von Na"
oder CI" konnte nicht gemessen werden (keine Abbildung). Da weder ein Einstrom
von *°Rb" gemessen werden konnte (Abbildung 4.2.14 Tabelle) noch eine Ca®'-
Leitfihigkeit am mGAT1 bekannt ist, kann man von einer Na'-selektiven

Leitfahigkeit sprechen.

Abbildung 4.2.14
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Die Abbildung zeigt die *H-GABA, *’Natrium und *°*Chlorid-Aufnahme. Die gelben Balken zeigen
die Aufnahme bei 400 uM GABA. Die blauen Balken zeigen die Aufnahme bei 400 uM GABA in
Anwesenheit von 25 uM SKF. Gezeigt sind normierte und gemittelte Werte + SEM. Die Zahlen
tiber den Balken zeigen jeweils die Zahl der gemessenen Oozyten an. Normiert wurde die
Aufnahme jedes Substrates auf die GABA-Aufnahme in Abwesenheit von SKF. Folgende Tabelle
zeigt die Absolutwerte der gemessenen Aufnahmerate in [fMol/s]:

400 pM GABA | 400 pM GABA
25 UM SKF
*H-GABA 249+12,5 247+3
ZNa* 550+49 1072+34,6
*cr 254+11,33 326+16,7
®Rp* 28,5+3,7 21,9+3

Eine vom Uberexpressionssystem Oozyte abhingige Bildung von Poren durch eine

Zusammenlagerung mehrerer Transportproteine, wie fliir den EAAC1 beschrieben
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(Eskandari S. et al., 2000), konnte ausgeschlossen werden. Eine aus einer solchen
Zusammenlagerung zu erwartende iiberproportional verstirkte Leitfahigkeit des
mGATI1 konnte nicht gezeigt werden (Abbildung 4.2.15). Der mGAT1-vermittelte
Strom steigt linear mit den Grad der Expression, hier dargestellt als Q. Wiirde das
Uberexpressionssystem durch Zusammenlagerung von mehreren GABA-Transportern
ein Pore bilden und eine erhohte Leitfahigkeit verursachen, sollte die dargestellten

Kurve eine Stufe oder zumindest eine zunehmende Steigung aufweisen.

Abbildung 4.2.15
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Nicht nur bei SKF oder NA konnte der Effekt der unterschiedlich starken Hemmung
von mGAT1-vermitteltem Strom und GABA-Transport beobachtet werden. Auch die
mit SKF strukturell nicht verwandte Substanz Okadaic Acid zeigte in einer
Konzentrartion von 0,1 uM eine Diskrepanz zwischen der Hemmung des Transports
(Inhibition auf 73%) und des mGAT1-vermittelten Stroms bei —20 mV (Inhibition auf
10%). Zwar liegen fiir den inhibierenden Effekt von Ocadaic Acid keine
systematischen Messungen vor. Doch zeigt der Vergleich von mGAT1-vermitteltem
Strom und GABA-Aufnahmerate in Gegenwart von 0,1 uM Ocadaic acid, da3 auch
Substanzen, die strukturell nicht mit NA oder SKF verwandt sind, den mGAT1-
vermittelten Strom und die GABA-Aufnahme unterschiedlich stark inhibieren kdnnen

(Abbildung 4.2.16).
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Abbildung 4.2.16

Abbildung 16 zeigt den Vergleich zwischen
—— T GABA-Aufnahmerate und mGATI-vermittelten
Strom bei -20 mV in Anwesenheit und
{1 Abwesenheit von 0,1 uM Ocadaic Acid.
Schwarze Balken zeigen die normierten und
gemittelten Mefswerte der Aufnahmerate +
SEM aus 20 Oozyten. Die roten Balken zeigen
die normierten und gemittelten Mefswerte des
Stroms bei =20 mV + SEM aus 4 Oozyten.
Normiert wurde auf den Strom bei —100 mV in
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4.3 Diskussion

Zwei Strom-Komponenten

Durch elektrophysiologische Messungen, radioaktive Aufnahmemessungen und mit
Hilfe detaillierter Auswertung von Substrat- und Inhibitor-
Konzentrationsabhingigkeiten konnte gezeigt werden, dal der mGAT1-vermittelte
Strom aus zwei Komponenten zusammengesetzt ist, einem Transportstrom und einem
Transporter-assoziierten ~ Strom.  Die  Tatsachen, da der nach der
Transportstochiometrie von IGABA : 2Na’ : 1 CI berechnete Strom des mGAT1
drei- bis flinfmal kleiner ist als der gemessene mGAT-vermittelte Strom und daf3
sich die apparenten K,,-Werte fir die GABA-Aufnahme und den mGATI-
vermittelten Strom um den Faktor drei unterscheiden (Tabelle 4.3.1), legen nahe, daf3
sich  der mGATI1-vermittelte Strom aus mindestens zwei Komponenten
zusammensetzt. Diese Schluflfolgerung fiigt sich abgesehen vom GLYT1 nahtlos in
das Bild der andern Na'/Cl-abhingigen Neurotransmittertransporter ein (siehe

Einleitung).

SKF

GABA-Aufnahmemessungen zeigen, daf3 bei einer Kombination von 400 uM GABA
und 25 uM SKF der Transport gegeniiber dem Transport bei 400 uM GABA allein
nicht signifikant blockiert ist (Abbildung 4.2.12). Der mGATI-vermittelte Strom
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hingegen wird unter diesen Bedingungen, abhingig von der vorgegebenen Spannung
um den Faktor drei bis fiinf reduziert (signifikant) (Abbildung 4.2.11B). Zwei
Tatsachen zeigen, daB3 die nicht an den Transport gekoppelte Strom-Komponente, der
Transporter-assoziierte Strom, in Gegenwart von 25 pM SKF komplett blockiert wird:
Zum einen lassen sich die IV-Kurve des berechneten Stroms mit der gemessenen I'V-
Kurve in Gegenwart von 25 pM SKF ohne signifikanten Unterschied iiberlagern
(Abbildung 4.2.13). Zum anderen zeigt sich bei Messungen in Gegenwart von 25 uM
SKF kein Unterschied zwischen den K,,-Werten fiir GABA-Aufnahme (138 uM) und
mGATI1-vermittelten Strom (140 uM) (Tabelle 4.3.1). Das heilit, der komplette in
Gegenwart von 400 uM GABA und 25 uM SKF gemessene Strom entspricht dem
Transport.

Eine kompetitive Inhibition

Die Inhibition des mGAT1 durch SKF scheint sowohl im Transport als auch im Strom
durch einen kompetitiven Mechanismus vermittelt zu sein. Die GABA-
Konzentrationsabhéngigkeit bei GABA-Aufnahmemessungen zeigt klar eine
kompetitive Inhibition an (Abbildung 4.2.12). Der mGAT1-vermittelte Strom jedoch
wird auch bei GABA-Konzentrationen von bis zu 4000 pM unter Einwirkung von 25
uM SKF um ca. 60 % reduziert (Daten nicht gezeigt). Das scheint auf den ersten
Blick widerspriichlich zu sein, jedoch sprechen drei Aspekte dafiir, da} es sich auch
im Fall des mGAT1-vermittelten Stroms um eine kompetitive Inhibition handelt.

(I) Zum einen miifte bei einem K;-Wert von 0,03 uM SKF fiir den Transporter-
assoziierten Strom eine GABA-Konzentration von 15200 uM eingesetzt werden um
eine Halbmaximale Aktivierung des Stroms zu erhalten (berechnet nach Gleichung 5);
geht man davon aus, daB schon bei funffacher K,,-Konzentration eine
Séttigungskonzentration erreicht ist, miilten ca. 75 mM GABA eingesetzt werden, um
in Gegenwart von 25 uM SKF I,.x zu erreichen. Das heifit, da bei einer SKF
Konzentration von 25 uM eine kompetitive Inhibition nicht nachweisbar ist; das
schlieBt jedoch den Mechanismus der kompetitiven Hemmung nicht aus.

Zum anderen zeigen GABA-abhingige Messungen des mGAT1-vermittelten Stroms
bei niedrigeren SKF-Konzentrationen einen kompetitiven Inhibitionsmechanismus an.
In Gegenwart von 0,5 uM SKF wird deutlich, da3 sich der mGAT1-vermittelte Strom
bei hohen GABA-Konzentrationen dem I,,,x in Abwesenheit von SKF néhert.
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(IT) Der zweite Aspekt, der ausdriicklich fiir eine kompetitive Inhibition spricht, ergibt
sich iiber eine strukturelle Betrachtung von SKF sowie eine funktionelle Betrachtung
seiner beiden Strukturmotive (Abbildung 4.1.1). SKF besteht strukturell gesehen aus
NA, an die iiber eine 3 C-Atome langen Abstandhalter eine planares, aromatisches
Ringsystem gebunden ist. In dieser Arbeit wurde der inhibitorische Effekt der beiden
Strukturmotive am mGAT] einzeln, in Form von NA selbst und in Form von PMZ,
eines Analogons des planaren Ringsystems, untersucht. Obwohl NA im eigentlichen
Sinne nicht als GABA-Analogon zu beschreiben ist, kann man aus pharmakologischer
Sicht von einer GABA-analogen Struktur sprechen. Das riihrt daher, dal GABA
durch die freie Drehbarkeit seiner drei C-C-Einfachbindungen den gleichen Abstand
zwischen Aminogruppe und Carboxylgruppe herstellen kann, wie er in der fixierten
Konformation der NA vorliegt. So verwundert es auch nicht, dal NA GABA-typische
Figenschaften zeigt. NA generiert in Abwesenheit von GABA einen Strom am
mGATI] (Abbildung 4.2.2A), der sicherlich zu einem Teil durch die
Transportierbarkeit der NA erklarbar ist (Kanner B., 1983); aullerdem ist die
Spannungsabhéngigkeit der K.,-Werte dieselbe wie bei GABA (Abbildung 4.2.2B).
In der GABA-Abhéngigkeit zeigt NA &hnliche Eigenschaften wie SKF selbst. Zwar
ist im Transport keine deutliche kompetitive Hemmung sichtbar (Abbildung 4.2.4),
der mGAT1-vermittelte Strom aber wird wie bei SKF in deutlich groerem Ausmal
reduziert als der Transport (Abbildung 4.2.1B). Auch der K;-Wert der NA ist dhnlich
wie bei SKF fiir den Strom wesentlich niedriger als fiir den Transport (Tabelle 4.3.1).
Allerdings ist im Fall von SKF dieses Verhiltnis deutlich ausgeprigter. PMZ
hingegen zeigt keine funktionellen Ahnlichkeiten mit SKF (Abbildung 4.2.5 -
Abbildung 4.2.8). Auch die anderen in Abbildung 4.1.1 aufgefiihrten Substanzen
zeigen keine funktionelle Ahnlichkeit mit SKF. Zwar ist deren Funktion durch den
Mangel an elektrophysiologischen Experimenten nur begrenzt zu beurteilen, doch
zeigen schon die ICsp-Werte fiir die einzelnen Substanzen, daB sie sich deutlich von
SKF unterscheiden (AMI = 590 uM, Dox = 720 uM, FLUOX = 540 uM, FLUVOX =
840 uM). Das heiflt, das planare Ringsystem des SKF ist nicht das maBgeblich
inhibierende Strukturmotiv und damit auch kein fiir die Familie der Na'/Cl-
abhingigen Neurotransmittertransporter allgemeingiiltiges inhibierendes
Strukturmotiv. Die Betrachtungen lassen den Schlufl zu, daBl die GABA-Analoge
Struktur des SKF am mGAT]1 bindet und ihn kompetitiv blockiert.
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(IIT) Ein dritter Hinweis auf einen kompetitiven Inhibierungsmechanismus ist die aus
der Literatur bekannte Eigenschaft des sogenannten ,,Lock-in-current” (Mager S. et
al., 1996 ; eigene, nicht gezeigte Ergebnisse). Beim Lock-in-current handelt es sich
bei Oozyten um einen transienten Na'-abhingigen Strom, der bei einem bestimmten
Haltepotential durch schnellen Losungswechsel von SKF-freier auf SKF-haltige
Losung in Abwesenheit von GABA am GAT]1 generiert wird. Dieser transiente Strom
entspricht in seiner GroBle dem transienten Strom, der durch Spannungspulse von
eben dem Haltepotential auf ein negatives Sittigungspotential in Abwesenheit von
GABA generiert wird. Das heifit, durch Bindung von SKF in Abwesenheit von
GABA wird Na’ an den Transporter gebunden. Die Tatsache, daB der transiente
Strom in Abwesenheit von GABA wesentlich stirker blockiert wird, als der mGAT1-
vermittelte Strom in Anwesenheit von GABA (Abbildung 4.2.9, Abbildung 4.2.10),
148t sich nur durch ein kompetitives Bindungsmodell erkléren (Abbildung 4.3.1)

Abbildung 4.3.1

E.Na*SKF

SKF/H

Na’ GABA .
E, <> ENa" <= ENa'GABA

Es handelt sich um ein vereinfachtes Modell fiir die Bindung von GABA und SKF am mGATI. Die
Doppelpfeile symbolisieren Bindung und Dissoziation von Na', GABA, und SKF. Der einfache
Pfeil zeigt die Umsetzung des E;Na' GABA-Komplexes an, die als Transport oder Strom gemessen
werden kann. Dieses Modell beschreibt sowohl Transport Strom als auch Transporter-assoziierten
Strom.

Der grofie Rest am GABA-Analogon

Die hohere Affinitdit von SKF gegeniiber NA lieBe sich mit der Idee erklaren, daf3
SKF durch den groBen Rest mit der Carboxylgruppe nach vorn gerichtet in die
GABA-Bindungstasche geschoben wird. Offensichtlich ist es auch der grofle Rest, der
SKF zum untransportierbaren Inhibitor macht. Dies wurde bereits am Alanin-Serin-
Cystein-Transporter fiir dhnlich aufgebaute Substanzen beschrieben (Grewer C. et al.,
2004). Weitere Unterstiitzung findet diese Idee in der Tatsache, dafl Okadaic Acid in
Bezug auf die Hemmung der GABA-Aufnahme und des mGAT]1-vermittelten Stroms
dhnliche Eigenschaften zeigt wie SKF. Obwohl OA in struktureller und funktioneller
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Hinsicht nicht mit SKF verwandt ist, 146t sich doch ein Strukturmotiv beschreiben,
das beide Substanzen teilen: SKF und OA haben jeweils eine Carboxylgruppe die
iiber einen Abstandhalter von zwei oder drei C-Atomen an eine Lewis-Base gebunden
ist, die wiederum an einen grofen Rest gebunden ist (Abbildung 4.1.1). Es besteht
also die Moglichkeit, da fiir die Hemmung des Transporter-assoziierten Stroms das
hier beschriebene Motiv einer Carboxylgruppe mit Abstandhalter, Lewisbase und
groflem Rest ausreichend ist. Dal} dieses Motiv nicht transportierbar ist und keinen
eigenen Strom erzeugt, macht es auch erst moglich, SKF als pharmakologisches
Werkzeug zu benutzen, um Transportstrom und Transporter-assoziierten Strom zu
unterscheiden. Zwar zeigt auch NA deutliche Unterschiede in der Féhigkeit den
mGATI1-vermittelten Strom und den GABA-Transport zu blockieren; doch da NA
einen eigenen Strom am mGATI1 erzeugt, scheidet es als pharmakologisches
Werkzeug zur Detektion von GABA-abhingigem mGAT1-vermittelten Na™ und CI°

Transport aus.

Der Transporter-assoziierte Strom

Durch die Kombination von 400 pM GABA und 25 pM SKF konnten nun mit
radioaktiven ~ Aufnahmemessungen des Substrates “H-GABA sowie der
kotransportierten Ionen **Na’ und *°Cl" der Transport-Strom und der Transporter-
assoziierte Strom beschrieben werden (Abbildung 4.2.14). Es zeigte sich deutlich, daf3
die bis jetzt nur abgeschitzte Stochiometrie (siehe Einleitung) des GAT] tatsdchlich 1
GABA: 2Na' : 1 CI' ist. Weiterhin konnte der Transporter-assoziierte Strom als Na" -
Leitfahigkeit ausgemacht werden. Da weder eine **Rb"-Aufnahme gemessen werden
konnte, noch eine Ca’'-Leitfihigkeit am mGATI bekannt ist (Fei J., perdnliche

Kommunikation), ist diese Na'-Leitfahigkeit als spezifisch zu betrachten.

Die zwei Konformationen

Der genaue Mechanismus des Transporter-assozierten Stroms konnte nicht
identifiziert werden. Es scheint sich jedoch nicht um eine Zusammenlagerung von
Transporter-Molekiilen aufgrund des Uberexpressionssystems Oozyte zu handeln, wie
fiir den EAAC1 beschrieben (Eskandari S. et al., 2000). Andernfalls sollte in
Abbildung 4.2.15 bei einer bestimmten Grenzkonzentration von Transportern in der
Zelloberfliche eine Stufe oder zumindest eine zunehmende Steigung in der Q-

Kurve erkennbar sein.
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Aus zwei Griinden ist ausgeschlossen, dal zwei Konformationen des mGAT], die
GABA-Transport und Transporter-assoziierten Strom vermitteln, miteinander im
Gleichgewicht stehen. Zum einen konnten unter diesem Umstand keine zwei K-
Werte fiir einen Inhibitor gemessen werden. Zum andern ist zu beachten, da3 der in
Abbildung 4.2.14 vorgestellte Na'-Einstrom ein Mittel aus fiinf verschieden Sétzen
von Oozyten ist. Das Verhiltnis von GABA-vermittelten Na'-Einstrom in
Abwesenheit und Anwesenheit von SKF war in den verschiedenen Sitzen sehr
unterschiedlich. Das spricht dafiir, daB der vom GABA-Transport entkoppelte Na'-
Einstrom nicht ausschlieflich von mGAT]1-spezifischen Eigenschaften vermittelt
wird. Vielmehr ist anzunehmen, daB zellulire Regulationsfaktoren bzw.
posttranslationale Modifikationen die Konformation des mGAT]1 derart beeinflussen,
daB er entweder eine Transport-Konformation oder eine Transporter-assoziierte
Konformation bildet und in dieser Konformation verbleibt. Entsprechend diesem
Verhéltnis werden Transportstrom und Transporter-assoziierter Strom geleitet.
Abbildung 4.3.2 stellt graphisch die beiden beschriebenen Konformationen sowie die

Moglichkeit der Inhibition mit SKF dar.

Tabelle 4.3.1

In der Tabelle sind die im Text bereits vorgestellten Parameter noch einmal systematisch
zusammengestellt. K,-Werte wurden durch Kurvenanpassung nach Michaelis-Menten (Gleichung
6) ermittelt, Ki-Werte durch Kurvenanpassung nach Gleichung 5 und Gleichung 8. ICsy—Werte
wurden aus den entsprechenden Figuren abgelesen

Kn [UM] Ky [uM] 1Cso [UM]
Strom Aufnahme Strom Aufnahme Strom Aufnahme
GABA 17 62
100 pM NA 116 114 )i 50,6 25,5 384
25 uM SKF 140 138 0,03 * 6,3 L5 54
7,6**
500 uM PMZ 5 100 750 790

* Der Ki-Wert bzw ICsy-Wert fiir SKF' fiir den Transporter-assoziierten Strom
** Der Ki-Wert fiir SKF fiir den Transport Strom

Die physiologische Bedeutung
Da Xenopus Oozyten das einzige heterologe Expressionssystem sind, an dem simultan

elektrophysiologische Messungen und radioaktive Fluxmessungen durchgefiihrt



Der Kanal-Modus 65

werden konnen, konnen direkte Beweise fiir die Existenz eines Transporter-
assoziierten Stroms nur aus Experimenten mit Oozyten gewonnen werden. Allerdings
weisen Untersuchungen in anderen heterologen Expressionssystemen darauf hin, daf3
es sich im Fall des Transporter-assoziierten Stroms nicht um ein oozytenspezifisches
Phinomen handelt (Risso S. et al., 1996).

Eine Moglichkeit, dem Transporter-assoziiertem Strom eine physiologische Funktion
zuzuschreiben, bietet der umgekehrte Transport-Modus des mGAT1. Nimmt man an,
daf} der umgekehrte Transportmodus des GAT]1 tatsdchlich mitverantwortlich ist fiir
die Ausschiittung von Neurotranmittern in den synaptischen Spalt (Barakat L. et al.,
2002), konnte ein aktivierter Transport-assoziierter Strom lokal das Membranpotential
senken und fiir eine forcierte GABA-Ausschiittung sorgen. Inwieweit diese
Vermutung richtig ist, sei dahingestellt; festzuhalten bleibt, daB3 das Verstindnis der
physiologischen Funktion des Transport-assoziierten Stroms viel Raum zur Forschung

gibt.
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Abbildung 4.3.2

SKF-89976-A ' tI:’
- U A

[

D E,GABA*, D E,GABA,,

Modell (A) zeigt schematisch die Bindung von SKF und GABA am mGATI in Kanal-
Konformation, die den Transporter-assoziierten Strom vermittelt. El x, stellt den mGATI im
Ausgangszustand dar. Durch Bindung von GABA kann der mGATI eine Konformationsinderung
eingehen, die iiber E;GABA* k) als instabilem Zustand zu E;GABA, fiihrt. In diesem Zustand zeigt
der mGATI eine spezifische Na' -Leitfihigkeit. Nach Bindung von SKF kann der mGATI keine

Konformationsinderung mehr eingehen, eine Na ' -spezifische Leitfihigkeit kann nicht mehr
nachgewiesen werden.
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SKF-89976-A
N B
T +

GABA

H
. 4 y.
- B - -
©)

Modell (B) zeigt schematisch die Bindung von SKF und GABA am mGATI in Transport-
Konformation. El gy stellt den mGATI im Ausgangszustand dar, eine positive Ladung in Form
eines Na"-Kations ist bereits gebunden. Durch Bindung von GABA kann der mGATI eine
Konformationséiinderung eingehen die zu E;GABAq) fiihrt. Durch Entlassung des Na* Kations
entsteht der Transport Strom. Der Einfache Pfeil symbolisiert ein Fortschreiten des

Transportzyklus. Nach Bindung von SKF ist der mGATI im Zustand E1SKF r, fixiert. Ein GABA-
Transport ist nicht mehr moglich.
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5 Phosphorylierung

5.1 Einleitung

In der Proteinbiosynthese konnen sich an den eigentlichen ProzeB3 der
Polypeptidsynthese an den Ribosomen im Zytoplasma sogenannte posttranslationale
Modifikationen anschlieBen. Darunter versteht man zum einen degradierende Schritte,
wie das Proteinsplicing, und zum anderen aufbauende Schritte, wie die kovalente
Bindung von Glycosylresten, Methylresten, Adenylresten oder Phosphat (Zur
umfassenden Beschreibung der posttranslationalen Modifikation siehe Lehrbiicher:
Nelson D., Lehninger Principles of Biochemistry ; Berg J., Biochemie). Im Falle einer
Proteinphosphorylierung werden an einer bestimmten Position im Protein zusétzliche
negative Ladungen eingefiihrt, was durch Coulombsche Krifte den Prozel3 der
Proteinfaltung und Proteinfunktion maligeblich beeinflussen kann. Eine
Proteinphosphorylierung zeigt nicht an allen Proteinen den selben Effekt. Abhéngig
von der Beschaffenheit des Proteins kann es sich um eine Aktivierung oder Inhibition
handeln.

Regulation durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung gehdért zu den
Grundregulationsmechanismen jeder Zelle. Bedingt durch die Vielzahl der
unterschiedlichen Zellen, Zellorganellen, Zielproteine und der unterschiedlichen zu
regulierenden Funktionen gibt es eine sehr groBe Zahl phosphorylierender und
dephosphorylierender Enzyme. Allein im Fall der Hefe sind etwa 120
unterschiedliche Protein-Kinasen bekannt (Zhu H. et al.,, 2000). In hdheren
Organismen mufl man davon ausgehen, da3 die Zahl eher zunimmt.Die im Protein zu
phosphorylierenden Positionen sind die Hydroxylgruppen der Aminosduren Serin,
Threonin und Tyrosin.

Im ProzeB der Phosphorylierung sind Affinitdit und Effektivitit der
phosphorylierenden Enzyme mitbestimmt durch die Umgebung der zu phosphorylie-
renden Aminosduren. Man spricht von Consensus-Sequenzen. Tabelle 5.1.1 zeigt die
Consensus-Sequenzen der Proteinkinase A (PKA) und Proteinkinase C (PKC).
Weitere Consesus Sequenzen weden nicht gezeigt, da sie in dieser Arbeit nicht von

Bedeutung sind.
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Tabelle 5.1.1

Consensus-Sequenz

PKA _X-R-(R/K)-X~(SIT)-B-
PKC _(R/K)-(R/K)-X~(SIT)-B-(R/K)-(R/K)-

S = Serin, T = Threonin, X = beliebige Aminosdure, B = jede hydrophobe Aminosdure, R =
Arginin, K = Lysin

(Nelson D., Lehninger Principles of Biochemistry ; Berg J., Biochemie)

Das Vorhandensein einer Consensus-Sequenz bedeutet nicht notwendigerweise, dafl
die entsprechende Aminosdure phosphoryliert wird. Ebensowenig ist davon
auszugehen, dal die Abwesenheit einer Consesus-Sequenz eine Phosphorylierung
ausschlieft. = Die = Consensus-Sequenz  ist  vielmehr als ein  die
Phosphorylierungswahrscheinlichkeit verstarkender Faktor zu betrachten.

1999 haben Blom et al. unter Beriicksichtigung der bekannten Consensus-Sequenzen
einen Algorithmus entwickelt, der in Abhdngigkeit der Aminosdure-Sequenz die
Wahrscheinlichkeit einer Phosphorylierung berechnen kann. Abbildung 5.1.1 zeigt die
im GAT1 zu erwartenden Phosphorylierungspositionen beziiglich Serin und Threonin
(berechnet nach Blom N. et al., 1999).

Alle bekannten Na'/Cl'-abhiingigen Neurotrasmittertransporter (NET, DAT, SERT,
GAT, GLYT) besitzen mdgliche Phosphorylierungsstellen (Zahniser N. et al., 2001 ;
berechnet nach Blom N. et al., 1999). Eine Regulation durch phosphorylierende bzw.
dephosphorylierende Enzyme konnte fiir alle Na'/Cl-abhingigen
Neurotransmittertransporter gezeigt werden. Inwieweit sie dabei durch direkte
Phosphorylierung und durch  phosphorylierungsabhidngige ,,second messenger*
vermittelte Reaktionskaskaden reguliert werden ist weitgehend ungeklirt; es scheinen
jedoch beide Mdoglichkeiten eine Rolle zu spielen (Beckmann M. et al., 1998 ;
Zahniser N. et al., 2001). Dabei werden in der Regel die Funktion oder der
Expressionsgrad des Transporters gemeinsam reguliert.

Im Fall des GAT1 wird einheitlich angenommen, dal3 der Expressionsgrad abhéngig
von der Aktivitit der verschiedenen phosphorylierenden Enzyme (Kinasen) durch
eine Verschiebung von Transportern zwischen Zellmembran und Speichervesikeln

reguliert werden kann (Corey J. et al., 1994 ; Quick M. et al., 1997 ; Whitworth T. et
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al., 2001). Bei niedrigem Expressionsgrad scheint eine verstirkte Aktivitit
phosphorylierender Enzyme den Transporter vornehmlich von den Speichervesikeln
in die Zellmembran zu verteilen, unabhéngig davon, ob es sich bei dem regulierenden
Enzym um Protein-Kinasen (Corey J. et al., 1994 ; Quick M. et al., 1997, Eckstein-
Ludwig U., 1998) oder Tyrosin-Kinasen (Law R. et al., 2000 ; Whitworth T. et al.,
2001) handelt. Bei hohem urspriinglichen Expressionsgrad wird in Abhéngigkeit der
PKC—-Aktivitdt der Expressionsgrad reduziert (Quick M. et al., 1997).

Abbildung 5.1.1

extrazelluldr

NH,
intrazellular COOH

Die Abbildung zeigt die Positionen der nach Blom et al. (1999) phosphorylierbaren Aminosduren
Serin und Threonin. Grof3 dargestellte Aminosduren zeigen eine grofiere
Phosphorylierungswahrscheinlichkeit, klein dargestellte Aminosduren haben eine kleinere
Phosphorylierungswahrscheinlichkeit.

Im Falle der Funktionsregulation des GAT1 zeigen die Publikationen der letzten Jahre
kein eindeutiges Bild. Durch Aktivierung der Proteinkinase C konnte eine Inhibition
der Funktion des GAT1 gezeigt werden (Gomeza J. et al., 1991 ; Osawa I et al., 1994;
Sato K. et al.,1995). Inhibierung der Phosphatase 2B hatte allerdings auch eine
Inhibition des GAT1 zur Folge (Goncalves P. et al., 1999). Die Unterschiedlichkeit in
Starke und Richtung der Regulation wird in der Regel mit der Vielfiltigkeit der
phosphorylierenden und dephosphorylierenden Enzyme erkldrt. Auch wenn man
gemeinhin bei den verwendeten Aktivatoren und Inhibitoren der phosphorylierenden

und dephosphorylierenden Enzyme von spezifischen Aktivatoren und Inhibitoren
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spricht, ist bei unterschiedlichen Zellsystemen, unterschiedlichen Klonen,
unterschiedlichen Versuchsbedingungen und bei einer Zahl von allein mehr als 100
Kinasen, nicht davon auszugehen, dal} alle durchgefiihrten Versuche unter den selben
Voraussetzungen durchgefiihrt werden konnen (siehe auch Vasilets L., 1997).

Da in vielen Arbeitsgruppen ausschlieBlich mit biochemischen Methoden und
radioaktiven Aufnahmemessungen gearbeitet wurde, sind die Ergebnisse beziiglich
der Funktionsregulation des GAT1 schwerer falbar und bieten weniger detaillierte
Analysemoglichkeiten als Forschungsergebnisse mit elektrophysiologischen
Methoden. Um die Funktionsregulation des einzelnen GAT1 beziiglich der Serin- und
Threonin-Phosphorylierung bzw -Dephosphorylierung mit PKC, PKA, PP1, PP2A
und PP2B besser zu verstehen, wurden endogene Enzyme aktiviert oder inhibiert,

sowie exogene Enzyme in die Ooyzte injiziert.

5.2 Resultate

Tabelle 5.2.1 zeigt die verwendeten Inhibitoren und Aktivatoren der
phosphorylierenden  und  dephosphorylierenden = Enzyme, sowie  deren
Enzymspezifitit. Die zu untersuchenden Oozyten wurden mit den in Tabelle 5.2.1

aufgeflihrten Substanzen inkubiert.

Tabelle 5.2.1

Enzym Aktivierung Inhibierung
PKC PMA Calphostin C
PKA IBMX, Forskolin
PP1 okadaic acid
PP2A okadaic acid

PMA: (Saitoh T. et al., 1986), CalphostinC: (Kobayashi E. et al., 1989), IBMX: (Freitag, A. et al.,
1998), Forskolin: (de Souza N. et al., 1983), OkadaicAcid (Haystead T. et al., 1989)

5.2.1 Inkubation mit 100 nM PMA

Zur Stimulation der endogenen PKC der Xenopus Oozyten wurden diese bei einem
Haltepotential von —60 mV mit 100 nM PMA in ORI inkubiert. Messungen wurden

nach 0, 6, 10 , 20 und 30 min durchgefiihrt. Es wurde eine spannungsunabhéngige
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Reduktion der mGAT1-vermittelten Steady-State- Strome in Abhidngigkeit der Zeit
festgestellt (Abbildung 5.2.1A). Exemplarisch sind Abbildung 5.2.1B der normierte
Zeitverlauf des mGAT1-vermittelten Stroms bei Potentialen von —100 mV und —50
mV dargestellt. Nach einer Kurvenanpassung einer abfallenden e-Funktion erster
Ordung (Gleichung 7, siche Kapitel 8.2) sinkt der mGATI-vermittelte Strom bei
beiden Potentialen mit einer Zeitkonstanten von 16 min auf ein Minimum von 52%

des mGAT-vermittelten Stroms in Abwesenheit von PMA (Abbildung 5.2.1B).

Abbildung 5.2.1
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Abbildung (A) zeigt die mGATI-vermittelten IV-Kurven unter Inkubation von 100 nM PMA.
Folgende Tabelle beschreibt die einzelnen Kurven.

Substrat Aktivator Inkubationszeit
[min]
/| 400 uM GABA 0
@ 400 uM GABA 100 nM PMA 6
400 uM GABA 100 nM PMA 10
| 4 400 uM GABA 100 nM PMA 20
400 uM GABA 100 nM PMA 30

Es handelt sich um die Mittelwerte normierter Kurven von 4-9 Qozyten + SEM. Normiert wurde
auf den mGATI-vermittelte Strom bei —100 mV bei 0 min Inkubationszeit.

Abbildung (B) zeigt den mGATI-vermittelten Strom bei —100 mV und —50 mV in Abhdngigkeit der
PMA-Inkubationszeit (Daten aus Abbildung A). Die rote Linie stellt eine Kurvenanpassung einer
abfallenden e-Funktion erster Ordnung dar. Danach erreicht die PMA-induzierte Inhibition mit
einer Zeitkonstante von 16 min eine Gleichgewichtseinstellung bei 52% des PMA freien mGATI-
vermittelten Stroms.

Die durch Kurvenanpassung nach Fermi (Gleichung 2) erhaltenen Qio-Werte der

dazugehodrigen QV-Kurven nehmen in Abhingigkeit der Zeit ab. Die anderen
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Abbildung 5.2.2

0,54

o
[=}
!

Ladungsverschiebung
(normiert)

o
ol
1

T
-150

T
-100

Potential [mV]

0,025

0,020+

0,015+

Rate [1/ms]

0,010+

T
-150

T T T
-100 -50 0

Potential [mV]

Substrat Aktivator Inkubationszeit
[min]
I ORI 0
[ ORI 100 nM PMA 6
ORI 100 nM PMA 10
| 4 ORI 100 nM PMA 20
ORI 100 nM PMA 30

Bei den QV-Kurven (A) handelt es sich um normierte Mittelwerte von 4-9 Qozyten + SEM.
Normiert wurde auf den Q,,,,-Wert der jeweiligen Qozyte bei 0 min Inkubationszeit. Die roten
Linien stellen Kurvenanpassungen nach Fermi (Gleichung 2) dar. Die angepafiten Parameter sind
in Tab | dargestellt.

Tab |
Eie ZF Qtotal
[mV] (normiert)
0 min -52,4 1,04 0,99
6 min -54,6 1,03 0,97
10 min -55,3 1,01 0,96
20 min -56,6 1 0,87
30 min -55,7 0,99 0,77

Die RateV-Kurven (B) sind Mittelwerte von 4-9 Qozyten + SEM. Die roten Linien stellen
Kurvenanpassungen nach Gleichung 4 dar. Die angepassten Parameter sind in Tab |l dargestellt.

Tab Il
Kpind Zpind Kaiss Zdiss
[1/ms] [1/ms]
0 min 0,005 0,259 0,0072 0,68
6 min 0,0046 0,242 0,0077 0,67
10 min 0,0044 0,248 0,0077 0,65
20 min 0,0039 0,259 0,0075 0,645
30 min 0,0032 0,283 0,0077 0,59

50

Die Abbildung zeigt die QV-Kurven (A) und die RateV-Kurven (B) unter Inkubation von 100 nM
PMA. Folgende Tabelle beschreibt die einzelnen Kurven.
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Parameter der Fermi-Anpassung, effektive Valenz z¢ und E;»-Wert, dndern sich nicht
in Abhéingigkeit der PMA-Inkubationszeit (Abbildung 5.2.2 Tabl).

Die RateV-Kurven werden durch Inkubation mit 100 nM PMA reguliert (Abbildung
5.2.2B). Die Ratenbindungskonstanten kping werden durch PMA-Inkubation in
Abhéngigkeit der Zeit reduziert. Die Ratendissoziationskonstanten kgiss scheinen
unbeeinfluBt. Alle anderen Parameter der Kurvenanpassung bleiben unbeeinfluf3t

(Abbildung 5.2.2 Tabll).

5.2.2 Inkubation mit 450 nM Calphostin C

Zur Inhibition der endogenen PKC der Xenopus Oozyten wurden diese bei einem
Haltepotential von —-60 mV mit 450 nM Calphostin C (CC) in ORi inkubiert.
Messungen wurden nach 0, 6, 10 , 20 und 30 min durchgefiihrt. Es wurde eine
spannungsunabhingige Reduktion der mGAT1-vermittelten Steady-State-Strome in
Abhidngigkeit der Zeit festgestellt (Abbildung 5.2.3A). Exemplarisch sind Abbildung
5.2.3B der normierte Zeitverlauf des mGAT1-vermittelten Stroms bei Potentialen von
—100 mV und —50 mV dargestellt. Nach einer Kurvenanpassung einer abfallenden e-
Funktion erster Ordung féllt der mGAT1-vermittelte Strom in beiden Fillen mit einer
Zeitkonstanten von 4 min auf ein Minimum von 72% des mGATI-vermittelten

Stroms in Abwesenheit von CC ab.
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Abbildung 5.2.3
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Abbildung (A) zeigt die mGATI-vermittelten IV-Kurven unter Inkubation von 450 nM CC.
Folgende Tabelle beschreibt die einzelnen Kurven.

Substrat Aktivator Inkubationszeit
[min]
/| 400 uM GABA 0
@ 400 uM GABA 450 nM CC 6
400 uM GABA 450 nM CC 10
| 4 400 uM GABA 450 nM CC 20
400 uM GABA 450 nM CC 30

Es handelt sich um die Mittelwerte normierter Kurven von 4-9 Qozyten + SEM. Normiert wurde
auf den mGATI-vermittelten Strom bei —100 mV bei 0 min Inkubationszeit.

Abbildung (B) zeigt den mGATI-vermittelten Strom bei —100 mV und —50 mV in Abhdngigkeit der
CC-Inkubationszeit (Daten aus Abbildung A). Die rote Linie stellt eine Kurvenanpassung einer
abfallenden e-Funktion erster Ordnung dar. Danach erreicht die CC-induzierte Inhibition bei
einer Zeitkonstante von 4 min ein Minimum bei 72% des CC freien mGATI-vermittelten Stroms.

Die durch Kurvenanpassung nach Fermi (Gleichung 2) erhaltenen Qqon-Werte der
dazugehorigen QV-Kurven scheinen durch die CC-Inkubation reguliert zu werden.
Eine konstante zeitabhéngige Regulation ist jedoch nicht zu erkennen (Abbildung
5.2.4A Tabl). Die effektive Valenze z¢ und die Na'-Affinitit, reprisentiert durch den
Ei»-Wert, werden in Abhdngigkeit der CC-Inkubationszeit kontinuierlich reduziert.
Die RateV-Kurven werden durch Inkubation mit 450 nM CC verdndert. Die
Ratenbidungskonstanten kping (linker Ast der RateV-Kurve) werden durch CC-
der reduziert (Abbildung 5.2.4B). Die

Ast

Inkubation in Abhéangigkeit Zeit

RateV-Kurve) nehmen

bleiben

Ratendissoziationskonstanten  kgiss  (rechter der

kontinuierlich mit der Zeit zu. Die effektiven Valenzen Zzpinq und Zgiss

unbeeinflufBt (Abbildung 5.2.4 Tabll).
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Abbildung 5.2.4
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Die Abbildung zeigt die QV-Kurven (A) und die RateV-Kurven (B) unter Inkubation von 450 nM
CC. Folgende Tabelle beschreibt die einzelnen Kurven.

Bei den QV-Kurven (A) handelt es sich um normierte Mittelwerte von 4-9 Qozyten + SEM.

Substrat Aktivator Inkubationszeit
[min]
/ J ORI 0
[ ORI 450 nM CC 6
ORi 450 nM CC 10
| 4 ORI 450 nM CC 20
ORi 450 nM CC 30

Normiert wurde auf den Q,,.-Wert der jeweiligen Qozyte bei 0 min Inkubationszeit. Die roten
Linien stellen Kurvenanpassungen nach Fermi (Gleichung 2) dar. Die angepassten Parameter
sind in Tab | dargestellt.

Tab |
Eip ZF Qtotal
[mV] (normiert)
0 min -50,3 1,09 0,99
6 min -53,6 1,03 0,89
10 min -54,8 1 0,82
20 min -55,1 0,98 0,84
30 min -58,9 0,94 0,94

Die RateV-Kurven sind Mittelwerte von 4-9 Qozyten £ SEM. Die roten Linien stellen
Kurvenanpassungen nach Gleichung 4 dar. Die angepassten Parameter sind in Tab |l dargestellt.

Tab 11
kbin Zpin kdiss Zdiss
[1/ms] [1/ms]
0 min 0,0051 0,268 0,0061 0,72
6 min 0,0049 0,245 0,007 0,689
10 min 0,0043 0,257 0,0078 0,646
20 min 0,0043 0,28 0,009 0,62
30 min 0,0039 0,29 0,0096 0,61
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5.2.3 Inkubation mit 10 uM Forskolin und 100 uM IBMX

Zur Stimulation der endogenen PKA der Xenopus Oozyten wurden diese bei einem
Haltepotential von —60 mV mit einer Kombination von 10 uM Forskolin und 100 uM
IBMX in ORi inkubiert. Messungen wurden nach 0, 6 und 10 min durchgefiihrt. Es
wurde eine Reduktion der mGATI1-vermittelten Strome  festgestellt. Ob die
Reduktion zeit- oder spannungsabhéngig war, kann aufgrund der wenigen Mefdaten
nicht gesagt werden. Ebenso erlaubt der Mangel an Daten keine genaue Analyse der

QV-Kurven und der RateV-Kurven.

5.2.4 Inkubation von 100 nM Okadaic acid

Zur Inhibition der endogenen PP1 und PP2A der Xenopus Oozyten wurden diese bei
einem Haltepotential von —60 mV mit 100 nM Okadaic Acid (OA) in ORi inkubiert.
Da OA nur einen komplett auswaschbaren Effekt zeigte, wurde dieser Effekt im
Kapitel Kanalmodus beschrieben (Abbildung 4.2.16). Es konnten keine Hinweise flir
eine mGATI1-Regulation durch Phosphatase-Inhibition gefunden werden.

5.2.5 Injektion von Kinasen und Phosphatasen in Oozyten

Die Methode der Enzyminjektion bietet die Mdglichkeit, die Konzentration eines
aktiven Enzyms im Zytoplasma ohne Zugabe weiterer Substanzen zu erhdhen. Damit
hat man gegeniiber der Enzyminduktion den Vorteil, dal der mGAT]1 nur durch das
injizierte exogene Enzyme reguliert wird, und keine Artefakte durch unspezifische
Aktivatoren oder Inhibitoren erzeugt werden.

Injiziert wurden je 23 nl der Kinase PKC (Ratte) und der Phosphatase PP2B
(Mensch). Um sicher zu stellen, daB3 sich die injizierten Enzyme im Zytoplasma der
Oozyte gleichmdfig verteilten und sich nicht in einem Punkt um die Spitze der
Injektionsnadel konzentrierten, wurde rekombinantes ,, green fluorescent protein*
(GFP) mit einem Molekulargewicht von 27 kD in die Oozyte injiziert und dessen
Verteilung unter dem Fluoreszenzmikroskop beobachtet (Abbildung 5.2.5). Das
Molekulargewicht des GFP entspricht dem Molekulargewicht der injizierten Enzyme.
Bei einem injizierten Volumen von 4,6 nl GFP-L&sung, konnte nach ca. 20 bis 30 min
kein weiterer Verteilungsvorgang mehr beobachtet werden. Bei groBBerem injiziertem

Volumen mufl durch die stirkere Bewegung des Zytoplasmas und durch den sich
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aufbauenden groBeren intrazelluldren Konzentrationsgradienten von einer schnelleren

Verteilung ausgegangen werden

Abbildung 5.2.5

0 min 15 min 30 min

Die Abbildung vermittelt einen Eindruck der GFP-Diffusionsgeschwindigkeit im Zytoplasma der
Oozyte. Dargestellt sind zwei QOozyten. Die linke Oozyte ist eine Kontrolloozyte, in die kein GFP
injiziert war, in die rechte Oozyte wurden 4,6 nl rekombinantes GFP in einer Konzentration von
0,2 ug/ul injiziert. Angeregt wurde die Fluoreszenz mit einer Quecksilberdampflampe, zur
Uberwachung der Fluoreszenz wurde Licht mit einer Wellenlinge kleiner als 488 nm
herausgefiltert. Die vegetative Hemisphdre der QOozyte zeigt bei den genannten Bedingungen eine
eigene Fluoreszenz. Oberhalb der rechten Oozyte ist die Injektionskapillare zu erkennen. Das Bild
(0 min) ist zum Zeitpunkt der GFP Injektion aufgenommen, man erkennt auf der der
Injektionskapillare gegeniiberliegenden Seite der Oozyte die GFP Fluoreszenz. Die Diffusion
scheint nach 30 min abgeschossen zu sein. Das Experiment konnte an mehreren Qozyten
wiederholt werden.

Vor der Injektion des jeweiligen Enzyms werden zur Normierung drei Messungen
vorgenommen, eine in Anwesenheit von GABA und jeweils eine vorher und nachher
in Abwesenheit von GABA(Abbildung 5.2.6). Nach der dritten Messung werden bei
einem Haltepotential von —60 mV die Injektionsnadel in die Oozyte gestochen und
sofort 23 nl des jeweiligen Enzyms injiziert. Wahrend einer Inkubationszeit von 30
min (Diffusionszeit des jeweiligen Enzyms, siche Abbildung 5.2.5) wird die Oozyte
bei einem Potential von —60 mV gehalten. Nach der Inkubationszeit folgen weitere
Messungen. Zu Referenzmessungen wurde der Puffer des jeweiligen Enzyms in die

zu messenden Oozyten injiziert.
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Abbildung 5.2.6
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Die Abbildung zeigt schematisch den Zeitverlauf des Haltestroms bei —60 mV eines kompletten
Experimentes mit PP2B Injektion. Die erste GABA Messung geschieht vor der Injektion des
Enzyms, weitere GABA-Messungen folgen 30 min nach Injektion des Enzyms. Die Injektion ist mit
einem griinen Pfeil markiert. Das kurzzeitige Ansteigen des Stroms riihrt daher, daf3 direkt vor der
Injektion die Injektionskapillare in die Oozyte gestochen wird. Nach der Injektion wird die
Injektionskapillare nicht zuriickgezogen. Werden nach Injektion mehrere Substratkonzentrationen
gemessen wird bei den unterschiedlichen Oozyten eine unterschiedliche Konzentrationssequenz
gewdhlt, um zeitabhdngige Effekte auszugleichen. Die Zeitskala der Abbildung ist verzerrt. In der
Tat nimmt der 30 miniitige Inkubationsabschnitt wesentlich mehr Raum ein.

5.2.6 Injektion von PKC

Zur Untersuchung der PKC-abhingigen Phosphorylierung des mGAT1 wurden pro
Oozyte 23 nl PKC injiziert. Nach Injektion der PKC konnte nach 30 min keine
Regulation des mGAT1 beobachtet werden. IV-Kurven, QV-Kurven und RateV-
Kurven von PKC-injizierten und PKC-Puffer-injizierten Zellen waren identisch (keine

Abbildung).

5.2.7 Injektion von PP2B

Zur Untersuchung der PP2B-abhédngigen Dephosphorylierung des mGAT1 wurden
pro Oozyte 23 nl PP2B injiziert. Nach Injektion von 23 nl PP2B zeigt die IV-Kurve
nach 30 min eine spannungsabhingige Inhibition des mGATI1 vermittelten Steady-
State-Stroms (Abbildung 5.2.7). Im signifikant unterschiedlichen Bereich der beiden
Kurven fillt die Inhibition von 78 % des Referenzstroms bei —150 mV auf 91% des

Referenzstroms bei —40 mV ab. Nach weiteren 30 min Inkubationszeit wird der Grad
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der Inhibition um weitere 10% verstérkt. Diese Zeitabhidngigkeit der Inhibition konnte
wegen ungeniigender Stabilitdt der Oozyten allerdings nur an 3 Zellen beobachtet
werden (keine Abbildung). Die Inhibition des mGAT 1-vermittelten Stroms hingt von
der in der Messung verwendeten GABA-Konzentration ab. Fiihrt man
Kurvenanpassungen nach Hill an die GABA-Konzentrationsabhéngigkeiten der
mGATI1-vermittelten Strome durch, erhélt man fiir jedes vorgegebene Potential die
aus der Hill-Gleichung (Gleichung 9) resultierenden Parameter nyj;, Ky und Iiax
(Abbildung 5.2.8). In Abbildung 5.2.8 sind exemplarisch die Kurvenanpassungen an
die mGATI-vermittelten Strome bei mehreren Potentialen sowie die durch

Kurvenanpassung ermittelten Parameter dargestellt.

Abbildung 5.2.7

T T T
0,0 : —
e
8
g : /=7'/§
& 059 o .
- o
L= 1 " s 1
T 5 s v s
= = : o :
IS E -1,04 : l/././ : |
o 9 o / :
> £ 1 !/ : i
a 1 / :
154 ‘ .
3 : 1
E : :
; T T T T T T
-150 -100 -50 0 50
Potential [mV]

Die Abbildung zeigt die IV-Kurven des mGATI in Gegenwart von 400uM GABA in Oozyten, in die
entweder 23 nl PP2B (l) oder23 nl PP2B-Puffer (®) injiziert wurden. Es handelt sich um die
normierten Mittelwerte £ SEM von 24 Qozyten. Normiert wurde bei 0 Minuten auf den mGATI-
vermittelten Strom bei — 100 mV ' in Gegenwart von 400 uM GABA. Die gezeigten IV-Kurven
wurden 30 min nach Injektion des Puffers oder Enzyms aufgenommen. Im Bereich von —150 mV
bis —40 mV unterscheiden sich die beiden Kurven signifikant(p < 0,05). Der Signifikanzbereich ist
von den gepunkteten Linien eingeschlossen.
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Abbildung 5.2.8
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Die Abbildung zeigt eine typische Strom GABA-Konzentrationsabhdngigkeit. Um zu verdeutlichen,
daf3 der mGATI mit steigender GABA-Konzentration steigende Strome zeigt, wurden alle hier
aufgefiihrten Stréme mit —1 normiert. Der Graph zeigt die Strome bei -150 mV (i), -130 mV(®),
110 mV(A), -90 mV(W), -70 mV( <), -50 mV( <€), -30 mV( ) und —10 mV(®). Die roten Linien
stellen Kurvenanpassungen nach Hill (Gleichung 9) dar. Die Tabelle zeigt die durch

Km Niin Ima><
[UM] [nA]
-150 mV 35 1,9 468
-130 mV 34 1,9 410
-110 mV 32 18 343
-90 mV 28 1,7 268
-70 mV 25 15 194
-50 mV 22 1,3 126
-30 mV 20 1,1 77
-10 mV 19 0,9 45

Im Fall von PP2B-injizierten Oozyten zeigen die Parameter ngiyy und I keine

Unterschiede zu PP2B-Puffer-injizierten Oozyten. Der K,-Wert jedoch ist nach

Injektion von PP2B deutlich spannungsabhingig reduziert (Abbildung 5.2.9). Im

Bereich von —150 mV bis —50 mV unterscheiden sich die K, -Werte, fiir Potentiale >

—50 mV scheinen sie sich zu liberlagern. In Abbildung 5.2.9 sind nur die K,,-Werte im

Bereich von —150 mV bis —50 mV dargestellt. Bei kleineren Potentialen werden die

Kurvenanpassungen zu ungenau.

Abbildung 5.2.9
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Die Abbildung zeigt die Spannnungsabhdngigkeit
des K,, Wertes fiir GABA am mGATI in Oozyten, in
die entweder 23 nl PP2B (M) oder23 nl PP2B-
Puffer (@) injiziert wurden. Ermittelt wurden die K,
Werte durch eine Kurvenanpassung nach Hill an
GABA Konzentrationsabhdngigkeiten nach Injektion
von PP2B und nach Injektion von PP2B-Puffer. Die
Fehlerbalken stellen y’Fehler dar und sind nur als
Maf3 der Genauigkeit der Kurvenanpassung zu
werten, sie stellen kein Maf fiir dir Signifikanz der
Ergebnisse dar. Bei Werten kleiner als —50 mV zeigt
sich eine groflere Ungenauigkeit, ein Uberlagern der
beiden Kurven war jedoch festzustellen.
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Im Gegensatz zur GABA-Konzentrationsabhiingigkeit zeigt die Na'-
Konzentrationsabhingigkeit der mGAT1-vermittelten Strome eine PP2B-abhingige
Regulation nur in I (siehe Abbildung 5.2.10). ngj; und K,,-Wert werden durch
PP2B-Injektion nicht reguliert.

Die QV-Kurven zeigen 30 min nach Injektion von 23 nl PP2B eine Reduktion des
Quoa-Wertes auf 88% des Referenzwertes (siche Abbildung 5.2.11). Die Na'-
Affinitdt, reprasentiert durch den E;,-Wert wird reduziert. In der Tat ist diese
Reduktion nur bei einer Na'-Konzentration von 90 mM erkennbar. Bei Na'-
Konzentration von 10 mM, 30 mM und 50 mM ist nach PP2B- Injektion keine
deutliche Veridnderung des E;, —Wertes gegeniiber dem Referenzwerte erkennbar.
Auch die andern Parameter einer Kurvenanpassung nach Fermi (Gleichung 2) werden

nicht in Abhingigkeit der Na'-Konzentration nach PP2B-Injektion verindert.

Abbildung 5.2.10
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Abbildung 5.2.11
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Die Abbildung zeigt die normierten QV-Kurven des mGATI in Abwesenheit von GABA in Qozyten,
in die entweder 23 nl PP2B (M) oder23 nl PP2B-Puffer (®) injiziert wurden. Es handelt sich um
Mittelwerte £ SEM von jeweils 24 Oozyten. Die gezeigten QV-Kurven wurden 30 min nach
Injektion des Puffers oder Enzyms aufgenommen. Normiert wurde auf die Maximalamplitude der
QV-Kurven in Abwesenheit von GABA, Enzym und Puffer. Die roten Linien sind
Kurvenanpassungen nach Fermi (Gleichung 2). Die folgende Tabelle zeigt die durch die
Anpassung erhaltenen Parameter.

Orotal ZF Eyp»
[pC] [mV]
B mGATI Oozyte + |n=24| 0,96 0,99 -36,7
23 nl PP2B

® mGATI Oozyte + |n=24| 1,08 | 1,07 | -445
23 nl PP2B-Puffer

Die RateV-Kurve bei 90 mM Na' ist 30 min nach Injektion von 23 nl PP2B im
gesamten Spannungsbereich von —-150 mV bis +30 mV gegeniiber der
Referenzmessung signifikant reduziert (Abbildung 5.2.12). Nach Kurvenanpassung
mit Gleichung 4 scheint diese Regulation hauptsidchlich durch eine Reduktion der

Ratenddissoziationskonstanten kgiss verursacht zu sein (Abbildung 5.2.12 Tabelle).
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Abbildung 5.2.12
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Die Abbildung zeigt die RateV-Kurven des mGATI in Abwesenheit von GABA in Oozyten , in die
entweder 23 nl PP2B (M) oder23 nl PP2B-Puffer (@) injiziert wurden. Es handelt sich um
Mittelwerte + SEM von jeweils 24 Oozyten. Die gezeigten RateV-Kurven wurden 30 min nach
Injektion des Puffers oder Enzyms aufgenommen. Die roten Linien sind Kurvenanpassungen nach
Gleichung 4. Die folgende Tabelle zeigt die durch die Kurvenanpassung erhaltenen Parameter.

Kping Zpind Kaiss Zdiss
[1/ms] [1/ms]
B mGAT1Oozyte+ |n=24]|0,00352| 0,3 0,00565 0,7
23 nl PP2B
@® MmGAT1 Oozyte + |n=24|0,00395| 0,34 0,00779 0,66
23 nl PP2B-Puffer

Die geanuere Analyse der RateV-Kurven bei unterschiedlichen Na'-Konzentrationen
von 30 mM und 90 mM zeigt jedoch, da3 sowohl die Ratenbindungskonstante kying als
auch die Ratendissoziationskonstanten kgi;s durch PP2B reguliert werden (Tabelle
52.2). Bei 30 mM Na' ist die Ratendissoziationskonstante kg auf 85% des
Referenzwertes reduziert, bei 90 mM Na™ auf 66% des Referenzwertes. Bei der
Ratenbindungskonstante kying ist dieses Verhéltnis genau umgekehrt. Hier sinkt unter
PP2B-Einwirkung der Wert der Ratenbindungskonstante kying bei 30 mM Na“ auf
51% der Referenz, bei 90 mM Na ' nur auf 81 % der Referenz.

Obwohl zum Erhalt der Parameter in der Tabelle von Abbildung 5.2.12 und der
Parameter in Tabelle 5.2.2 der gleiche Versuch durchgefiihrt wurde, unterscheiden sie

sich leicht, da an unterschiedlichen Oozyten gemessen wurde.
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Tabelle 5.2.2
Kbind Zpind Kaiss Zdiss
[1/ms] [1/ms]
MGAT1 Oozyte +
23 nl PP2B 0,0036 0,29 0,0054 0,71
90 mM Na*
MGAT1 Oozyte +
23 nl PP2B-Puffer 0,0044 0,34 0,0081 0,67
90 mM Na*
MGATL1 Oozyte +
23 nl PP2B 0,00163 0,32 0,0229 0,64
30 mM Na*
MGATL1 Oozyte +
23 nl PP2B-Puffer 0,00315 0,3 0,0269 0,66
30 mM Na*

Die Tabelle zeigt die Parameter, die aus Kurvenanpassungen nach Gleichung 4 an die RateV-
Kurven des mGATI bei Na'-Konzentrationen von 90 mM und 30 mM erhalten wurden.
Verglichen werden die Parameter von Qozyten , in die entweder 23 nl PP2B oder 23 nl PP2B-
Puffer injiziert wurden.

5.2.8 Koinjektion von PP2B und PKC

Um zu priifen, ob PKC einer Regulation durch PP2B am mGAT]1 entgegenwirkt,
wurde ein Gemisch beider Enzyme in die Oozyten injiziert. Das injizierte Gemisch
bestand aus je 23 nl des entsprechenden Enzyms oder entsprechenden Puffers. Der in
Abbildung 5.2.7 Dbeschriebene Effekt von PP2B-injizierten Oozyten wird unter
Koinjektion von PP2B und PKC aufgehoben (Abbildung 5.2.13).

Koinjektion von PP2B und PKC zeigt keinen signifikanten EinfluB auf die QV-
Kuven. Auch die RateV-Kurven bleiben duch die Koinjektion unbeeinflult (keine
Abbildung).
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Abbildung 5.2.13
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Die Abbildung zeigt die IV-Kurven des mGATI in Gegenwart von 400uM GABA nach Injektion
von PKC und PP2B.

PP2B PP2B Puffer PKC PKC Puffer
23 nl 23 nl 23 nl 23 nl
| n=4 + +
@ n=4 + +
n=4 + +

Es handelt sich um die normierten Mittelwerte + SEM von 4 QOozyten. Normiert wurde auf den
mGATI-vermittelten Strom bei — 100 mV in Gegenwart von 400 uM GABA, bevor Enzym oder
Puffer injiziert wurden. Die gezeigten IV-Kurven wurden 30 min nach Injektion des Puffers oder
Enzyms aufgenommen.

5.3 Diskussion

Regulation durch Inkubation

Bei der Auswertung aller erhaltenen MeBergebnisse mufl bedacht werden, dal eine
direkte Interaktion des mGATI mit einem der eingesetzten Inhibitoren, Aktivatoren
oder Enzyme nicht ausgeschlossen werden kann. Dabei ist die Wahrscheinlichkeit
Artefakte zu erzeugen bei den Inkubationsexperimente groBer als bei den
Injektionsexperimenten. Zum einen kommen bedingt durch den Versuchsaufbau die

Inhibitoren und Aktivatoren der Enzyme wihrend der Inkubation mit der
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intrazelluldren und extrazelluldren Seite des mGAT]1 in Kontakt, d.h., sie haben mehr
Moglichkeiten zu interagieren. Zum anderen ist nie auszuschlieBen, da3 Aktivatoren
und Inhibitoren, die als spezifisch deklariert sind, nicht doch mit anderen Enzymen
interagieren. Die Wahrscheinlichkeit fiir eine Interaktion mit aktiven Positionen im
GATI1 scheint fiir relativ kleine Molekiile, wie die benutzen Aktivatoren oder
Inhibitoren, groBler zu sein als fiir groBe Molekiile, wie die injizierten Enzyme. In der
Tat zeigen die MefBergebnisse, dall der als spezifisch deklarierte PP2A-Inhibitor
Okadaic Acid (OA) direkt mit dem GAT]1 interagiert. Durch Inkubation von 100 nM
OA wurde der mGATI1-vermittelte Strom fast komplett blockiert, wohingegen der
GABA Transport bei dieser Konzentration kaum beeinflufit wurde (sieche Abbildung
4.2.16). Die Inhibition des Stroms war reversibel (keine Abbildung).

PKC-Aktivierung

Die PMA-induzierte Reduktion von mGATI1-vermitteltem Strom und Maximal-
amplitude der Ladungsverschiebung Qi unterscheiden sich in ihrer Zeitabhangigkeit
und Stirke. Geht man davon aus, daB Qo €in Mal3 fiir die Expression des mGAT1
ist, bedeutet dies eine Regulation des mGAT]1 in Expression und Funktion. Da der
Strom stirker reduziert ist als die Expression, handelt es sich im Fall der
Funktionsregulation um eine Hemmung des Stroms. Dies palit mit den Ergebnissen
von Osawa und Sato zusammen (Osawa 1. et al., 1994; Sato K. et al., 1995); auch sie
konnten eine reduzierte GATI1-Aktivitit als Folge einer PKC-Aktivierung
beschreiben.

Die Reduktion der Ratenbindungskonstante ky;, weist bei erhohter PKC-Aktivitéit auf
einen verlangsamten Na'-BindungunsprozeB hin. Der ProzeB der Na'-Dissoziation
hingegen édndert sich nicht. Interessanterweise zeigt die Analyse der RateV-Kurven,
daB mit der Na'-Bindung ein spannungsabhingiger Schritt reguliert wird, wohingegen
die Hemmung des mGAT1-vermittelten Stroms spannungsunabhingig ist. Das 1463t
darauf schlieBBen, da3 die unter den gegebenen Versuchsbedingungen mef3baren Raten
nicht den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Transportzyklus in Gegenwart

von GABA darstellen.

PKC-Inhibition
Die Resultate der PKC-Inhibierung mit Calphostin C sind weniger eindeutig. Zwar

werden auch in diesem Fall der mGAT1-vermittelte Strom und die Maximalamplitude
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der Ladungsverschiebung Qo reduziert; jedoch handelt es sich nicht um eine
kontinuierliche Inhibition. Qi wird in den ersten 10 Minuten der Inkubationszeit
reduziert, um dann wieder zuzunchmen. Der mGATI1-vermittelte Strom sinkt
kontinuierlich mit einer Zeitkonstanten von 4 Minuten. Da MefBwerte in den ersten 6
Minuten fehlen, sollte man die Zeitkonstante der Inhibition des mGAT1-vermittelten
Stroms besser als ,.kleiner als 4 Minuten“ betrachten. Damit wire es notwendig zu
prifen, ob sich der durch Calphostin C induzierte Effekt auswaschen 1dt, um
sicherzustellen, daf es sich bei den beobachteten Effekten nicht um direkte Calphostin
C —mGATI — Interaktionen handelt. Dieses Experiment fehlt.

Die Diskrepanz in der Regulation zwischen mGATI1-vermitteltem Strom und
Ladungsverschiebung, sowie die schnelle Reduktion des mGAT1-vermittelten Stroms
deuten darauf hin, daB3 die soweit beschriebenen Effekte nicht einer Regulation durch
Dephosphorylierung zugeschrieben werden kénnen.

Allerdings ein Hinweis darauf, daB der mGAT] tatséchlich durch Inhibition der PKC
reguliert werden konnte, ist die zeitabhiingige Anderung der RateV-Kurve. In den
gemessenen 30 Minuten nimmt die Ratenbindungskonstante kontinuierlich ab, die
Ratendissoziationskonstante nimmt kontinuierlich zu. Das kontinuierliche
Fortschreiten eines Prozesses ist als Anzeichen fiir eine Regulation zu werten, die

nicht allein auf mGAT1-Substrat-Wechselwirkung beruht.

PKA
Da der zeitliche Rahmen sowie die Verfligbarkeit experimentell einsetzbarer Oozyten
(siche Kapitel 2.1) begrenzt war, konnten Inkubationsexperimente beziiglich der PKA

nicht erfolgreich durchgefiihrt werden.

Regulation durch Injektion

Zu Beginn der Experimente mit Enzyminjektion in die Oozyte stand die Frage ob sich
ein injiziertes Enzym tatséchlich in der Oozyte verteilt oder an einem Punkt im
Zytoplasma verbleibt. Drei Beobachtungen weisen darauf hin, dal sich das Enzym
tatsdchlich in der ganzen Zelle verteilt. Zum einen konnte gezeigt werden, dafl
Oozyten eine Art endogene ,Pumpbewegung™ durchfihren und so eine
Durchmischung des Zytoplasmas verursachen (Richter P., personliche
Kommunikation). Zum anderen konnte beobachtet werden, dafl in Oozyten von

bestimmten Froschen ca. 10 Minuten nach PP2B-Injektion spontane
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Leitfihigkeitserhohungen auftraten, die auf das Offnen von Kanilen zuriickzufiihren
sind (keine Abbildung). Des weiteren konnte durch die Injektion von GFP (Abbildung
5.2.5) gezeigt werden, daB sich ein Polypeptid mit einem Molekulargewicht von 27kD
innerhalb von ca 15-20 Minuten in der Oozyte verteilt. Zusammengenommen stellen
diese vier Beobachtungen sicher, da3 ein injiziertes Enzym sich nach ca. 20 Minuten

iber die ganze Zelle verteilt hat.

PP2B-injektion

Betrachtete man die durch PP2B-Injektion induzierte Reduktion des Qo1 —Wertes der
QV-Kurve als Reduktion der Expression, kann die in Abbildung 5.2.7 gezeigte
Reduktion des mGATI-vermittelten Stroms auf eine Expressionsregulation
zurilickgefiihrt werden. Die apparente GABA-Affinitit ist jedoch in Abhingigkeit der
Spannung erhoht. Das bedeutet, dal ein Teil des beobachteten Effekts auf eine
funktionelle Regulation des mGAT]1 zuriickzufiihren ist. Da der K, -Wert fiir GABA
in Abhidngigkeit der Spannung zwischen 10 uM und 60 um liegt kommt die durch
erhohte PP2B-Aktivitdt erhohte GABA-Affinitdt des mGAT1 erst bei wesentlich
niedrigeren GABA-Konzentrationen zum Tragen (in den meisten Experimenten
wurden 400 uM GABA verwendet).

Die apparente Na'-Affinitit fiir den mGAT1 #ndert sich nicht bei erhdhter PP2B-
Aktivitit. Dafiir wird der Maximalstrom in Abhingigkeit der Na'-Konzentration in
Anwesenheit von PP2B spannungsabhingig reduziert (bezogen auf den durch
Kurvenanpassung nach Hill berechneten I,.x-Wert )(Abbildung 5.2.10). Das spiegelt
sich allerdings nicht in den Ratenkonstanten wieder. Hier scheint die Na'-Bindung

nach PP2B Injektion mit zunehmender Na+-Konzentration schneller zu werden.

Koinjektion von PKC und PP2B

Interessanterweise 146t sich die PP2B induzierte Reduktion der mGAT1-vermittelten
Strome bei 400 uM GABA durch die zusétzliche Injektion von PKC autheben. In
keinem Experiment dieser Versuchsreihe war eine Regulationen in QV-Kurve oder
RateV-Kurve zu beobachten, auch nicht in solchen, in denen nur PP2B und Puffer
koinjiziert wurde. Das ist nicht in Ubereinstimmung mit den im vorhergehenden
Abschnitt beschriebenen Experimenten. Allerdings spricht die klare Authebung des
PP2B-induzierten Effekts beziiglich des mGATI1-vermittelten Stroms (Abbildung
5.2.13) fiir eine Regulation des mGAT1 durch Phosphorylierung und
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Dephosphorylierung. Durch PKC-Injektion allein lieBen sich keine Regulationen
nachweisen.

Die Tatsache, dall sich der Effekt eines dephosphorylierenden Enzyms durch ein
phyophorylierendes Enzym aufheben 14Bt, zeigt, dal der mGAT1 offentsichtlich
durch Phosphorylierung reguliert werden kann. Im Fall der Oozyten konnte die nicht
nachweisbare Regulation durch PKC damit erklart werden, dal3 bereits ein Maximum
an GABA-Transportern phosphoryliert vorliegt.

Insgesamt bleibt festzuhalten, dal der mGAT]I in der Tat durch Phosphorylierungs-
und Dephosphorylierungsreaktionen an Serinen oder Threoninen reguliert wird(Quick
M. et al., 2004). In den hier durchgefiihrten Experimenten konnten zwar keine grof3en
Effekte gemessen werden, aber es scheint, dal der mGAT1-vermittelte Strom durch
PP2B reduziert und durch PKC aktiviert wird. Die kleinen gemessenen Effekte lassen
sich mit einer kiirzlich von Quick et al. veroffentlichte Arbeit erkldren (Quick M. et
al., 2004). In dieser Arbeit wird beschrieben, daf3 sich die Effekte von Tyrosinkinasen
und Proteinkinasen gegenseitig ersetzen konnen; wird eins der beiden Enzyme
inhibiert, wird das andere umso stirker aktiviert. Dieser Effekt minimiert funktionelle
Auswirkungen durch Regulation einzelner phosphorylierender und
dephosphorylierender Enzyme.

Um die in dieser Arbeit beobachteten Effekte stirker zur Geltung zu bringen, miifiten
die durchgefiihrten Experimente unter gleichzeitiger Inhibition der endogenen
Tyrosinkinasen wiederholt werden. Dabei wiére in Bezug auf die Untersuchungs-
ergebnisse dieser Arbeit insbesondere eine detaillierte Erforschung des Transporter-
assoziierten Stroms und des Transportstroms hinsichtlich des Phosphorylierungs-

grades des mGAT1 von Intresse.
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6 Regulation durch humane mRNA

Regulation des mGAT1 durch Koinjektion von mGAT1-cRNA und humaner
Hirn-mRNA in Xenopus Oozyten

6.1 Einleitung

Unter Epilepsie versteht man das wiederholte Auftreten von Anfillen
unterschiedlichen Typs. Am bekanntesten ist wohl der generalisierte Grand Mal
Anfall, der mit Schrei, Muskelzuckungen, BewuBtseinstriibungen und
BewuBtlosigkeit einhergeht. Die Ursache der Epilepsie ist weitgehend unbekannt. Die
Moglichkeit einer genetischen Disposition besteht (Néheres: siehe Doktorarbeit
Eckstein-Ludwig U., 1998).

Das Krankheitsbild ist allgemein zuriickzufiihren auf eine Ubererregbarkeit
bestimmter Areale des Gehirns, die auf einem Ungleichgewicht zwischen
exzitatorischer und inhibitorischer Neurotransmission beruht. Dabei kann das
GABAerge System in seiner Funktion reduziert sein. Experimentelle Untersuchungen
bestitigen diese Uberlegung. Das Auftreten der GABAergen Synapse, sowie die
Konzentration von Glutamindecarboxylase, GABA-Transaminase und GABA selbst
kann in epileptischem Gewebe reduziert sein (Ribak C. et al., 1981 ; Schmidt D. et al.,
1981 ; Lloyd K. et al., 1981; Ono T. et al., 1997). Auch die Expressionsregulation des
GATT1 scheint das Geschehen der Epilepsie zu beeinflussen (During M.. et al., 1995).
Ein genetisch veréinderter GAT1 konnte bis heute nicht kloniert werden. Uber die
funktionelle Regulation des GAT1 in Zusammenhang mit Epilepsie ist wenig bekannt.
Problem bei der Untersuchung der funktionellen Regulation ist, da bedingt durch die
relativ  geringe Expressionsrate und die langsame GABA Translokation
elektrophysiologische Untersuchungen an primdren Geweben beziiglich der GAT1
Funktion mit grof8en Fehlern behaftet sind.

Im Expressionssystem Oozyte ist es moglich durch Koinjektion verschiedener RNAs
unterschiedliche Proteine zu exprimieren und so eine ,epileptische Zelle* in

begrenztem Rahmen zu simulieren. Dieses System erlaubt es nach wie vor nicht,
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einen genetisch verdnderten GAT1 zu detektieren. Es bietet aber die Moglichkeit,
Anderungen in der Regulation und der posttranslationalen Modifikation aufzudecken.
Es konnte an Xenopus Oozyten gezeigt werden, daBl durch Koinjektion von
Poly(A)mRNA aus dem Hippocampus epileptischer Méduse und der cRNA fiir den
mGAT1 der mGAT]1 hinsichtlich seiner Funktion und seines Expressionsgrades
reguliert werden kann (Fueta Y. et al, 2003). Gegeniiber koinjizierter Hirn-
Poly(A)mRNA von Kontrollmidusen erhdhte die koinjizierte Hirn-Poly(A)mRNA
epileptischer Méuse den Expressionsgrad des mGAT1 und verstirkte die GABA-
Aufnahme in Oozyten. Mit Hilfe dieser Ergebnisse lieBe sich eine Ubererregbarkeit
bestimmter Hirnregionen in Méusen erkliren.

Um zu testen, ob die Ergebnisse auf den Menschen iibertragbar sind, wurde
Poly(A)mRNA aus Hirngewebe epileptischer Patienten zusammen mit dem mGAT1
in Oozyten exprimiert. Die Koinjektion ist notwendig, da die Hirn-RNA allein keine
GABA-Transport-Aktivitit zeigt. Als Kontroll-RNA wurde Poly(A)mRNA aus
autoptischen Gewebeproben verunfallter, nicht epileptischer Patienten verwendet.

An den Oozyten wurden TEVC Messungen und radioaktive "H-GABA Aufnahme
Messungen durchgefiihrt.

6.2 Resultate

Zum besseren Verstidndnis des Texts wird in Tabelle 6.2.1 die Terminologie der

verwendeten RNA kurz erklért.

Tabelle 6.2.1

gebrauchte korrekte Benennung

Terminologie

el-RNA Poly(A)mRNA aus Hirngewebe epileptischer Patienten

control-RNA Poly(A)mRNA aus Hirngewebe nicht epileptischer
Patienten

Die Tabelle definiert die in diesem Kapitel benutzte Terminologie beziiglich der unterschiedlichen
verwendeten RNA's.
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In den durchgefiihrten Experimenten wurden immer einfach injizierte Oozyten ( nur
mGATI-RNA) mit doppelt injizierten Oozyten (mGATI-RNA + el-RNA oder
mGATI1-RNA + control-RNA) verglichen. Die Mengen der injizierten RNA richteten
sich nach deren Konzentration und Regulationseffekt. Die Konzentration der
mMGATI-RNA betrug immer 1 pg/ul, das injizierte Volumen immer 23 nl. Die
Konzentration der Hirn-RNA schwankte zwischen 0,18ug/ul und 2,38 pg/ul. Da in
‘H-GABA-Aufnahmemessungen keine konzentrationsabhingige Regulation des
mGATI1 durch el-RNA festgestellt werden konnte (Tabelle 6.2.2), wurden in den
folgenden Versuchen immer 46 nl Hirn-RNA, als Mittelweg zwischen maximaler

RNA Menge und bestmoglicher Vertraglichkeit fiir die Oozyten, koinjiziert.

Tabelle 6.2.2
nicht MGAT1 |mGAT1+ |mGAT1+|mGAT1 +| mGAT1 +| mGAT1 +
injiziert 4,6 el 13,8 el 23 el 46 el 64,4 el
normierte
GABA- 1,07 0,97 1,22 1,21 1,16
Aufnahme | 0,031 1+0,08 +0,09 +0,12 +0,11 + 0,09 +0,13
+ SEM

zeigt die normierte GABA-Aufnahmerate in Abhdingigkeit der Menge injizierter el-RNA. Die
Menge injizierter mGATI1-RNA betrug in allen Experimenten 23 nl. Das Volumen injizierter
epileptischer RNA ist in [nl] dargestellt. Es handelt sich um Mittelwerte aus 20 Oozyten + SEM.

Oozyten, die nur mit Hirn-RNA injiziert waren, zeigten keinen GABA-vermittelten
Strom; d.h., es wurden weder funktionelle GABA-Rezeptoren noch GABA-
Transporter in detektierbarer Konzenztration exprimiert.

Oozyten, die hingegen mit frisch préparierte Maus-Hirn-RNA injiziert waren, zeigten
eindeutig einen mit dem spezifischen GABAa-Rezeptor Blocker Bicucullin
blockierbaren Strom, was einedeutig auf die Expression von GABA-Rezeptoren
hinweist (keine Abbildung).

In den IV-Kurven ist kein signifikanter Unterschied zwischen den unterschiedlich
injizierten Oozyten vorhanden (Abbildung 6.2.1). Tendenziell scheint jedoch der
mGATI-vermittelte Strom der gesamten Oozyte in den koinjizierten Oozyten grofer
zu sein, unabhingig davon, ob el-RNA oder control-RNA koinjiziert wurde. Da alle
verglichenen Ergebnisse von unterschiedlichen Einzeloozyten stammen, war eine

sinnvolle Normierung nicht méglich.
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Abbildung 6.2.1
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Die Abbildung zeigt die IV-Kurven des mGATI in Gegenwart von 100 uM GABA. Es handelt sich
um nicht normierte Mittelwerte von 16 — 34 Qozyten = SEM.

/ 4 23 nl mGATI1-RNA n=24
@ 23 nl mGATI-RNA + 46 nl control-RNA n=16
23 nl mGATI-RNA + 46 nl el-RNA n=234

Die QV-Kurven der transienten Strome zeigen keinen signifikanten Unterschied
(Abbildung 6.2.2). Allerdings ist nach einer Kurvenanpassung nach Fermi (Gleichung
2) aus den erhaltenen Parametern die Tendenz zu einer Expressionsregulation zu
erkennen. Die mit el-RNA koinjizierten Oozyten zeigen im Vergleich zu den mit
control-RNA injizierten Oozyten eine um 14% erniedrigte Maximalamplitude der
Ladungsverschiebung Q. Da sich weder effektive Valenz zr noch der E;,-Wert
andern, handelt es sich wahrscheinlich um eine reduzierte Expression.

Die Analyse der Zeitkonstanten der transienten Strome (keine Abbildung) zeigte
keinen Unterschied zwischen den mit el-RNA und control-RNA koinjizierten Oozyten
untereinander. Gegeniiber den einfach injizierten Oozyten ist eine Reduktion der
Zeitkonstante bei allen registrierten Potentialen um durchschnittlich 15 ms
beobachtbar.

Der reduzierte Expressionsgrad scheint sich in der *H-GABA-Aufnahmerate

widerzuspiegeln (Abbildung 6.2.3). Die *H-GABA-Aufnahme der mit el-RNA
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koinjizierten Oozyten ist in derselben Gréfenordnung (17%) wie die Expressionsrate
reduziert. Die Reduktion der Aufnahmerate ist signifikant (p<0,05). Allerdings bleibt
zu beriicksichtigen, da3 obwohl die einfach injizierten Oozyten sich in der QV-Kurve
nicht von den el-RNA koinjizierten Oozyten unterscheiden, die *H-GABA-Aufnahme
in den el-RNA koinjizierten Oozyten signifikant (p<0,05) erhoht ist.

Abbildung 6.2.2
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Die Abbildung stellt die nicht normierten QV-Kurven in Abwesenheit von GABA dar. Es handelt

sich um Mittelwerte von 16 — 34 Oozyten £ SEM. Die roten Linien sind Kurvenanpassungen nach
Fermi (Gleichung 2). Die folgende Tabelle zeigt die durch die Anpassung erhaltenen Parameter.

Qotal Zr =
[fC] [mV]
N 23 nl MGAT1-RNA |(n=24| 3158 1 -46,9

@ 23 nl MGAT1-RNA (n=16| 3681 | 0,96 | -45,1
+ 46 nl control-RNA
23 nl MGATI1-RNA |(n=34| 3120 | 1,09 -46
+ 46 nl el-RNA
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Abbildung 6.2.3
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Die Abbildung zeigt die normierte *H-GABA- Aufnahmerate. Dargestellt sind die normierten
Mittlewerte von 28 — 72 Qozyten = SEM. Die Nummern tiber den Sdulen geben sie Qozytenzahl an.
Zur Normierung wurden die Aufnahmeraten jeder einzelnen Qozyte durch den Mittelwert der > H-
GABA-Aufnahme in einfach injizierte Oozyten dividiert. Die Reduktion der Aufnahmerate der el-
RNA-injizierten Oozyten gegeniiber den control-RNA-injizierten Qozyten ist signifikant (p<0,05)

6.3 Diskussion

Qualitdt der verwendeten RNA

Sowohl bei der el-RNA als auch bei der control-RNA handelte es sich um sogenannte
gepoolte RNA mehrerer unterschiedlicher Patienten, die im Falle der el-RNA
unterschiedlich vorbehandelt waren; d.h., es wurden RNA Mischungen
unterschiedlicher genetischer Herkunft untersucht. Control-RNA war nur aus
Autopsien frithestens 16 Stunden nach FEintritt des Todes zu entnehmen; d. h.,
vermutlich unterlag die gesamt control-RNA schon vor Anwendung einem Verdau

durch RNAsen. Ein weiteres gro3es Problem war, daf} die verwendete RNA teilweise

bis zu 5 Jahre alt war.
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Ergebnisse

Vergleicht man die MeBergebnisse einfach injizierter Oozyten mit den
MefBergebnissen koinjizierter Oozyten, unabhingig davon ob el-RNA oder control-
RNA injiziert wurde, lassen sich folgende regulatorische Effekte erkennen: Durch
Koinjektion humaner Hirn-mRNA wurde die Transportrate des mGAT1 signifikant
gesteigert. Auch der mGAT 1-vermittelte Strom wurde verstarkt; allerdings ist dieser
Effekt nur als Tendenz einer Regulation zu betrachten, da keine signifikanten Effekte
gezeigt werden konnten. Deutlich ist jedoch, daB3 die Aktivierung des mGATI1-
vermittelten Stroms wesentlich weniger ausgeprigt ist als die Aktivierung des
Transports. Dies gibt Anlal3 dariiber nachzudenken, inwieweit durch Koinjektion von
humaner Hirn-mRNA die Bildung von Transport-Modus und Kanal-Modus dese
mGATI beeinflulit werden. Ob die beobachteten Regulationen spezifische Effekte
einzelner Komponenten der humanen mRNA waren, kann nicht gesagt werden.
Vergleicht man die MeBergebnisse der koinjizierten Oozyten untereinander, ist auch
hier eine, wenn auch kleinere, Regulation zu sehen. Im Fall der el-RNA-koinjizierten
Oozyten ist eine Reduktion sowohl in *H-GABA-Aufnahmerate als auch in der
Maximalamplitude der Ladungsverschiebung Qi zu beobachten. Der mGATI1-
vermittelte Strom bleibt unbeeinflusst. Auf den ersten Blick scheint die Reduktion
von Expression und GABA-Transport der erwarteten Regulation durch el-RNA zu
widersprechen (Im Gegensatz zu Fueta Y. et al., 2003). Man sollte jedoch beachten,
daf} die el-RNA in zweierlei Hinsicht in Bezug zur Epilepsie stehen kann. Zum einen
kann sie eine Komponente enthalten, die eine durch die Epilepsie verursachte
negative Riickkopplungs-Regulation des mGAT]1 darstellet, zum andern kann sie eine
Komponente enthalten, die eine die Epilepsie verursachende Regulation des mGAT1
bewirkt.

Ist die el-RNA-abhdngige Regulation Ursache der Epilepsie, lassen sich die
beobachteten Effekte folgendermaBlen erkliren: Es ist bekannt, daB der GAT1 im
sogenannten ,reversed mode* arbeiten, d.h. GABA von Zytoplasma in den
extrazelluldren Raum transportiert (Hilgemann D. et al. 1999). Dieser umgekehrte
Transportmodus wird bisweilen fiir die physiologische Ausschiittung von GABA in
den synaptischen Spalt mitverantwortlich gemacht (During M. et al., 1995; Barakat L.
et al., 2002). In diesem Fall wiirde eine hier beschriebene Reduktion des mGAT1 die
Ursache einer Epilepsie erkldaren konnen. Um diese Erkldrung zu akzeptieren, bedarf

es allerdings noch weiterer Nachweise, dal der mGATI1 tatsdchlich
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physiologischerweise an der Ausschiittung von GABA in den synaptischen Spalt
beteiligt ist.

Ist hingegen die el-RNA bedingte Regulation des mGAT1 die Folge einer Epilepsie,
lassen sich die beobachteten Effekte folgendermaBlen erkldren: Unter der Annahme,
dafl der mGAT]1 ausschlieBlich fiir den Abtransport von GABA aus dem synaptischen
Spalt verantwortlich ist, sollte eine reduzierte Expression bzw. Funktion des mGAT1
das inhibitorische Signal der Synapse verlingern und damit die Ubererregbarkeit der

Epilepsie ausgleichen.

Schlufifolgerung

Die aus den Experimenten mit epileptischen Mausen gewonnen Ergebnisse sind nicht
auf die hier durchgefiihrten Experimente mit humaner mRNA iibertragbar. Obwohl
die hier erhaltenen Ergebnisse erklédrbar sind, bleiben sie aufgrund der beschriebenen
Probleme mit der humanen RNA spekulativ. Auch die Tatsache, dal man nicht weil3,
ob eine Anderung des GABAergen Systems Ursache oder Folge der Epilepsie ist,
macht die Diskussion der Ergebnisse zur Spekulation.

Unabdingbar fiir Experimente dieser Art sind zukiinftig eine konstante,
reproduzierbare RNA Quelle, sowohl fiir el-RNA als auch fiir control-RNA. Die RNA
muf} in Mengen zur Verfiigung gestellt werden, daf sie préparativ fraktioniert werden
kann. Fiir jede sinnvolle Besprechung von Meflergebnissen wire es absolut notwendig
zu wissen, welche Bestandteile moglicher epileptisch verdnderter RNA Folge der

Epilepsie und welche Ursache der Epilepsie sind.
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7 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befalite sich mit der Untersuchung der Funktion und der
Regulation des neuronalen GABA-Transporter 1 der Maus (mGAT1). Der mGAT]1 ist
ein elektrogener Neurotransmittertransporter, der in Gegenwart von GABA in
Abhiingigkeit des Membranpotentials und des Na'-Konzentrationsgradienten iiber der
Membran einen sogenannten mGAT1-vermittelten Strom generiert.

Der mGATI1 wurde in Oozyten von Xenopus laevis exprimiert und mit elektro-
physiologischen Methoden (Two-Electrode Voltage Clamp), mit radioaktiven Auf-
nahmemessungen (CH-GABA, **Na’, *°CI) und mit biochemischen Methoden
untersucht.

In der vorliegenden Arbeit konnte unter Verwendung des Tiagabin —Analogons SKF-
89976-A gezeigt werden, dall der mGAT1-vermittelte Strom aus zwei Komponenten
besteht, einem Transportstrom und einem Transporter-assoziierten Strom. Dabei
wurde die hier gewonnene neue Erkenntnis genutzt, dal SKF-89976-A die
Transporter-assoziierte Stromkomponente selektiv blockieren kann. Als Ursache des
Transportstroms konnte die in der Literatur angenommene Transportstochiometrie
von 1GABA : 2Na" : 1CI" bewiesen werden. Als Ursache des Transporter-assoziierten
Stroms konnte eine vom GABA-Transport entkoppelte Na'-spezifische Leitfihigkeit
in Gegenwart von GABA identifiziert werden, die drei bis fiinfmal grof3er ist als die
Transport-Leitfdhigkeit selbst. Transportstrom und Transporter-assoziierter Strom
scheinen von zwei unterschiedlichen Konformeren des mGAT]1 vermittelt zu werden,
die nicht miteinander im Gleichgewicht stehen.

In Abwesenheit von GABA ist in der Stromantwort auf einen Spannungspuls ein mit
der Zeit abfallender transienter Strom zu beobachten. Hinsichtlich dieses langsamen
transienten Stroms des mGATI] konnte ein Bindungsmodell fiir Na* und CI' in
Abwesenheit von GABA entwickelt werden. Nach diesem Modell kommt es vor der
Bindung von GABA am Transporter zu einer sequentiellen Bindung zweier Na'-
Ionen und eines CI'-Ion.

Regulation des mGAT]1 konnte durch Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung des
mGATI1 mittels PKC und PP2B gezeigt werden. Dabei scheint der mGATI-
vermittelte Strom durch Serin- / Threonin-Phosphorylierung verstiarkt zu werden.
Durch Koinjektion von mGAT1-cRNA und humaner Hirn-mRNA konnte der mGAT1

zusammen mit unbekannten zytosolischen bzw. Membranproteinen des humanen
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Hirns koexprimiert werden. Dabei wird die Transportrate des mGAT1 signifikant
gesteigert; der mGAT1-vermittelte Strom wird nicht signifikant beeinfluflt. Es scheint,
daB3 eines oder mehrere der koexprimierten humanen Proteine die Bildung des

Transport-Modus bzw. die Bildung des Kanal-Modus mit beeinflussen.
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8 Anhang

8.1 Darstellungen
8.1.1 Der Spannungspuls

Um die elektrischen FEigenschaften des mGAT1 zu messen, wurden die zu
untersuchenden Oozyten auf verschiedene Potentiale geklemmt. Die Klemmspannung
richtete sich nach der Stabilitdt einer normalen Oozyte. Diese ist problemlos und
reproduzierbar im Bereich von -150 mV bis +30 mV bis zu einer Sekunde klemmbar.
Die unterschiedlichen Potentiale, auf die die Oozyte in einem typischen Experiment
geklemmt wurde, stellten rechteckige Pulse mit einer Linge von einer Sekunde dar.
Dabei wurden die Pulse, ausgehend von einem Haltepotential von —60 mV, in 10 mV
Schritten von —150 mV bis +30 mV appliziert. Jeder Puls besteht aus einer
Ruhephase, einem On-Puls und einem Off-Puls (Abbildung 8.1.1). Die Dauer des On-
Pulses betriagt 400 ms.

8.1.2 Die Stromantwort

Damit tiber die Zellmembran die vorgegebene Spannung abfillt, flieBt abhingig von
der Spannungsvorgabe ein Strom. Im speziellen Fall der Oozyte und des verwendeten
Pulsprotokolls, kann man den Strom in drei Komponenten aufgliedern, den Steady-
State-Strom, den transienten Strom und den kapazitiven Strom (Abbildung 8.1.2 /

Abbildung 8.1.3).
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Eine Mefireihe bestand aus mehreren Messungen an einer Qozyte. Das Haltepotential betrug
immer —60mV. Eine Messung bestand aus 19 Pulsen. Pro Messung wurde nur eine Ldésung
verwendet. Ein Puls bestand aus einer Ruhephase einem On-Puls und einem Off-Puls. Die Dauer
der Ruhephase betrug 200 ms; die Dauer des On-Pulses und die des Off-Pulses betrugen 400ms.
Das Potential von Ruhephase und Off-Puls betrug —60 mV. Der On-Puls hatte je nach
Spannungssprung ein Potential zwischen —150 mV und +30 mV.




102

Abbildung 8.1.2
Stromantwort auf einen Spannungspuls in Abwesenheit von GABA
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Die Graphik zeigt die
Stromantwort auf
einen Spannungspuls
von —60 mV auf 0 mV
in Abwesenheit von
GABA. Deutlich zu
erkennen ist, daf} der
Gesamtstrom eine
Summe der drei
Komponenten
kapazitiven Strom,
transienten Strom und
Steady-State-Strom
ist. Die genannten
Strome treten sowohl
im On-Puls als auch
im Off-Puls auf.
Abhdingig von den in
On- und Off-Pulsen
vorgegebenen
Spannungen
unterscheiden sie sich
aber voneinander.

Abbildung 8.1.3
Stromantwort auf einen Spannungspuls in Gegenwart von GABA
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Die Graphik zeigt die
Stromantwort auf
einen Spannungspuls
von —60 mV auf 0
mV in Anwesenheit
von GABA. Deutlich
zu erkennen ist, daf3
der Gesamtstrom
eine Summe der zwei
Komponenten
kapazitiven Strom
und Steady-State-
Strom ist. Der
transiente Strom
fehlt ]kapazitiv und
ISteady State THEtEN
sowohl im On-Puls
als auch im Off-Puls
auf. Abhdngig von
den in On- und Off-
Pulsen vorgegebenen
Spannungen
unterscheiden sie
sich aber
voneinander.
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8.1.3 Der Steady-State-Strom

Der Steady-State-Strom ist der durch eine vorgegebene Spannung erzeugte stationire
Strom, der iiber die Oozytenmemran flieBt. Er gehorcht nicht dem Ohmschen Gesetz:
Der Widerstand héngt von der Konzentration des Substrats fiir den mGATI, der
Dichtigkeit der Oozytenmembran und den Eigenschaften der oozyteneigenen
Membranproteine ab. Die Spannung ist vorgegeben. Andern sich Spannung und
Widerstand nicht, bleibt der Strom konstant.

Idealerweise sollten sich wihrend einer MefBreihe die Dichtigkeit der Oozyten-
membran und die Eigenschaften der oozyteneigenen Membranproteine nicht dndern.
Oft kommt es aber wéhrend einer Mefreihe zu einem sogenannten ,,Run-Down*, das
heiBit, durch Verdnderungen der Dichtigkeit der Oozytenmembran und
Veranderungen der Eigenschaften der oozyteneigenen Membranproteine kann der
elektrische Widerstand abnehmen. In der Folge nimmt der Strom mit der Zeit zu. Um
trotzdem reproduzierbare Werte zu erhalten, werden vor und nach jeder Messung mit
GABA je eine Messung ohne GABA durchgefiihrt. Der Mittelwert der Ergebnisse
dieser beiden GABA-freien Messungen wird zur Differenzbildung mit dem Ergebnis
der GABA-haltigen Messungen herangezogen (Abbildung 8.1.4). Diese Differenz
wird als ,,mGAT]1-vermittelter Strom* bezeichnet.

Tragt man nun den mGATI1-vermittelten Strom in Abhingigkeit der angelegten
Spannung in einen Graphen ein, erhélt man die Strom-Spannungs-Kurve des mGATI,
die sogenannte IV-Kurve. Die Kurve zeigt die spannungsabhingige Aktivitit des
mGATI1 in Gegenwart von GABA an. Inwieweit sich diese Aktivitit auf den
Transport von GABA oder auf einen vom Transport entkoppelten Vorgang bezieht,

146t sich allein aus der IV Kurve nicht entnehmen (siehe Einleitung).
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Abbildung 8.1.4
Berechnung des GABA-vermittelten Stroms / mGATI-vermittelten Stroms
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Abbildung A Abbildung B

Abbildung (A) zeigt eine Stromantwort auf einen Spannungspuls von —60 mV auf -100 mV. Die
schwarze Linie zeigt den Strom in Abwesenheit von GABA. Es sind der kapazitive Strom, der
transiente Strom und der Steady-State-Strom zu erkennen.Die graue Linie zeigt den Strom in
Anwesenheit von GABA. Es sind der kapazitive Strom und der Steady-State-Strom zu erkennen.
Der rot markierte Bereich stellt die letzten 20% der Stromantwort auf den On Puls dar.

Zur Berechnung des GABA-vermittelten Stroms (Igup4):

Zur Berechnung des GABA-vermittelten Stroms werden in den letzten 20% der Stromantwort auf
den On-Puls alle Mef3werte einer Messung gemittelt. In diesem Bereich sind der kapazitive Strom
und der transiente Strom vernachldssigbar klein.

Lopope = ausschlieflich durch endogene Membranproteine generierter Strom (in
Abwesenheit von GABA)

Igups = GABA-vermittelter Strom (nur zu berechnen)

Loesami = durch mGATI und endogene Membranproteine generierter Strom (in

Anwesenheit von GABA)

damustZgl-' IGABA = Igesamt - IOozvte

Abbildung (B) zeigt eine typische IV-Kurve. Sie ist zu erhalten nach Berechnung aller Differenzen
gemdf3 Abbildung (4) der Steady-State-Stréme im On Puls zwischen —150 mV und +30 mV. Die
schwarzen Quadrate zeigen den berechneten GABA-vermittelter Strom (Ig4p4). Die Sterne zeigen
den in Abwesenheit von GABA ausschlieflich durch endogene Membranproteine generierten
Strom 1oy, Die roten Kreise zeigen den in Anwesenheit von GABA durch endogene
Membranproteine und den mGATI generierten Strom Iyesum,.
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8.1.4 Der transiente Strom

Der transiente Strom des mGAT] ist ein durch einen Spannungspuls hervorgerufener,
mit der Zeit abfallender Strom (sieche Abbildung 8.1.5). Er ladt den mGAT]1 in seiner
Eigenschaft als Kondensator auf. Als Ursache dieses transienten Stroms wird die Na'-
Bindung an den mGATI angenommen. Ein bis heute akzeptiertes vereinfachtes
kinetisches Modell beschreibt diese Bindung folgendermal3en:

Ko

mMmGAT1 + Na* P » mMGATING"
K.

Dieses kinetische Modell enthilt Informationen iiber Quantitit der Na'-Bindung und

iiber die Geschwindigkeit eines an die Na'-Bindung gekoppelten Schritts. Die
Quantitét 146t sich mittels der Menge der verschobenen Ladungen in der Ladungs-
Spannungs-Kurve des mGAT1 (QV-Kurve) darstellen und analysieren. Besonders
wichtig ist dabei die Moglichkeit, liber die Maximalamplitude Qo der QV-Kurve die
Zahl der Transporter in der Zellmembran messen zu konnen (sieche Gleichung 2a,
Kapitel 8.2) Die Geschwindigkeit 14Bt sich mittels der Reaktionsraten kbind* und kdiss*
in der Zeitkonstante-Spannungs-Kurve des mGAT1 (tV-Kurve) bzw. in der Rate-
Spannungs-Kurve des mGAT]1 (RateV-Kurve) darstellen und analysieren.

In der QV-Kurve wird die Ladungsmenge, die wihrend eines transienten Stroms im
mGATI verschoben wird, in Abhéngigkeit von der angelegten Spannung aufgetragen.
Die Ladungsmengen der transienten Strome sind im On-Puls und im Off-Puls
identisch. Da die transienten Strome der Off-Pulse immer durch einen
Spannungssprung auf —60 mV generiert wurden, ist im Gegensatz zu den transienten
Stromen der On-Pulse, die durch Spannungsspriinge auf unterschiedliche Potentiale
generiert wurden, eine geringere MefSungenauigkeit zu erwarten. Das liegt daran, daf3
bei der Berechnung der verschobenen Ladung immer der stationdre Strom subtrahiert
wird. Dieser ist im Gegensatzzu den On-Pulsen in allen Off-Pulsen identisch. Darum
wurden in der vorliegenden Arbeit alle QV-Kurven durch die Analyse der transienten
Strome der Off-Pulse ermittelt.

In Abwesenheit von GABA sind der transiente Strom des mGATI1, der endogene
Steady-State-Strom der Oozyte und der kapazitive Strom der Oozyte zu beobachten.
In Anwesenheit von GABA ist der kapazitive Strom der Oozyte, der endogene

Steady-State-Strom der Oozyte und der mGAT 1-vermittelte Strom zu beobachten.
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Abbildung 8.1.5
Zur Berechnung der verschobenen Ladung im Off-Puls
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Abbildung A Abbildung B

Abbildung (A) zeigt eine Stromantwort auf einen Off-Puls von 0 mV auf —60 mV. Die schwarze
Linie zeigt den Strom in Abwesenheit von GABA. Es sind der kapazitive Strom, der transiente
Strom und der Steady-State-Strom zu erkennen.Die graue Linie zeigt den Strom in Anwesenheit
von GABA. Es sind der kapazitive Strom und der Steady-State-Strom zu erkennen.Um die
verschobene Ladungsmenge zu verdeutlichen, sind beide Strom Zeit Kurven vertikal so
verschoben, daf3 der jeweilige Steady-State-Strom bei 0 nA liegt. Die verschobene Ladungsmenge
ist die gelb dargestellte Fliche zwischen den beiden Kurven.

Zur Berechnung der verschobenen Ladungsmenge (Qsunsieny)

= Strom in Abwesenheit von GABA

kapazitiv+transient

kapazitiv = Strom in Anwesenheit von GABA

Qtransient - '[ I kapazitiv+transient - '[ Ikapazitiv

Abbildung (B) zeigt eine typische QV-Kurve. Sie ergibt sich aus allen verschobenen
Ladungsmengen aller transienten Strome der Off-Pulse zwischen —150 mV und +30 mV. Die
schwarzen Quadrate sind die gemessenen Werte, die rote Linie ist die Anpassung nach Fermi
(Gleichung 2). Die Fermi-Gleichung beschreibt die Verschiebung von Ladungen im elektrischen
Feld. Die Maximalamplitude(Q,,) der QV-Kurve wird beschrieben durch: Qi = Omax - Omin-
Oiora kann als Map fiir die Anzahl der in der Zellmembran exprimierten Transporter gewertet
werden. E,, stellt ein Mafs fiir die Na'-Affinitit an den mGATI dar. Die effektive Valenz zy ist der
Produkt der im elektrischen Feld im einzelnen Transporter bewegten Ladung multipliziert mit dem
Anteil des durchlaufenen Feldes.

Die endogenen Steady-State-Strome und der mGATI-vermittelte Strom sind zu
subtrahieren. Um nun die Ladungsmenge, die einen transienten Strom am mGAT1 im
Oft-Puls hervorruft, zu erhalten, sind zunichst die Integrale dieser beiden Kurven zu

berechnen. Die Differenz dieser Integrale ist die Menge verschobener Ladungen im
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mGATI. Die fiir jede Spannung berechnete Ladungsmenge wird als QV-Kurve
dargestellt (Abbildung 8.1.5).

Da die QV-Kurve eine spannungsabhidngige Ladungsverteilung zwischen zwei
Zustinden im elektrischen Feld anzeigt, 148t sich zur genauen Analyse an die
gemessenen Werte eine Fermi-Gleichung anpassen (Gleichung 2). Die Parameter der
Gleichung zeigen die relative Zahl der Transporter (Qiotar), die Na'-Affinitit zum
mGAT]I1 (Ei) und die effektive Valenz (zr) der verschobenen Ladung an.

Abbildung 8.1.6
Zur Berechnung der Zeitkonstante des transienten Stroms im On Puls
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Abbildung (A) zeigt eine Stromantwort auf einen On Puls von —60 mV auf 0 mV. Die schwarze
Linie zeigt den Strom in Abwesenheit von GABA. Es sind der kapazitive Strom, der transiente
Strom und der Steady State Strom zu beobachten. Die graue Linie zeigt den Strom in Anwesenheit
von GABA. Es sind der kapazitive Strom und der Steady State Strom zu beobachten. Die rot
gepunktete Linie zeigt die Anpassung an den transienten Strom nach Gleichung 7.

Abbildung (B) zeigt eine typische tV-Kurve. Sie ist zu erhalten nach Anpassung von Gleichung 7
an alle transienten Strome der On Pulse zwischen —150 mV und +30 mV.

In der tV-Kurve wird die Zeitkonstante, mit der ein transienter Strom am mGATI
abfillt, in Abhéngigkeit der angelegten Spannung aufgetragen (Abbildung 8.1.6). Die
Zeitkonstante 146t sich durch eine Anpassung einer e-Funktion erster Ordnung
(Gleichung 7) an die Strom-Zeit-Kurve im On-Puls in Abwesenheit von GABA
erhalten. Um nicht eine Mischung der Zeitkonstanten aus kapazitivem Strom der

Oozyte und transientem Strom des mGAT]1 zu erhalten, wird die e-Funktion erst 30
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ms nach Beginn des On-Pulses bis zum Ende des On-Pulses angepafit. Da der
kapazitive Strom einer Oozyte bei einer Filterung von 100 Hz schon nach 25 ms
abgefallen ist, erhédlt man so die reine Zeitkonstante des transienten Stroms des
mGATI1. Die Kurve zeigt die spannungsabhiingige Zeitkonstante eines der Na'-
Bindung assoziierten Prozesses am mGATI in Abwesenheit von GABA an. Dabei
werden die Eigenschaften der Kurve bei Spannugen < -50 mV von der Na' -Bindung
an den mGAT1 dominiert; bei Spannungen > -50 mV dominiert die Na'-Dissoziation

vom Transporter (Abbildung 8.1.6).

In der RateV-Kurve (Abbildung 8.1.7) wird der Kehrwert der Zeitkonstanten des
transienten Stroms in Abhédngigkeit der angelegten Spannung aufgetragen. Im
Vergleich zur tV-Kurve handelt es sich nur um eine andere Art der Darstellung. Der
Vorteil dieser Art der Darstellung liegt darin, dal die erhaltenen Informationen
direkter ersichtlich werden. Beschreibt man den der Na'-Bindung assoziierten Prozef3
am mGATI durch das oben vorgestellte Modell, 146t sich die Gesamtgeschwindigkeit
des der Na'-Bindung assoziierten Prozesses als Summe der Bindung und Dissoziation
darstellen. Gleichung 4 (siehe Kapitel 8.2) beschreibt diesen Proze3. Dabei ist zu
beachten, daf} die effektiven Valenzen der Na+-Bindungsrate Zping Und die effektiven
Valenzen der Na'-Dissoziationsrate zgs sich von der effektiven Valenz der Fermi-

Gleichung zg unterscheiden.
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Abbildung 8.1.7
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Die schwarzen Quadrate zeigen die Kehrwerte der gemessen Zeitkonstante t. Diese Kehrwerte
stellen die Gesamtrate ky eines der Na'-Bindung assoziierten Prozesses dar.

Die rote durchgehende Linie ist eine Kurvenanpassung nach Gleichung 4. Da sich die mefSbare
Gesamtrate k. des der Na'-Bindung assoziierten Prozesses als Summe der spannungsabhiingigen
Raten ky,g und kg beschreiben lapt, kann man kg nach Gleichung 4 berechnet werden.

dabei werden folgende Parameter ermittelt:

kpina = Ratenbindungskonstante eines der Na+—Bindung assoziierten Prozesses

kuss = Ratendissoziationskonstante eines der Na -Dissoziation assoziierten Prozesses
Zpina = Effektive Valenz der Na+-Bindungsrate

za4iss = Effektive Valenz der Na'-Dissoziationsrate

Die roten Sterne stellen die nach Kurvenanpassung berechnete spannungsabhdngige Rate ky;,s™
dar(reprdisentiert Na'-Bindung). Die roten Punkte stellen die nach Kurvenanpassung berechnete
spannungsabhdngige Rate kg * dar (reprisentiert Na'-Dissoziation).

8.1.5 Der kapazitive Strom

Der kapazitive Strom ist ein durch einen Spannungspuls hervorgerufener mit der Zeit
abfallender Strom. Er l1ad die Zellmembran in ihrer Eigenschaft als Kondensator auf.
Der Strom fillt nach Aufladung der Zellmembran auf das Niveau des Steady-State-
Stroms ab. An der Oozyte direkt ist die Membran nach zwei bis drei Millisekunden
aufgeladen. Filtert man die Stromregistrierung bei 100 Hz, ist der gemessene Abfall
des kapazitiven Stroms erst nach 25 Millisekunden auf dem Steady State Niveau

angelangt. Der kapazitive Strom ist im On-Puls und im Off-Puls zu beobachten. An
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mGATI-exprimierenden Oozatyten ist der kapazitive Strom nur in Gegenwart von

GABA zu beobachten
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8.2 Formelsammlung

Gleichung 1

R
V,=V.*—%—
R, +R,,

Gleichung 1 beschreibt die Spannungsaufteilung durch Serienwiderstinde. In diesem
Fall sind Ry der Membranwiderstand, Rg der Elektrodenwiderstand, Vy; das

Membranpotential und V¢ das Klemmpotential.

Gleichung 2

Q max Qmin

(E-Ey)y)zpF
l+e Var

Gleichung 2 beschreibt mathematisch die Verteilung von Ladungen im elektrischen

Qtransi ent + Qmin

Feld. Es handelt sich um eine Beschreibung nach Fermi. Im Text wird ausschlieBlich
von der ,,Fermi-Gleichung® gesprochen.

Durch Kurvenanpassung werden die Parameter Ei;, zr und Qiotal (Qrotai=Omax-Omin)
erhalten (zur genauen Bedeutung der Parameter siche Abbildung 8.1.5). Dabei kann
in der Verwendung in dieser Arbeit Qo als ein Mal3 fiir die Zahl an Transporter in
der Zellmembran angesehen werden. Die Zahl 148t sich nach folgender Gleichung

berechenen:

Gleichung 2a
Qtotal = ZF*e *N

Dabei ist e = Elementarladung und N= Zahl der Transporter in der Zellmembran.

Gleichung 3

- *ln[[Naﬁ]n]

zF
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Gleichung 3 beschreibt die Na'-Konzentrationsabhingigkeit des Ei,-Werte der

Fermi-Gleichung.

Ursache des transienten Stroms am GATI ist die Bindung von Na™ am GAT1. Dabei
ist nicht klar, wie viele Na'-Ionen pro Transporter gebunden werden. Zur
Vereinfachung ist im folgenden Reaktionsschema Na™ nur einmal aufgefiihrt; es
schlieBt aber ausdriicklich die Moglichkeit der Bindung eines zweiten Na" Ions mit

ein.

K,
mGAT1 + Na* » MGATINa®

<
«
k2

Die Spannungs- und Na'-Abhingigkeit der im Reaktionsschema aufgefiihrten
Reaktionsraten k; und k; lassen sich folgendermaBlen beschreiben:

(a) k, = kl* *[Na']" % =B I RT

(b) k, = kz* % *22EF RT

Dabei sind k;” die Ratenbindungskonstante und ks, die Ratendissoziationskonstante.
Der Exponent n zur Beschreibung der Na'-Konzentration ist notwendig, da
ausdriicklich von der Moglichkeit einer mehrfachen Na'-Bindung ausgegangen wird.
Die Wahrscheinlichkeit, da3 der GAT1 den Zustand Egatinae+ einnimmt 1463t sich mit
der Graphentheorie (King E., Altmann C., 1956 ; Kirchhoff G., 1847) folgendermal3en
beschreiben:

k
(C) EGATlNa* - kl +1k_l

Durch Einsetzen der Gleichungen (a) und (b) erhilt man folgenden Ausdruck:

* —z1EF | RT
kl *[Na+]i1*e 7 EF/

* —-z,EF /| RT * EF/RT
k, ¥*[Na™]"*e™ +k, *e'

(d) E GATINa* -

dl) E = !

GATINa* k * *e+z2EF/RT
1
I+

kl* *[NaJr]n *e—zlEF/RT
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*

. k i - ) .
Der Quotient — 4Bt sich durch K" ersetzen. Der Exponent n ist auch hier
1

angebracht, da von der Mdglichkeit einer mehrfachen Na'-Bindung ausgegangen wird
(wie im Modell ausdriicklich erwihnt). Beim Zusammenfassen der beiden Bolzmann
Faktoren 148t sich die Summe aus z; und z, durch ein gemeinsames z ersetzen.

Durch Umformung erhilt man Gleichung (e)

(e) E =

GATINa*

1
(zF/ RT)*(E—RT / zF ln[]\[/:JJ

n
m

I+e
Gleichung (e) wird mit der Fermi-Gleichung (Gleichung 2) verglichen: Laut
Definition ist die Wahrscheinlichkeit den Zustand Egatina+ anzunehmen dann 0,5,
wenn E = E».Flir E=E;; nimmt die Fermi-Gleichung folgende Form an:

® Q=

T 111

Gleichsetzung der Ausdriicke aus Gleichung (5 und (6) liefert Gleichung 3.

Gleichung 4

(=Zpina EIV ) (Zdi,x*EF/ )
— %k g RT % s: RT
kges - kbind € +k diss €

Gleichung 4 beschreibt die Rate der Ladungsbewegung im elektrischen Feld kg, die
durch die simultan ablaufenden Prozesse von Na'-Bindung und Na'-Dissoziation
generiert wird. kg ist die Summe der Raten eines der Na+-Bindung assoziierten

* . + . . e .. *
Prozesses kying und eines der Na ' -Dissoziation assoziierten Prozesses Kyigs -

* (=2 JEV )
— % in RT
kbind - kbind

* (z E17 )
_ E3 diss RT
kdiss - k diss e
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Gleichung 5

[GABA]

K
I1=1_, - —
1+ [GABA] N [Inhibitor]

K K,

m

Gleichung 5 beschreibt die einfache kompetitive Inhibition (hier: der GABA-
Transport durch den mGATT1)

Gleichung 6

[GABA]

I=1 K,
|, [GABA]

K

m

Enzym-Aktivierung nach Michaelis-Menten

Gleichung 7
—(x—x0)

y=y,+Al*e

Abfallende e-Funktion erster Ordung

Gleichung 8
1G4B4) [G484]
K transp ] K trans—ass
I=1 —Gapa) (skF] © '™ " [GABA] [SKF]
l+———+ I+ —+
K’t;’ansp K[transp K,tnrans ass K]trans

Gleichung 8 beschreibt die kompetitive Inhibition eines aus zwei voneinander
unabhingigen Komponenten bestehenden Prozesses (hier: der mGAT]1-vermittelte

Strom)
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Gleichung 9

[GABA]"
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max

Enzym-Aktivierung nach Hill
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