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1 Einleitung

1.1 Der Na'/Glucose Cotransporter SGLT1

1.1.1 Die physiologische Bedeutung des Na*/Glucose
Cotransporters SGLT1

Der Na'/Glucose Cotransporter SGLT1 (englisch: Sodium/Glucose Cotransporter 1)
gehort zur Familie der Transportproteine, die Molekiile wie Zucker, Aminosduren und
anorganische Anionen iiber die Zellmembran transportieren. SGLT1 wird hauptsidchlich
in den Biirstensaum-Zellen des Diinndarms und den S3-Segmenten des proximalen
Tubulus der Niere exprimiert (Lee et al., 1994). Seine Funktion besteht in der aktiven
Resorption und Akkumulation der beiden physiologischen Substrate, D-Glucose und
Galactose, in die Biirstensaum-Zellen.

Abb. 1 zeigt schematisch eine Biirstensaum-Zelle. In der apikalen Zellmembran, der
Biirstensaum-Membran, befindet sich der Cotransporter SGLT1. Pro Glucose-Molekiil
werden 2 Na'-Ionen iiber die Membran in das Zellinnere transportiert, so dass der
Transport elektrogen ist (Umbach et al., 1990). Glucose kann im Zellinneren bis zu einem
Faktor 70 relativ zur extrazelluldren Konzentration akkumuliert werden (Kimmich und
Randles, 1979). Danach wird sie durch GLUT1 oder GLUT2, zwei Glucose- und
Fructose-transportierende Carrier, durch erleichterte Diffusion iiber die basale Membran
in das Blut abgegeben (Hediger et al., 1995). Die durch den Cotransport erhohte
intrazellulire Na'-Konzentration wird durch die Na'-K'-ATPase in der basolateralen

Membran wieder ausgeglichen.

SGLT1
Darm- Glucose + GLUT1 Blut-
lumen ’ SNa — bah

Glucose

Abbildung 1: schematisches Bild einer Biirstensaum-Zelle mit SGLT1 in der apikalen Membran,
GLUT1, GLUT2 und der Na™-K™-ATPase in der basolateralen Membran
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Als weitere Funktion von SGLT1 wird die Resorption von Wasser aus dem Darm
diskutiert, wodurch dem Darminhalt Wasser entzogen wird (Loo et al., 1996; Meinild et
al., 1998; Loo et al., 1999). Pro Glucose-Molekiil sollen dabei 200-400 Wassermolekiile
transportiert werden. Damit wére der humane SGLT]1 fiir die Resorption von téglich ca.
5 1 Wasser, d. h. 50% der Gesamtwasserresorption aus dem Darm, verantwortlich.

Im Falle der seltenen Erbkrankheit Glucose-Galactose Malabsorption ist SGLT1 im
Darm nicht funktionsfahig (Martin et al., 1996; Wright, 1998; Lam et al., 1999). Die
hohe Zuckerkonzentration im Darm fiihrt durch osmotische Prozesse dazu, dass Wasser
nicht aus dem Darm resorbiert wird. Der Patient leidet unter wéssrigem Durchfall, der
innerhalb weniger Wochen tddlich sein kann. Die einzige Therapie ist eine lebenslange
Diét, die weder Glucose, Galactose noch Lactose (wird bei der Verdauung in Glucose
und Galactose aufgespalten) enthilt. Bis jetzt wurden 23 Mutationen des SGLT1-Gens
festgestellt, die fiir diese Krankheit verantwortlich sind. Sie fiihren entweder zu einem
unvollstindigen, nichtfunktionsfdhigen Protein, oder aber verhindern den Transport zur

Plasmamembran und den Einbau des Proteins in die Plasmamembran.

1.1.2 Struktur des SGLT1

SGLTI1 besteht aus 662-665 Aminosduren, abhingig von der jeweiligen Spezies (Turk
und Wright, 1997). Die Primérstruktur von SGLT1 ist seit 1994 bekannt (Turk et al.,

1994), ein Vergleich der Aminosduresequenzen von Ratte, Mensch und Kaninchen zeigt
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Abbildung 2: Vorgeschlagenes Topologiemodell des SGLT1 (Turk et al., 1994) (MS: Transmembran-

Doméne)
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86-87% Identitit und 93-94% Ahnlichkeit (Wright et al., 1994; Panayotova-Heiermann et
al., 1995). Das Molekulargewicht ist 73-75 kDa (Hediger et al., 1987; Turk et al., 1994).
Abb. 2 zeigt das vorgeschlagene Topologiemodell von SGLT1 (Turk and Wright, 1997).
Demnach besteht das Protein aus 14 transmembranidren o-Helices, wobei der N-
Terminus extrazellular lokalisiert ist. Es wird noch kontrovers diskutiert, ob die Schleife
zwischen der 13. und der 14. Transmembran-Doméne intrazelluldr oder extrazellulér
ausgebildet ist, wodurch auch die Ausrichtung des C-Terminus noch unklar ist (Lin et al.,
1999). Die Zuckerbindung und der Transport des Zuckers finden im Bereich der
Transmembran-Doménen 10-13 statt (Panayotova-Heiermann et al., 1995; Panayotova-
Heiermann et al., 1997). Fiir die Na'-Bindung und die Spannungsabhiingigkeit ist die
extrazelluldre Schleife zwischen den Transmembran-Dominen 4 und 5 verantwortlich

(Lo und Silverman, 1998).

1.1.3 Subtypen des SGLT

Bisher wurden 3 Subtypen des Na"/Glucose Cotransporter kloniert: SGLT1, SGLT2 und
SGLT3. SGLTT ist hochaffin fiir Glucose und wird hauptsdchlich im Darm (Crane und
Mandelstam, 1960; Hopfer et al., 1976; Haase et al., 1990; Lee et al., 1994), aber auch in
geringerer Zahl in der Niere, in der Lunge und der Leber exprimiert (Lee et al., 1994).
SGLT?2 ist dagegen niederaffin und ist hauptsachlich in der Niere im S1-Segment des
proximalen Tubulus lokalisiert (Hediger et al., 1995). Er ist vermutlich fiir die
anfangliche Zuckerresorption in der Niere bei hoher Zuckerkonzentration verantwortlich,
wohingegen der hochaffine SGLT1 im S3-Segment der Niere flir die Resorption der
verbliebenen Zuckerspuren verantwortlich ist. Sie unterscheiden sich auch in der
Primérstruktur: es gibt ca. 60-80% Identitdt, abhéngig von der betrachteten Spezies (Lee
et al., 1994; Wright et al., 1994). Weitere Unterschiede bestehen in der Stochiometrie und
in der Substrat-Spezifizitit. SGLT1 hat eine Stdchiometrie von 2 Na": 1 Glucose
(Kimmich und Randles, 1980; Kimmich, 1990; Lee et al., 1994; Chen et al., 1995;
Mackenzie et al., 1998), SGLT2 hingegen scheint eine Stochiometrie von 1:1 zu haben
(Kanai et al., 1994; Hediger et al., 1995). Galactose ist kein Substrat fiir SGLT2 (Hediger
und Rhoads, 1994), aber fiir SGLTI.

Der dritte Subtyp, SGLT3, ist ein weiterer niederaffiner Glucosetransporter (Mackenzie
et al., 1994; Hediger et al., 1995; You et al., 1995; Diez-Sampedro et al., 2000). Die
Stochiometrie ist, wie bei SGLT1, 2:1 (Diez-Sampedro et al., 2001), aber Galactose ist,
wie bei SGLT2, kein Substrat (Mackenzie et al., 1994; Diez-Sampedro et al., 2000). Im
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Gegensatz zu den beiden anderen Subtypen liegt SGLT3 auch in anderen Geweben wie

Leber, Milz und Muskel vor (Kong et al., 1993).

1.1.4 SGLT1 als sekundar aktiver Transporter

SGLT1 ist ein sekundir aktiver Transporter. Die Energie fiir den Transportprozess erhélt
der Transporter durch den elektrochemischen Potentialgradienten fiir Na', d.h. er wird
angetrieben durch den Konzentrationsgradienten fiir Na", das extrazellulidr in hoher,
intrazellulir in niedriger Konzentration vorliegt, und durch das negative
Membranpotential der Biirstensaum-Zelle (Crane, 1977; Gerencser und Stevens, 1994).
Die am Transport beteiligten Na'-Ionen flieBen entlang ihres Gradienten in die Zelle, und
an diesen Fluss eng gekoppelt ist der Transport des Substrates gegen dessen
Konzentrationsgradienten unter Dissipation des Na'-Gradienten. Die Abnahme des Na'-
Gradienten wird durch die Na'-K'-ATPase, ein weiteres Transportprotein in der

basolateralen Membran der Biirstensaum-Zelle (s. Abb. 1), verhindert.

1.1.5 Extrazellulare Eigenschaften des SGLT1

In den siebziger Jahren begann man mit der Untersuchung der Glucose-Resorption im
Darm (Reuss, 2000). Mit Hilfe dieser Ergebnisse formulierte Crane seine Hypothese zum
Mechanismus des Na*-gekoppelten Cotransports (Crane, 1962; Crane, 1977). Danach
blieb der Na'-Glucose-Cotranport noch lange als Prototyp des sekundir aktiven
Transports das  Ziel zahlreicher Untersuchungen mit unterschiedlichsten
Untersuchungsmethoden. Die Affinitdten fiir das Substrat Glucose und das Cosubstrat
Na" und die Spezifitit des SGLT1 wurden mit Flux-Messungen an Biirstensaum-
Membran-Vesikeln des Darms (review: (Semenza et al., 1984)). und an an isolierten
Darmzellen durchgefiihrt (review: ((Kimmich, 1990)). Die Untersuchung der Inhibition
durch Phlorizin und die Bestimmung der Bindungskonstante erfolgte durch radioaktive
Phlorizin-Bindungsexperimente an renalen Mikrovillus-Membran-Vesikeln (Aronson,
1978) und Biirstensaum-Membran-Vesikeln (Toggenburger et al., 1978; Toggenburger et
al., 1982).

Die Expressionsklonierung des SGLT1 aus dem Kaninchen (Hediger et al., 1987)
eroftnete die Moglichkeit, das Transportprotein in Xenopus laevis - Oozyten heterolog zu
exprimieren. Dadurch konnten fiir den Einwirtstransport die substrat- und
spannungsabhéngigen Eigenschaften des SGLT1 unter wohldefinierten Spannungs-
bedingungen in Form von Strommessungen mit der Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-

Technik untersucht werden. Die elektrophysiologischen Untersuchungen erstreckten sich
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dabei hauptsdchlich auf den SGLT1 aus Kaninchen, Mensch und Ratte (Kaninchen:
(Ikeda et al., 1989; Umbach et al., 1990; Birnir et al., 1991; Parent et al., 1992b; Parent et
al., 1992a; Hirayama et al., 1994; Lostao et al., 1994; Hazama et al., 1997; Hirayama et
al., 1997; Mackenzie et al., 1998); Mensch: (Loo et al., 1993; Chen et al., 1995; Chen et
al., 1996; Chen et al., 1997; Loo et al., 1998; Diez-Sampedro et al., 2000); Ratte: (Lee et
al., 1994; Panayotova-Heiermann et al., 1995; You et al., 1995).

1.1.5.1 Substrate

In den meisten Untersuchungen des Einwirtstransports wird nicht Glucose als Substrat
verwendet, sondern das Glucose-Analogon a-D-Methyl-glucopyranosid (aMDG) (s. Abb.
3). Dieser Zucker wurde in Flux-Messungen an nativem Gewebe eingesetzt, da er nicht
metabolisiert wird (Barry et al.,, 1964) und aullerdem kein Substrat darstellt fiir die
GLUT-Transporter, die in diesen Priparationen zusitzlich vorhanden sind (Kimmich und
Randles, 1981). aMDG wurde in allen folgenden Untersuchungen als Substrat fiir SGLT1
beibehalten. Die extrazelluldre Spezifitit fiir Glucose und aMDG ist anndhernd gleich
(Ikeda et al., 1989; Hirayama et al., 1997) und resultiert in gleichen Stromamplituden
(Birnir et al., 1991; Hirayama et al., 1997). In den hier durchgefiihrten Patch-Clamp-
Experimenten ist der Einsatz eines nicht metabolisierten Zuckers nicht notwendig, aber
aus Griinden der Vergleichbarkeit wird aMDG weiterhin als Substrat beibehalten.

Es existieren weitere Zucker, die von SGLT1 mit unterschiedlichen Affinititen
transportiert werden. Die Spezifitidt bestimmt sich zu D-Glucose ~ D-Glactose ~ aMDG
>> 3-0O-Methyl-Glucosid >> D-Xylose > D-Allose >> D-Mannose (Brot-Laroche und
Alvarado, 1983; Ikeda et al., 1989; Birnir et al., 1991).

Substrate: Inhibitor:
HOCH, HO OH : OH
HO 1 i QH ﬁ_CHQ C'_E ‘2H20
3 @]
HO ‘OH O—B—D—glucose
D-Glucose o-Methyl-D-Glucopyranosid Phlorizin

(«MDG)

Abbildung 3: Substrate und Inhibitor von SGLT1. Statt des physiologischen Substrats D-Glucose wird
in den hier vorgestellten Messungen a-Methyl-D-Glucopyranosid (aMDG) als Substrat verwendet.
aMDG ist eine Glucose mit einer zusétzlichen Methyl-Gruppe am C1-Atom. Der Inhibitor Phlorizin
(Pz) besteht aus einer Glucose, an deren C1-Atom iiber eine glykosidische Bindung der zweite Teil,
das hydrophobe Phloretin, angehingt ist. Das Phloretin bindet vermutlich an eine benachbarte
Bindungsstelle an SGLT1.
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Tab. 1 zeigt die Affinitditen des einwirtstransportierenden SGLT1 flir Substrat,
Cosubstrat und Inhibitor von Kaninchen, Mensch und Ratte. Diese wurden mit der Zwei-
Elektroden-Voltag-Clamp-Technik unter gleichen Bedingungen bestimmt (Hirayama et
al., 1996). Der Kn™PC fiir den SGLT1 aus dem Kaninchen betrdgt 0,17 mM aMDG und
liegt ungefihr in der gleichen GroBenordnung wie der aus Ratte und Mensch (Hirayama

et al., 1996).

SGLT1 Kaninchen |Mensch Ratte
Kp®™P¢ (HP: —50 mV, 100 mM Na®) 0,17mM [049mM |0,31 mM
Ku™ (HP: =30 mV, 5 mM oaMDG, bei 16,5mM |44 mM 40 mM
hSGLT1 10 mM oMDG)

K; PMorAn (yp: 150 mV) 0,76 uM | 0,22 uM  |0,012 uM

Tabelle 1:

Inhibitionskonstante K; fiir Phlorizin. Die Parameter wurden fiir die Subtypen aus Kaninchen, Mensch

Apparente  Affinititen des Einwirtstransports fir oMDG und Na® und die

und Ratte bei gleichen Potential- und Konzentrationsbedingungen ermittelt (Hirayama et al., 1996).

Die Versuchsbedingungen sind bei den jeweiligen Werten angegeben (HP = Haltepotential).

1.1.5.2 Inhibitoren

Phlorizin ist der bekannteste spezifische Inhibitor des Zuckertransports durch SGLT1
(Diedrich, 1966). Phlorizin ist in allen Teilen des Apfelbaums auBer in den reifen Apfeln
vorhanden. Der Verzehr von unreifen Apfeln fiihrt beim Menschen zu Durchfall, was auf
die inhibierende Wirkung von Phlorizin auf SGLT1 zuriickzufiihren ist.

Die extrazelluldre halbmaximale Inhibitionskonstante K; = 10 uM wurde zuerst bestimmt
durch Flux- und Bindungsexperimente an Biirstensaum-Membran-Vesikeln (Alvarado,
1962; Diedrich, 1966; Alvarado, 1967; Toggenburger et al., 1978; Gibbs et al., 1982;
Brot-Laroche and Alvarado, 1983; Diedrich, 1990). Flux-Messungen an Oozyten zeigten
eine K; von 6 uM (Ikeda et al., 1989). Neuere Experimente mit der Zwei-Elektroden-
Voltage-Clamp-Technik ergaben eine K; von 1,4 uM (Hirayama et al., 1996), 3 uM
(Umbach et al., 1990) und 10 uM (Lostao et al., 1994). Tab. 1 zeigt, dass SGLT1
hochaffin fiir den Inhibitor ist: er besitzt z. B. im Kaninchen eine 120fach hohere
Affinitdt fiir Phlorizin als fiir Zucker, in der Ratte sogar 25000fach (Hirayama et al.,
1996). Die Inhibition ist reversibel und kompetitiv (z. B. (Alvarado, 1962; Diedrich,
1966; Alvarado, 1967; Toggenburger et al., 1978; Gibbs et al., 1982; Brot-Laroche and
Alvarado, 1983), was sich durch die chemische Zusammensetzung von Phlorizin erkliren
lasst (Abb. 3). Es besteht aus einem Phloretin-Teil und einem B-D-glucopyranosid-Teil,

wobei letzteres ein Zucker ist, der von SGLT1 transportiert wird (Koepsell et al., 1990;
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Lostao et al., 1994; Diez-Sampedro et al., 2000). Der Zuckerteil konkurriert dabei um die
Glucose-Bindungsstelle (Silverman und Black, 1975; Diedrich, 1990; Panayotova-
Heiermann et al., 1994), das stark hydrophobe Phloretin bindet vermutlich an eine
benachbarte hydrophobe Doméne des Transporters (Diedrich, 1966; Alvarado, 1967;
Koepsell et al., 1990).

In der Literatur werden zwei weitere Substanzen beschrieben, die SGLT1 extrazellular in
dhnlich spezifischer Weise inhibieren wie Phlorizin. Octyl-B-D-Glucopyranosid inhibiert
die zuckerinduzierten Strome vollstindig mit K; = 10 uM, wohingegen mit n-Hexyl-B-D-

Glucopyranosid nur ca. 76 % Inhibition erreicht wird (Kipp et al., 1996).

1.1.5.3 Cosubstrat Na*

Das Cosubstrat Na* fungiert als essentieller Aktivator fiir die Funktion von SGLT1. Die
Na'-Bindung initiiert eine Konformationsinderung, die die Affinitit des Transporters fiir
Zucker erhoht (Peerce und Wright, 1984; Kimmich, 1990; Hediger and Rhoads, 1994;
Hirayama et al., 1997; Loo et al., 1998). Tab. 1 zeigt die Affinitidten des SGLT1 fiir die
Spezies Kaninchen, Ratte und Mensch. SGLT1 aus dem Kaninchen zeigt dabei eine
signifikant hohere Na “-Affinitit, wobei die aus Ratte und Mensch anniihernd gleich sind.
Weitere Cosubstrate sind Lithium und Protonen, die jedoch die Zuckeraffinitit um eine

GroBenordung verringern (Hirayama et al., 1994; Hirayama et al., 1997).

1.1.6 Transportmodelle

Die Ergebnisse der Untersuchungen zur extrazelluldren Substrat- und Spannungs-
abhingigkeit und der Phlorizin-Bindung fiihrten zu zwei Transportmodellen (review
(Hediger and Rhoads, 1994)), die sich im Wesentlichen nur durch die
Bindungsreihenfolge des Substrats und des Cosubstrats unterscheiden. Beiden
gemeinsam ist die Zuordnung der spannungsabhingigen und geschwindigkeits-
bestimmenden Schritte.

Modell I (siche Abb. 4) wurde zuerst von der Arbeitsgruppe von Semenza (Kessler und
Semenza, 1983) vorgeschlagen und mit neueren Daten von den Gruppen um Kimmich
(Restrepo und Kimmich, 1985) und Lapointe (Chen et al., 1997) untermauert. Es
resultiert aus Messungen an verschiedenen Systemen und mit verschiedenen Methoden.
Es wurden Flux-Messungen an Biirstensaum-Membran-Vesikeln und isolierten
Darmzellen durchgefiihrt (reviews: (Semenza et al., 1984; Kimmich, 1990). Die
Abhéngigkeit der Phlorizinbindung vom Membranpotential und von der extrazelluldren

Na'-Konzentration konnte durch radioaktive Bindungsexperimente an verschiedenen
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Vesikel-Priparationen und isolierten Darmzellen ermittelt werden (Aronson, 1978;
Toggenburger et al., 1978; Toggenburger et al., 1982; Kimmich und Randles, 1988;
Kimmich, 1990).

Mit der Patch-Clamp-Technik konnten die Substratabhingigkeiten bei definierten
Haltepotentialen ermittelt werden. Dazu wurden LLC-PK;-Zellen, Zellen einer renalen
Zelllinie aus dem Schwein, die den Transporter endogen enthalten (Bennett und Kimmich,
1996), und Oozyten, in denen SGLT1 heterolog exprimiert wurde (Chen et al., 1997),
verwendet.

Abb. 4 zeigt Modell II (Parent et al., 1992b), das in der Literatur favorisiert wird. Es
resultiert aus den Ergebnissen einer sehr ausfiihrlichen Arbeit an Oozyten, in denen
rbSGLT1 exprimiert und mit der Voltage-Clamp-Technik untersucht wurde (Parent et al.,
1992a). Dieses Modell wurde kurzzeitig von der Lapointe-Gruppe unterstiitzt (Chen et al.,

1995).

Glucosetransport:

Die Modelle sind in Abb.4 dargestellt (G = Glucose). Modell 1 zeigt eine geordnete
Bindung mit der Reihenfolge Na":G:Na" (Restrepo and Kimmich, 1985; Chen et al., 1997).
Die Bindung in Modell II erfolgt auch geordnet, allerdings ist hier die Reihenfolge 2
Na":1G, wobei zur Vereinfachung die Bindung der 2 Na" als gleichzeitig angenommen
wird und deshalb als ein Reaktionschritt behandelt wird (Parent et al., 1992b). Dadurch
ergeben sich fiir Modell I 8 Zustinde, fiir Modell I 6 Zusténde.

Der prinzipielle Ablauf des Glucosetransports wird in beiden Modellen gleich
beschrieben und soll hier fiir Modell II detailierter dargestellt werden. An den leeren
Transporter [T]., der dem extrazelluliren Raum zugewandt ist, binden 2 Na" und bilden
den Zustand [TNa;].. Die Bindung von Zucker resultiert im Zustand [TNa,GJ.. Anstelle
von Zucker kann auch der spezifische Inhibitor Phlorizin (Pz) reversibel binden
([TNa,Pz].), der die Translokation verhindert. Der voll beladene Transporter [TNa,G].
translokiert durch eine Konformationsdnderung die Substrate zur intrazelluldren Seite, es
ensteht [TNa,G];. Uber die intrazellulire Bindungsreihenfolge ist bis jetzt noch nichts
bekannt. Das Modell nimmt eine Spiegelsymmetrie der Bindungsreihenfolge an, so dass
die Substrate intrazelluldr vermutlich gemal ihrer extrazelluliren Bindungsreihenfolge
wieder freigesetzt werden. Danach wiirde zuerst Glucose dissoziieren ([TNa;];), gefolgt
von Na’, wodurch Zustand [T]; entsteht. Eine Konformationsinderung bewirkt die
Relokation des leeren Transporters [T]; von der Innenseite zur AuBenseite [T]..

Beide Modelle gehen von einer negativen Ladung des leeren Transporters von z = -2 aus

(Kessler and Semenza, 1983; Semenza et al., 1984). Dadurch ist der elektrogene Schritt im
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Transportzyklus die Relokation des leeren Transporters von der Innenseite zur
AuBenseite. Die Translokation des mit Na" und Glucose beladenen Transporters ist ein
elektroneutraler Schritt, da die 2 positiven Na'-Ionen die 2 negativen Ladungen des

Transporters neutralisieren.

I extra- intra- II extra- intra-

zellular zellular zellular zellular

[Tl I[T] [T]., — [T]

2 T e N St

[TNaPz], #5[ TNa]. *--5; [ TNa], v

Pz
G\“ lT ¢ [TNaszleﬁ[TNaz]e-*::; [ TNa, ]
[ TNaG], [ TNaG ], G lT T/ G

Na\iT lT Na TNAG L e [-I‘:NaG].
[ TNaGNa ],=— [ TNaGNa], Gl.= [TNa,G]

Abbildung 4: vorgeschlagene Transportmodelle I: Transportmodell nach Kimmich (Restrepo and
Kimmich, 1985) und Lapointe mit 8 Zustinden (Chen et al., 1997). II: Transportmodell nach Wright
mit 6 Zustinden (Parent et al, 1992b). Die gestrichelten Pfeile zeigen den Na'-Leckstrom.

(e = extrazellulér, i = intrazellulér)

Na'-Leckstrom:

Neben dem Glucose-Transport kann ein weiterer Zyklus durchlaufen werden, der
sogenannte Na'-Leckstrom, der nicht an den Transport von Glucose gekoppelt ist (in
Abb. 4 durch die gestrichelten Verbindungen gezeigt). Dabei wird Na™ nach der
extrazelluliren Bindung zur intrazelluliren Seite translokiert, ohne dass Zucker
transportiert wird. Intrazellulir dissoziiert Na" und es erfolgt die Relokation des leeren
Transporters. Der Na'-Leckstrom tritt auf, wenn die extrazelluldre Zuckerkonzentration
sehr gering ist (Umbach et al., 1990; Parent et al., 1992a; Chen et al., 1995; Chen et al.,
1997). Bei zunehmender extrazellulirer Zuckerkonzentration wird der Na'-Leckstrom
immer geringer, wohingegen der zuckerinduzierte Strom zunimmt. Der Na'-Leckstrom
und der zuckerinduzierte Strom sind bei ca. 40 pM extrazellulirem aMDG gleich gross.
Der Na'-Leckstrom ist gegeniiber dem zuckerinduzierten Strom gering: er betrigt ca.
2,5 - 6% des unter sattigenden Substratkonzentrationen hervorgerufenen Stroms (Umbach

et al., 1990; Chen et al., 1995).
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Spannungsabhiingigkeit:

In beiden Modellen werden als spannungsabhéngige Schritte im Transportzyklus die Na'-
Bindung bzw. -Dissoziation auf der AuBenseite und die Translokation des leeren
Transporters beschrieben (Kimmich, 1990; Parent et al., 1992b; Bennett and Kimmich,
1996). Dabei unterstiitzt ein negatives Membranpotential sowohl die Na'-Bindung auf der
extrazelluldren Seite als auch den Riickschritt des leeren Transporters von der
intrazelluldren zur extrazelluldren Seite der Membran. In Modell 11 erfihrt die
extrazellulire Na'-Bindung 25-30% des elektrischen Feldes iiber die Membran, der
Riickschritt des leeren Transporters ca. 60-75% des elektrischen Felds (Parent et al.,
1992b). Die intrazellulire Na'-Bindung-/Dissoziation wird in beiden Modellen als sehr

gering spannungsabhingig angenommen.

Geschwindigkeitsbestimmender Schritt:

Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist nach beiden Modellen eine Funktion des
Membranpotentials, der extrazelluliren Zuckerkonzentration und der extrazelluliren Na'-
Konzentration. Bei einem Membranpotential von 0 mV und sédttigender extrazelluldrer
Na’- und oMDG-Konzentration ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt die
Translokation des leeren Transporters von der intrazelluldren zur extrazellularen Seite der
Membran (Parent et al., 1992b; Bennett and Kimmich, 1996). Ein zunehmend negativeres
Membranpotential beschleunigt diesen Riickschritt, wodurch vermutlich die intrazellulére
Na'-Dissoziation geschwindigkeitsbestimmend wird. AuBerdem spielt die Cosubstrat-
konzentration eine Rolle, denn bei Unterschreiten einer bestimmten Cosubstrat-
Konzentration, z. B. 10 mM Na" wird die extrazelluldre Na'-Bindung der geschwindig-

keitsbestimmende Schritt (Parent et al., 1992b).

1.1.7 Vorgleichgewichtsstrome

Zeitaufgeloste Messungen mit der Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Technik flihrten zur
Entdeckung von Vorgleichgewichtsstromen fiir den Einwértstransport (Parent et al.,
1992a), die neue Einblicke in den Mechanismus des Transportprozesses erlaubten und die
Bestimmung der Zeitkonstanten der einzelnen Transportschritte fiir Transportmodell I
ermOglichten (Parent et al., 1992b).

Vorgleichgewichtstrome sind transiente Strome, die zusétzlich zu den transienten
Stromen durch die Umladung der Membrankapazitit nach einem Spannungssprung
auftreten. Sie zeigen sich in Anwesenheit von extrazellulirem Na" bei depolarisierenden

Spannungsspriingen (Parent et al., 1992a; Loo et al., 1993; Hazama et al., 1997). Enthélt
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die extrazelluldre Losung jedoch zusdtzlich Zucker oder Phlorizin, sind sie nicht mehr
messbar (Parent et al., 1992a; Loo et al., 1993; Chen et al., 1996; Hazama et al., 1997). In
Abwesenheit von Zucker reduziert sich das Transportmodell II auf die 3 Zustinde
[TNa,]. <> [T]c <> [T]i. Abhdngig vom Haltepotential werden -einzelne Zusténde
bevorzugt besetzt, da die Na'-Assoziation/-Dissoziation und die Relokation des leeren
Transporters spannungsabhéngige Schritte sind. Fine Spannungsdnderung hat eine
Neueinstellung des Gleichgewichts zur Folge, wobei eine Verschiebung von geladenen
Substraten und den zwei negativen intrinsischen Ladungen des Transporters stattfindet.
In Anwesenheit von Zucker werden bevorzugt zuckergebundene Zustinden besetzt, die
nicht spannungsabhingig sind. Ein Spannungssprung verursacht daher nur geringe
Ladungsverschiebungen zwischen den wenig besetzten, spannungsabhidngigen
Zustidnden, so dass die transienten Strome vernachldssigar klein sind (Parent et al.,
1992b).

Die Vorgleichgewichtsstrome konnen durch eine Exponentialfunktion mit einer
Zeitkonstante von 2-10 ms beschrieben werden (Parent et al., 1992b; Loo et al., 1993;
Hazama et al., 1997). Das Modell sagt jedoch zwei Zeitkonstanten voraus: eine
langsamere im Bereich von einigen ms, die von der Neuordnung der Zustinde [T]. <>
[T]; herriihrt, und eine wesentlich schnellere im Submillisekunden-Bereich, die sich aus
der Na'-Dissoziation [TNay]. <> [T]. ergibt. Die zweite Zeitkonstante kann mit der
Voltage-Clamp-Technik wegen der relativ geringen Zeitauflosung von ~1 ms (Loo et al.,
1993) nicht gemessen werden. Durch den Einsatz der ,,cut-open oocyte“-Technik kann
die Zeitauflosung auf 200 ps verbessert werden (Chen et al., 1996). Bei dieser Technik
wird nur ein Membranfleck der Oozyte mit einer Fliche von ca. 8% der Gesamtfliche
elektrisch isoliert (Chen et al, 1995), was zusammen mit dem niedrigeren
Zugriffswiderstand zu einer schnelleren Spannungsklemme als bei der gesamten Oozyte
filhrt. AuBBerdem bietet die Technik den Vorteil, dass die Oozyte von innen perfundiert
werden kann und somit eine gewisse Kontrolle der intrazelluldren Losungen erreicht
werden kann (Chen et al., 1995). Messungen mit dieser Technik zeigten auch eine zweite,
schnellere Zeitkonstante im Bereich von 1 ms, die jedoch spannungsunabhéngig war und
auch nicht von der extrazelluldren Na'-Konzentration abhing (Chen et al., 1996). Deshalb
kann diese Zeitkonstante nicht der Na'-Dissoziation zugeordnet werden. Die Autoren
interpretierten das Auftreten dieser Zeitkonstante durch einen zusitzlichen
intermembrandren Zustand des Transporters wéhrend der Relokation des leeren
Transporters. Die schnelle Zeitkonstante, die sich aus der Na'-Dissoziation ergeben soll,

konnte auch mit der ,,cut-open oocyte*“~Technik nicht ermittelt werden.
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Wechselzahl

Ein weiteres Ergebnis der Messung der Vorgleichgewichtsstrome ist die Abschétzung der
Wechselzahl des Transporters. In Badlosungen mit verschiedenen Zuckerkonzentrationen
werden durch schnelle Spannungsspriinge die Vorgleichgewichtsstréme gemessen, aus
denen man durch Integration die verschobene Ladung Q erhilt. Wenn Q an den de- und
hyperpolarisierenen Potentialen séttigt, entspricht die Differenz zwischen den sittigenden
Werten Qge -Qnyp = Qwmax der maximal verschiebbaren Ladung die sich durch die
Umorientierung des leeren SGLT1 ergeben kann. Qu,x repréasentiert somit die maximale
Anzahl des leeren Transporters in der Membran. Als zweiten Parameter bestimmt man
bei hyperpolarisierendem Potential und jeweiliger Zuckerkonzentration den
Maximalstrom, der aussagt, wie viele Ladungen pro s verschoben werden. Aus der
linearen Beziehung zwischen maximal verschobener Ladung und dem gemessenen
Maximalstrom kann nun abgeschétzt werden, wie hédufig pro s ein Transport durch
SGLT] stattfindet. Fiir tbSGLT1 konnte die Wechselzahl zu 19 s (Hirsch et al., 1996)
bzw. 25 s (Panayotova-Heiermann et al., 1994) und fiir hNSGLT1 zu 38 s™' (Hirsch et al.,
1996) bzw. 57 s (Loo et al., 1993) bestimmt werden (alle bei Raumtemperatur). Die
Werte fiir rbSGLT1 sind in guter Ubereinstimmung mit fritheren Flux-Messungen an
Vesikeln aus Biirstensaum-Membranen, bei denen sich ca. 20 s ergab (Toggenburger et

al., 1978).

1.2 Die Xenopus laevis Oozyte als heterologes Expressions-
system

In dieser Arbeit werden Oozyten des Krallenfroschs Xenopus laevis als heterologes
Expressionssystem verwendet. Die Uberexpression von Fremdproteinen in Xenopus-
Oozyten nach Mikroinjektion von cRNA in das Cytoplasma oder von cDNA in den
Zellkern wurde erstmals 1971 beschrieben (Gurdon et al., 1971). Hierbei kann die
erstaunliche Anzahl von 10° bis 10'' Fremdproteine pro Oozyte erreicht werden, z.B fiir
Na"/Glucose Cotransporter 10'" Proteine/Oozyte (Loo et al., 1993), Na™-K"-ATPase 10’
Proteine/Oozyte  (Rettinger, 1994) und  Glutamat-Tansporter EAAT2 10"
Proteine/Oozyte (Wadiche et al., 1995). Die Xenopus-Oozyte eignet sich gut als
heterologes Expressionssystem, weil sie als Eizelle eine sehr hohe Translationsfahigkeit
besitzt. Sie enthélt alle Systeme, die eine effiziente Proteinbiosynthese ermdoglichen, in
sehr groBer Anzahl (Hilken et al., 1997). AuBlerdem fiihrt sie an den Fremdproteinen die

meisten posttranslationalen Modifikationen wie Glycosylierung, Phosphorylierung und
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Zusammensetzung verschiedener Untereinheiten korrekt durch (Coleman, 1984; Sigel,
1990). So gelang es, eine Vielzahl von Proteinen aus unterschiedlichsten Spezien in
Xenopus-Oozyten funktionell zu exprimieren (reviews z.B. (Sigel, 1990; Miller und
Zhou, 2000).

Zur heterologen Expression werden Oozyten des Reifestadiums V verwendet, in dem sich
die Oozyte in einem Ruhezustand vor der Entwicklung zur laichfdhigen Oozyte (Stadium
VI) befindet (Stadien I-VI nach (Dumont, 1972)). Oozyten der Stadien V und VI haben
einen Durchmesser von 1,2 —1,3 mm und besitzen eine schwarz-braun pigmentierte,
animale, und eine helle, vegetative Hemisphire. Eine typische Zelle des Stadiums V mit
einem Durchmesser von 1,3 mm hat ein Volumen von ca 0,9 pl und eine ,,Kugel “-
Oberfliche von ca. 5 mm”. Bedingt durch viele in der Membran vorkommende Mikrovilli
erhoht sich die tatsichliche Membranoberfliche jedoch auf ca. 22 mm* (Hilken et al.,
1997).

Natiirlich besitzt die Oozyte selbst auch endogene Kandle und Transporter zur
Aufrechterhaltung ihrer Vitalfunktion, die bei der Durchfiihrung und Interpretation der
Experimente beriicksichtigt werden miissen. Zu den wichtigsten endogenen Kanélen
gehdren Ca”*-aktivierbare Chloridkanile und verschiedene Klassen von Kalium- und
Natriumkanilen (Weber, 1999). Die endogenen Transporter der Oozyte spielen bei
elektrophysiologischen Messungen kaum eine Rolle, da diese Strome im Vergleich zu
iiberexprimierten Transporterstromen sehr klein sind. Allerdings exprimiert die Oozyte
auch einen endogenen Na'/Glucose Cotransporter. Isotopen-Aufnahme-Experimente an
nichtinjizierten Oozyten zeigen eine sehr schwache Aktivitit des Transporters, die
maximal 1 nA zuckerinduzierten Strom im Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Experiment
erwarten lassen (Weber et al., 1989). Gegeniiber dem zu erwartenden Strom von
mehreren 100 nA in einer SGLT1-exprimierenden Oozyte ist dieser Strom somit

vernachléssigbar.

1.3 Strommessung mit der Patch-Clamp-Technik

Das Prinzip einer Strommessung mit der Patch-Clamp-Technik besteht darin, dass
Ladungen, die durch Transportproteine oder Ionenkanéle iiber die Membran verschoben
werden, eine Anderung im Membranpotential hervorrufen. Bei der Patch-Clamp-Technik
wird dem Patch ein Haltepotential aufgeprigt und durch den Regelkreis des
Vorverstirkers kontrolliert. Erfolgt nun ein Stromflull durch aktivierte Transportproteine,
wird die darauffolgende Anderung des Membranpotentials durch eine Strominjektion in

die Pipette kompensiert. Dieser Kompensationsstrom ist dann das Aquivalent fiir den
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Transportstrom, der durch den Transporter hervorgerufen wird. Durch verschiedene
Messkonfigurationen konnen mittels der Patch-Clamp-Technik unterschiedliche
Fragestellungen behandelt werden (Hamill et al., 1981). Zur Untersuchung des
Auswirtstransports von Glucose wird in dieser Arbeit die zellfreie Makropatch-Technik
in der ,,inside-out“-Konfiguration verwendet (Rettinger, 1994; Hilgemann, 1995). Dabei
wird aus der Zellmembran einer ganzen Oozyte ein ,,Membranfleck® (patch) mit einem
Durchmesser von ca. 20 — 40 um in der Art herausgerissen, dass die Membraninnenseite
der Badlosung zugewandt ist, die AuBenseite der Pipettenlosung. Somit ist die
intrazelluldre Seite frei zugédnglich. Die groBe Membranfldche der Makropatches, die eine
entsprechend grole Anzahl von Transportproteinen enthélt, gleicht die geringen
Wechselzahlen der Transporter im Bereich von einigen 10 bis 100 Zyklen /s aus, die
ansonsten zu geringen Stromamplituden unterhalb der Nachweisgrenze von ca. 1 pA

fuhren wiirden.

1.4 Ziel der Arbeit

Der Na'/Glucose Cotransporter SGLT1 ist der Prototyp des sekundir aktiven
Transporters. Seine Funktionsweise wird seit den siebziger Jahren durch zahlreiche
Untersuchungsmethoden erforscht, z. B. durch Fluxmessungen an Vesikeln aus nativem
Darm- oder Nierengewebe. Die Expressionsklonierung von SGLT1 in Xenopus-Oozyten
eroffnete die Moglichkeit, das Transportprotein in Oozyten heterolog iiberzuexprimieren.
Dadurch konnte der Einwértstransport des SGLT1 durch die Zweielektroden-Voltage-
Clamp-Technik unter definierten extrazelluliren Losungsbedingungen und Potential-
bedingungen charakterisiert werden. Aus den Ergebnissen konnten zwei detaillierte
Transportmodelle erstellt werden. Allerdings war es mit diesen Techniken nicht moglich,
die intrazelluldren Eigenschaften zu untersuchen. Das Ziel der vorliegenden Arbeit
besteht in der Charakterisierung des Glucose-Auswartstransports, der durch den
Na'/Glucose Cotransporter SGLT1 generiert wird. SGLT1 wird dazu in Oozyten
iiberexprimiert und mit der ,,giant-excised-patch-Clamp*“-Technik untersucht. Durch die
Verwendung der inside-out-Konfiguration ist die intrazellulire Membranseite der
Badlosung zugewandt. Somit eignet sich die ,,giant-excised-patch-clamp*-Technik sehr
gut dazu, die Eigenschaften der intrazelluldren Bindungsstellen unter definierten intra-
und extrazelluliren Losungsbedingungen zu untersuchen. Auch die Haltepotential-
bedingungen kdnnen genau eingestellt und sehr schnell durch die kleinen Kapazitdten des

Membranflecks gedndert werden. Die Schwerpunkte liegen in der Untersuchung der



Einleitung 21

intrazelluliren apparenten Affinititen fiir das Substrat aMDG und das Cosubstrat Na"
und ihre gegenseitige Beeinflussung bei einem Haltepotential von 0 mV. Diese
Ergebnisse erlauben eine Bestimmung der intrazelluliren Bindungsreihenfolge von
Substrat und Cosubstrat. Durch die Bestimmung der intrazelluldren Affinititen fiir
oMDG und Na’ bei unterschiedlichen Haltepotentialen kann der Einfluss des
Membranpotentials gezeigt werden. Durch zeitaufgeloste Spannungssprung-Experimente
sollen Vorgleichgewichtsstrome fiir den Auswaértstransport gezeigt werden, die einen
Einblick in den Mechanismus des Transportprozesses und die Untersuchung einzelner

Transportschritte erlauben.
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2 Material und Methoden

2.1 Liste der Gerate und Materialien

Gerite

Axopatch 200 mit CV 201AU Verstirkerkopf

AD/DA-Karte DigiDatal1200
AD/DA-Karte Labmaster TL-1

Mikroskop Invertoskop-D
schwingungsgedidmpfter Tisch,
Modell 1201-01-00

xyz- Verschiebetische
hydraulischer Mikromanipulator,
Modell MO-103
elektromagnetischen Ventile

Ventilsteuerung

Flachbettschreiber BD112
Speicher-Oszilloskop 511A
Vakuum-Erzeuger-Venile
Pipettenziehgerit 700D

Pipettenziehgerit PP83
Oozyteninjektionspumpe

Verbrauchsmaterialien

Patch-Pipettenglas N-51A

Patch-Pipettenglas GC150-7.5

Injektions-Pipettenglas 3-00-203-G/X

Silica-Kapillarglas (ID = 320 pm,
AD =450 pum)
Silikon- und Teflonschlduche

Dreiwegehidhne
Lotglas 8472 K3

Silberdraht, 0,25 mm Durchmesser

Platindraht, 0,3 mm Durchmesser

Hersteller
Axon Instruments (Foster  City,
Kalifornien)
Axon Instruments (Foster City,
Kalifornien)

Axon Instruments (Foster City,
Kalifornien)

Zeiss (Gottingen)

Vibraplane (Boston, Massachusetts)

Spindler&Hoyer (Gottingen)
Narishige (Tokio, Japan)

General Valve Corporation (Fairchild,
New Jersey)

General Valve Corporation (Fairchild,
New Jersey)

Kipp & Zonen (Delft, Niederlande)
Tektronix (Beaverton, Oregon)

Peter Liittger (Rodgau)

David Kopf Instruments (Tujunga,
Kalifornien)

Narishige (Tokio, Japan)

Drummond Scientific Company
(Broomall, Pennsylvania)

Hersteller/Lieferant

Drummond Scientific Company
(Broomall, Pennsylvania)

Harvard Apparatus Ltd (Edenbridge,
Grossbritannien)

Drummond Scientific Company
(Broomall, Pennsylvania)

Composite Metal Services Ltd (Hallow,
Grossbritannien)

LS Labor Service (Darmstadt) und
Reichelt Chemietechnik (Heidelberg)
Neolab (Heidelberg)

Schott (Landshut)

Alfa (Karlsruhe)

Alfa (Karlsruhe)
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Chemikalien Hersteller

Phlorizin Dihydrat Carl Roth GmbH (Karlsruhe)
3-Aminobenzoesdureethylester Methansulfonat Sigma (Deisenhofen)

(Tricain)

Collagenase Worthington, Typ 2 CLS 2 Boehringer Mannheim (Mannheim)
(350u/mg)

PKA (katalytischen Untereinheit der cAMP Promega (Mannheim)
abhingigen Protein Kinase)

Vitamin E acetat Fluka (Deisenhofen)
Octyl-B-D-Glucopyranosid Fluka (Deisenhofen)
n-Hexyl-B-D-Glucopyranosid Sigma (Deisenhofen)

Alle anderen Chemikalien in p.A. Qualitit wurden von Sigma-Aldrich (Deisenhofen),

Fluka (Deisenhofen) oder Merck (Darmstadt) bezogen.

2.2 Die Messapparatur

2.2.1 Der Patch-Clamp-Vorverstarker

Das wichtigste Bauteil zur Messung des Stroms, der durch den Transporter generiert
wird, ist der Patch-Clamp-Vorverstérker, die Headstage. Er erfiillt iiber einen kapazitiven
Riickkopplungsmechanismus die spezielle Aufgabe, gleichzeitig das Haltepotential
konstant zu halten und den Kompensationsstrom, der dazu nétig ist, zu messen.

In Abb. 5 ist die elektronische Schaltung der Headstage mit kapazitiver Riickkopplung
gezeigt, wie ihn der fiir diese Experimente benutzte Axopatch 200A anbietet.

Integrator Differenziator

A out [Skalierung|_, I
: und Offset| "

cmd

Abbildung 5: Elektronisches Schaltbild des Patch-Clamp-Vorverstirkers mit kapazitiver
Riickkopplung (Erkldrungen s. Text)
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Gegeniiber einem Verstdrker mit resistiver Riickkopplung bietet dieser eine rauschirmere
Messung durch weniger thermisches Rauschen und eine hohere Bandbreite. Die an der
Pipette anliegende Spannung V,;, erzeugt liber den Widerstand der Pipette einen
Eingangsstrom I;,, der nicht durch den hochohmigen Eingang des Operationsverstarkers
Al abflieBen kann, sondern nur {iber den Kondensator C;. Der Operationsverstarker Al
vergleicht die Kommandospannung V.4, die dem Patch aufgepriagt werden soll, mit der
an der Pipette anligenden Spannung V,;,. Die Spannungsdifferenz ist das Ausgangssignal
Vi von Al. Bei einer Spannungsdifferenz V,; wird der Kondensator umgeladen und
erzeugt einen Strom I;, der dem Pipettenstrom entgegengesetzt ist. Das Ausgangssignal
von Al, Va;, ist dabei dem Integral des Eingangsstromes proportional. Es muss durch
die nachfolgende Schaltung mit einer resistiven Riickkopplung, dem Differentiator, in
eine dem Strom proportionale Spannung umgesetzt werden. Der nachfolgende
Operationsverstarker A3 wird benétigt, um die am invertierenden Eingang von Al
addierte Kommandospannung Vg wieder abzuziehen. Der Zusammenhang zwischen der
Ausgangsspannung des Verstarkers V,, und dem Eingangsstrom I, ist gegeben durch
Vout = Ipip - Ra - (Co/Cy) .

Im nachgeschalteten Hauptverstirker wird diese Spannung in den Strom umgerechnet

und um das Offsetpotential korrigiert.

2.2.2 Aufbau des Messplatzes

Der Messaufbau ist in Abb. 6 A skizziert. Das inverse Mikroskop ist auf einen
schwingungsgeddmpften Tisch montiert. Um den Messaufbau herum befindet sich ein
Faraday-Kéfig aus Metallblech, durch den elektrische Einstreuungen abgehalten werden.
Der Vorverstiarkerkopf mit dem Pipettenhalter ist an einer schwenkbaren Halterung
angebracht. Die rdumliche Positionierung der Pipette erfolgt durch einen hydraulischen
Mikromanipulator. Der Pipettenhalter besitzt seitlich einen Stutzen, durch den Uber- oder
Unterdruck in der Pipette angelegt werden kann. Zur Applikation der Losungen wird
Druckluft in die Losungsbehélter (Kryogefasse, 2 ml) geleitet. Die Losungszufuhr zum
Mess-Schilchen wird durch elektromagnetischen Ventile geregelt. Mit Hilfe einer
Ventilsteuerung konnen die Magnetventile manuell oder computergestiitzt gesteuert
werden. Die Absaugung der Abfall-Losung aus dem Schélchen erfolgt durch Unterdruck.
Die Messung findet im Mess-Schélchen (Deckel einer 35 mm-Petrischale aus Glas) statt,
das in den Mikroskoptisch eingelassen ist (Abb. 6 B). In das Schélchen wird eine
Quarzglaskapillare (AD =450 pm, ID =320 um) fest eingeklebt. Die Quarzkapillare ist

mit dem Schlauch der Losungs-Zuleitung verbunden, in den die 8 Zuleitungen von den
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Losungsbehiéltern ca. 2cm vor der Messkammer zusammengefiihrt werden. Der
Losungsaustausch erfolgt innerhalb von 0,8 bis 1 s, was fiir die stationdren

Strommessungen ausreichend ist.

A Druckluft

—
Halterung L
T ésungs-
[ behalter
. B Pipette L&sungs-
=1L Ventile P verteiler
w \ Referenz-
lektrode -
\( /
Mikroskop §
Mess-
. schéalchen
Losungs- Salzbriicke
absaugung

schwingungsgedampfter
Tisch

2

Abbildung 6: Messplatz A) Schematische Darstellung des Messplatzes (es werden nur 3 der 8

Losungsbehélter und Magnetventile dargestellt); B) schematische Darstellung der Messkammer

Die Ag/AgCl-Referenzelektrode ist iiber eine Salzbriicke mit der Badlosung in
elektrischem Kontakt. Die Pipettenspitze mit dem Patch wird in die Offaung der
Quarzkapillare positioniert und dort mit der Testlosung perfundiert. Dies verhindert eine

Kontamination der Testlosung mit der Badlosung direkt am Patch.

2.2.3 Datenerfassung und Datenanalyse

Das Blockschaltbild der Mess- und Steuerelektronik ist in Abb. 7 gezeigt. Die zentrale
Steuerung der Messapparatur und die Datenerfassung wird von Computer PC1 durch die
Software pClamp 8.0.3 mit der dazugehorigen AD/DA-Wandlerkarte DigiData 1200
ausgefiihrt. Diese Kombination von Hard- und Software ermoglicht die Digitalisierung
von Spannungssignalen zwischen =10 mV mit einer maximalen Abtastrate von 333 kHz
bei 12 Bit Auflésung. Die Software pClamp 8.03 ermdglicht es, Protokolle zu erstellen,

die den Verlauf des Haltepotentials und z. B. das Schalten der Ventile steuern. Uber den
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analogen Ausgang wird das vorgegebene Haltepotential an den Verstdrker iibertragen,

der digitale Ausgang steuert die Ventilschaltung. Der Verstirker verfiigt tiber die

Messverstarker
o PC2
[ ]
o) ©
2l
<l»
[0} q .
. o »  Schreiber
Analog Out/ Stimulus =
X
PC1 <— £
Digital Out/ TTL-Puls -
» Oszilloskop

Ventilsteuerung

Abbildung 7: Blockschaltbild der Mess- und Steuerelektronik

Moglichkeit, die Verstirkereinstellungen wie Verstirkungsfaktor, Filterfrequenz und
Kapazitit kontinuierlich an PC1 zu iibertragen. Dies ermoglicht eine stidndig aktualisierte
Skalierung des Verstdrkerausgangs. PC2 ist mit der Software Fetchex 6.0.3 und der
dazugehorigen AD/DA-Wandlerkarte DMA TL1 ausgestattet, um eine kontinuierliche
digitale Aufzeichnung des Versuchsverlaufs zu ermoéglichen. Der Flachbettschreiber
dient dem gleichen Zweck, hier kénnen jedoch wihrend des Versuchs Notizen direkt an
der Signalspur angebracht werden. Das Oszilloskop wird zur Darstellung des Signals
wiahrend der Kapazitidtskompensation benutzt. Die Auswertung der digitalisierten Daten
von PCI und PC2 erfolgt mit der Software Clampfit 8.0.3, die auch eine nachtrédgliche
Filterung der Daten ermdoglicht. Die graphische Darstellung und das Fitten der Ergebnisse
erfolgt mit dem Programm Origin 5.0.

Die Messungen werden bei Raumtemperatur und an >3 Makropatchen (Anzahl der
Makropatche =N) an Oozyten von > 3 verschiedenen Spenderfroschen durchgefiihrt. Die
Angabe der Ergebnisse erfolgt als Mittelwert + Fehler des Mittelwerts (SEM).

Ein negativer Strom entspricht gemél der iiblichen Stromkonvention einem Fluss von

positiven Ionen von der Auflen- zur Innenseite der Membran.

2.3 Versuchsvorbereitungen

Im folgenden Kapitel werden die Zusammensetzung der verwendeten Ldosungen, die
Herstellung der Patchpipetten und die Gewinnung und Vorbereitung der Oozyten fiir die

Experimente beschrieben.
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2.3.1 Losungen

Die Losungen werden mit Wasser aus einer Seralpur Reinstwasseranlage mit einer
spezifischen Leitfdhigkeit von weniger als 0,06 uS hergestellt. Die Losungen werden

anschliefend mit einem 0,22 um-Filter sterilfiltriert und im Kiihlschrank aufbewahrt.

Verwendete Losungen

Alle Konzentrationsangaben sind in mM, soweit nichts anderes vermerkt ist. Der pH-
Wert wird bei allen Losungen auf pH 7,4 mit TRIS eingestellt, wenn nicht anders
beschrieben. Die Osmolaritiit wird bei einer Anderung der aMDG-Konzentration durch
Mannitol, einem nichttransportierten Zucker, angeglichen, bei einer Anderung der Na'-
Konzentration durch NMG.

ORI (Oozyten-Ringer-Lsung):
110 NaCl, 5 KCl, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 5 HEPES, pH 7,4 mit NaOH

Shrink-Losung:
200 Mannitol, 110 NacCl, 5 KCl, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 5 HEPES, pH 7,4 mit NaOH

Seal-Losung:
100 NMG, 84 Aspartat, 20 TEA-CI, 10 EGTA, 2 MgCl,, 10 HEPES, pH 7,4 mit NaOH

aMDG variabel mit 110 mM Na':
Bad: 110 NaCl, 20 TEA-CI, 2 MgCl,, 2 EGTA, 5 HEPES, 100 (aMDG+Mannitol)
Pipette: 105 NMG-CI, 5 NaCl, 5 MgCl,, 5 HEPES

oaMDG variabel mit 50 mM Na:
Bad: 50 NaCl, 60 NMG-CI, 20 TEA-CL, 2 MgCl,, 2 EGTA, 5 HEPES, 100 (aMDG+Mannitol)
Pipette: 105 NMG-CI, 5 NaCl, 5 MgCl,, 5 HEPES

aMDG variabel mit 10 mM Na” im Bad /0 mM Na' in der Pipette:
Bad: 10 NaCl, 100 NMG-Cl, 20 TEA-CI, 1 MgCl,, 2 EGTA, 5 HEPES, 100 (aMDG+Mannitol)
Pipette: 110 NMG-CI, 2 MgCl,, 5 HEPES

aMDG variabel mit 10 mM Na’ im Bad /10 mM Na' in der Pipette:
Bad: 10 NaCl, 100 NMG-CIl, 20 TEA-CI, 1 MgCl,, 2 EGTA, 5 HEPES, 100 (aMDG+Mannitol)
Pipette: 10 NaCl, 100 NMG-CI, 2 MgCl,, 5 HEPES

oaMDG variabel mit 400 mM Na:
Bad: 400 NaCl, 10 TEA-CI, 2 MgCl,, 2 EGTA, 5 HEPES, 100 (¢MDG+Mannitol)
Pipette: 400 NMG-Asp, 2 MgCl,, 10 HEPES, 100 Mannitol

Na' variabel bei 250 mM aMDG:
Bad: 200 (NaCI+NMG-Cl), 250 aMDG oder Mannitol, 10 TEA-CI, 1 MgCl,, 2 EGTA, 5 HEPES
Pipette: 206 NMG-CI, 2 NacCl, 250 Mannitol, 2 MgCl,, 10 HEPES

Na' variabel bei 25 mM aMDG:
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Bad: 200 (NaCI+NMG-CI), 25 aMDG oder Mannitol, 10 TEA-CI, 1 MgCl,, 2 EGTA, 5 HEPES
Pipette: 206 NMG-CI, 2 NaCl, 25 Mannitol, 2 MgCl,, 10 HEPES

Na' variabel bei 100 mM aMDG:

Bad: 110 (NaCI+NMG-CI) oder 130 NaCl, 100 eMDG oder Mannitol, 20 TEA-CI, 2 MgCl,, 2EGTA,
10 HEPES

Pipette: 110 NMG-CI, 5 NaCl, 2 MgCl,, 5 HEPES

Phlorizin-Abhéngigkeit:
Bad: 110 NaCl, 10 aMDG oder Mannitol, 20 TEA-CI, 2 MgCl,, 2EGTA, 10 HEPES, 0-2 Phlorizin
Pipette: 110 NMG-CI, 5 NaCl, 2 MgCl,, 5 HEPES

Wirkung von n-Hexyl-B-D-Glucopyranosid und Octyl-B-D-Glucopyranosid:

Bad: 200 NaCl, 200 Mannitol oder 40 aMDG+160 Mannitol, 0, 2 oder 10 mM n-Hexyl-8-D-
Glucopyranosid oder Octyl-B-D-Glucopyranosid, 10 TEA-CI, 1 MgCl,, 2 EGTA, 5 HEPES
Pipette: 206 NMG-CI, 200 Mannitol, 1 MgCl,, 10 HEPES

Osmolaritét:
Bad: 110 NaCl, 100 oder 300 aMDG+Mannitol, 20 TEA-CI, 1 MgCl,, 2 EGTA, 5 HEPES
Pipette: 110 NMG-CI, 100 Mannitol, 2 MgCl,, 5 HEPES

Vorgleichgewichtsstrome im Auswértstransport:
Bad: 200 NaCl, 100 Mannitol oder aMDG, 10 TEA-CI, 2 EGTA, 2 MgCl,, 5 HEPES
Pipette: 200 NMG-CI, 1 NaCl, 100 Mannitol, 2 MgCl,, 2 CaCl,, 5 HEPES

Vorgleichgewichtsstrome im Einwértstransport:

Bad: 110 NMG-Cl, 2 NaCl, 4 MgCl,, 2 EGTA, 5 HEPES

Pipette: 110 NaCl, 0 oder 2 aMDG, 2 MgCl,, 10 HEPES

Badlésung zur Expressionsiiberpriifung: 200 NaCl, 100 Mannitol oder 100 aMDG, 10 TEA-CI, 2
MgCl,, 2 EGTA, 5 HEPES

2.3.2 Biopsie und Praparation der Oozyten

Die Biopsie der Oozyten ist in (Weinreich, 1999) ausfiihrlich beschrieben und wird hier
nur kurz erklért. Die Narkose wird durch das Baden des Frosches in einer 2 % wissrigen
Tricainldsung erreicht. Bei ausreichender Narkosetiefe wird der Frosch auf zerstossenem
Eis gelagert. Der Bauch wird durch einen ca. 1 cm langen Schitt oberhalb des
Beinansatzes seitlich der Medianlinie gedffnet und das darunterliegende Muskelgewebe
durchtrennt. Das direkt unterhalb des Muskels liegende Ovargewebe wird mit einer
stumpfen Pinzette herausgezogen und abgetrennt. Nach der Entfernung einer
ausreichenden Menge Ovargewebe wird die Wunde mit 2 Stichen durch Haut und
Muskel genéht. Der Frosch wird wéhrend der etwa einstiindigen Aufwachphase zwischen

feuchte Tiicher gelegt. Er wird fiir 3 Tage in einem Quarantinebecken gehalten, um
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eventuell auftretende Komplikationen wie Entziindungen der Wunde beobachten zu
konnen. Danach kann er in das normale Becken zuriickgesetzt werden.

Um die Oozyten zu vereinzeln, wird das Ovargewebe mit spitzen Pinzetten etwas
auseinandergerissen und fiir ca. 3 Stunden in 10 ml calciumfreie ORI+ 2 mg/ml
Collagenase Worthington Typ 2 auf einem Schiittler eingelegt. Die Collagenase sorgt fiir
einen enzymatischen Abverdau des umliegenden Follikelgewebes, in das die einzelnen
Oozyten im Ovargewebe eingebettet sind. Unter dem Binokular werden fiir die Injektion
der cRNA geeignete Oozyten ausgesucht. Diese sollten Oozyten des Reifestadiums V
sein, mit einer gleichmassigen Farbung und mit deutlicher Abgrenzung des animalen,

pigmentierten Pols vom vegetativen Pol der Oozyte.

2.3.3 Mikroinjektion von RNA in die Oozyten

Die cDNA zur Expression des SGLT1 in Oozyten wurde uns freundlicherweise von Prof.
Koepsell, Wiirzburg, zur Verfligung gestellt. In unserem Labor erfolgt die Herstellung
der cRNA.

Die cRNA wird mit einer Oozyteninjektionspumpe in die Oozyten injiziert. Die
Injektionspipetten werden aus den zugehoérigen Glaskapillaren auf einen kleinen
Spitzendurchmesser mit sehr langer Spitze ausgezogen. Durch die geringe Zunahme des
Steigungswinkels wird die Schadigung der Membran beim Einstechen in die Oozyten
moglichst gering gehalten. Die Spitzen der Pipetten werden unter dem Mikroskop auf
einen Durchmesser von 16-20 um abgeschnitten. Dabei soll eine angeschriagte Spitze
entstehen, die das Einstechen in die Oozyte erleichtert. Nach dem Einsetzen der Pipette in
die Pumpe wird ein Tropfen mit 0,8 ul RNA in die Pipette aufgezogen. In einen Teil der
Oozyten wird 9,2 ng RNA, in den anderen Teil die doppelte Menge, 18,4 ng RNA,
injiziert. Die Konzentration der RNA betriagt 0,25 pg/ul. Die injizierten Oozyten werden
in ORI, dem 9,5 mg/l Penicillin und 10 mg/l Streptomycin zugesetzt wird, bei 16-18°C
inkubiert. Doppelt injizierte Oozyten werden am 2. und 3. Expressionstag flir die
elektrophysiologischen Messungen benutzt, einfach injizierte am 3. bis 5. Expressionstag.
Als Kontrolloozyten werden nichtinjizierte Oozyten verwendet, die in der gleichen Weise
inkubiert werden.

Die zwei verschiedenen Injektionsmengen und Inkubationszeiten werden eingesetzt, um
die mogliche Experimentierzeit zu verlingern. Auflerdem kann dadurch das Problem
aufgefangen werden, dass SGLT1 zeitweise zu stark exprimiert wird. Eine zu starke
Expression kann optisch festgestellt werden, denn die Membran erscheint wegen der

gro3en Anzahl Proteine, die in die Membran eingelagert sind, unter dem Mikroskop rauh.
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Diese Oozyten konnen zwar noch im Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp gemessen und
damit die hohe Aktivitit des Transporters nachgewiesen werden, die Ausbildung eines
Gigaseals fiir Patch-Clamp-Messungen ist jedoch nicht mehr mdglich. Somit kann bei
sehr hoher Expression auf die mit geringer RNA-Menge injizierten Oozyten ausgewichen
werden. Bei niedriger Expression dagegen werden die mit hoherer RNA-Menge

injizierten Oozyten verwendet.

2.3.4 Herstellung der Patch-Pipetten

Die Patch-Pipetten werden kurz vor dem Experiment zuerst mit einem Puller gezogen,
dann auf den gewiinschten Durchmesser abgebrochen und anschlieend feuerpoliert.

Zur Herstellung der Patch-Pipetten wird das Borosilikatglas N-51A  verwendet
(AD=2,13mm, ID=1,63 mm, Linge=76,2 mm). Die Kapillare wird mit einem
Pipettenziehgerdt in zwei Stufen auf einen Durchmesser von ca. 10 um ausgezogen.
Danach erfolgt das Abbrechen der Pipettenspitze auf der Mikroschmiede auf einen
Durchmesser von 20-30 um (Rettinger, 1994; Hilgemann, 1995). Die Mikroschmiede
besteht aus einem Heizdraht aus Platin, auf den ein Tropfen Blei-Borat-Glas (Lotglas)
aufgebracht ist, das bereits bei einer Temperatur von 500° C fliissig wird. Im ersten
Schritt wird das Lotglas bis zur Verfliissigung erhitzt. Die Pipette wird in den fliissigen
Glastropfen bewegt. Das fliissige Glas wird durch die Kapillarkrifte in die Pipette
gesaugt und steigt in der Pipette auf. Wenn der gewiinschte Durchmesser erreicht ist,
wird die Hitze weggenommen und der Tropfen zieht sich zusammen. Dadurch bricht die
Pipette am Meniskus des aufgestiegenen Glases ab. Die Bruchstelle wird anschlieend

am erhitzen Glastropfen feuerpoliert.

2.4 Versuchsdurchfiihrung

2.4.1 Ausbildung des Gigaseals

Voraussetzung fiir eine korrekte Messung des Stroms iiber die Zellmembran, der durch
den aktivierten Transporter hervorgerufen wird, ist ein hoher Abdichtwiderstand
zwischen Glas und Zellmembran im Bereich von 1-100 GQ, das sogenannte Gigaseal.

Der genaue Mechanismus der Sealbildung ist noch nicht bekannt.
Widerstandsberechnungen ergeben, dass ein Gigaseal von 10 GQ nur erreicht werden
kann, wenn der Abstand zwischen Lipid und Glas im gesamten Kontaktbereich nur einige

Angstrom betrdgt (Hamill et al., 1981), was im Bereich der chemischen Bindungen liegt.
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Hierfiir verantwortlich konnen die Ausbildung von Wasserstoftbriicken, Salzbriicken,
oder Van-der-Waals-Kréfte zwischen Lipid und Glas sein (Corey und Stevens, 1983).

Das experimentelle Vorgehen zur Ausbildung des Gigaseals nennt man Sealen und soll
im Folgenden kurz beschrieben werden. Kurz vor der Messung muss die durchsichtige
Vitellinschicht, das Exoskelett der Oozyte, entfernt werden, um die Pipette direkt mit der
Membran in Berithrung bringen zu kénnen. Dazu wird die Oozyte in ein Petrischilchen
mit hyperosmolarer ,,Shrink-Losung® gegeben. Die hohe extrazellulire Osmolaritit
bewirkt ein Schrumpfen der Oozyte, wohingegen die starre Vitellinschicht ihre
urpriingliche Grosse beibehilt und sich von der Membran abldst. Nach ca. 1-5 min wird
die Vitellinschicht mit 2 spitz zugeschliffenen Uhrmacherpinzetten abgeldst. Die Oozyte
wird in das mit der Seallosung gefiillte Mess-Schilchen umgesetzt. Die Pipettenspitze
wird kurz in hydrophobes Vitamin E-acetat getaucht, da dieses die Ausbildung eines
Gigaseals fordern soll (Hilgemann, 1995). Die Pipette wird mit Pipettenlésung befiillt und
in den Pipettenhalter eingespannt. Beim Anndhern der Pipette an die Oozyte liegt ein
leichter Uberdruck an. Dadurch stromt Losung aus und verhindert die Verschmutzung der
Pipettendffnung. Die Potentialdifferenz zwischen Bad und Pipette wird auf 0 mV
abgeglichen. Zur Messung des Pipettenwiderstands besitzt Clampex die ,,Sealtest”-
Funktion, die repetitive, rechteckige Spannungspulse appliziert und aus der Stromantwort
den Widerstand berechnet. Dieser liegt, abhingig von der Losungszusammensetzung und
der Grosse der Pipettendffnung, im Bereich von 150-500 kQ. Die Pipette wird an die
Oozytenmembran herangefahren und der Uberdruck weggenommen. Dies fiihrt zu einer
Erhohung des Sealwiderstandes. Die Applikation von Unterdruck (ca. 0,5 bis 3 cm
Wassersdule) fiihrt meist in ca. 2-10 min zur Ausbildung des Gigaseals von 1-10 GQ. Die
Pipette wird langsam zuriickgezogen, wodurch der Patch ausreisst. Die Pipette wird in die
Glaskapillare des Perfusionssystems positioniert und das Experiment kann gestartet

werden.

2.4.2 Verlauf eines Versuchs

Elektrophysiologische Untersuchungen beinhalten auch immer die Messung der passiven
elektrischen Eigenschaften der Membran und miissen bei der Versuchsplanung
beriicksichtigt werden, um systematische Fehler auszuschliessen. Die Zellmembran
besteht aus einer Doppelschicht nichtleitfdhigen Phospholipiden, in die integrale
Membranproteine wie lonenkandle und Transporter eingelagert sind. Hauptsdchlich
durch die Ionenkanéle ergibt sich eine elektrische Leitfdhigkeit der Zellmembran. Diese

beiden Eigenschaften, das Kondensatorverhalten der Phospholipidmembran bei einem
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anliegenden Membranpotential, und den Widerstand der lonenkanéle, kann man durch
ein elektrisches Schaltbild beschreiben. Hierbei stellt die Zellmembran eine
Parallelschaltung von einem Kondensator und einem Widerstand dar, ein sogenanntes
RC-Glied. Das Membranpotential entspricht dabei einer Batterie, die seriell zum RC-
Glied geschaltet ist. Eine Oozyte besitzt typischerweise eine Kapazitit von 250 nF,
bedingt durch die grosse Membranoberfliche, und einen Widerstand von ca. 1-3 MQ.
Das Membranpotential variiert zwischen —30 und —70 mV, wobei grosse Schwankungen
zwischen den Oozyten verschiedener Frosche auftreten. Innerhalb einer Oozytencharge
ist das Membranpotential meist sehr #hnlich. Eine Anderung des Membranpotentials
fiihrt z. B. zuerst zu einer Umladung der Membran und dann zu einer Anderung des
Gleichgewichtsstroms.

Die elektrischen Eigenschaften verursachen membranspezifische Strome, die abhéingig
sind von den jeweiligen Messbedingungen wie Ionenkonzentrationen und
Membranpotential. Um nur den Anteil des zuckerinduzierten Stroms durch SGLT1 zu
bestimmen, werden die Messungen als Differenzmessung zwischen nichtaktiviertem und
aktiviertem Transporter durchgefiihrt. Die Aktivierung erfolgt durch die Applikation von
aMDG.

Die Messungen beinhalten je nach Fragestellung meist 3 Losungswechsel-Experimente,
wobei wihrend des 2. Losungswechsel-Experiments die Spannungssprung-Experimente

durchgefiihrt werden.

2.4.2.1 Das Losungswechsel-Experiment

Bei einem Losungswechsel-Experiment erfolgt die Differenz-Strommessung zwischen
der Referenzlosung ohne Substrat und der Testlosung mit Substrat. Die Anderung der
Stromamplitude stellt den zuckerinduzierten Strom dar. Die repetitive Messung der
Referenzlosung verhindert, dass bei einer etwaigen Drift der Basislinie zusdtzlich zum
zuckerinduzierten Strom der Driftanteil ausgemessen wird.

In den Experimenten, die die Na'-Konzentrationsabhiingigkeit untersuchen, zeigt sich
eine Verringerung der Stromamplitude alleine durch die Anderung der intrazelluliren
Na'-Konzentration. Dies lisst sich auf die in der Oozytenmembran enthaltenen Na'-
Kanéle zuriickfiihren, da deren Permeabilitit eine Funktion der intra- und extrazelluldren
Na'-Konzentration ist (Dascal et al., 1984; Umbach et al., 1990). Bei einer gleichzeitigen
Anderung der Na'- und der aMDG-Konzentration erfolgt somit gleichzeitig eine
Anderung der Stromamplitude durch den Strom durch die Na'-Kanile und durch die

Aktivierung von SGLTI. Um nur den Anteil des zuckerinduzierten Stroms zu
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bestimmen, erfolgt zuerst ein Wechsel zur neuen Na'-Konzentration und erst dann zur
oMDG-haltigen Losung mit gleicher Na'-Konzentration.

Aus den Losungswechsel-Experimenten ldsst sich die apparente Affinitdt von SGLTI fiir
das Substat und Cosubstrat ermitteln. Die Affinitit aMDG wird durch den Ky"™P°-Wert
beschrieben, der Konzentration, bei der 50% des Séttigungsstroms, Iy, erreicht werden.
Zur Ermittlung des Ky™PY werden die zuckerinduzierten Strome in Abhingigkeit von

der aMDG-Konzentration [(aMDG) mit der Michaelis-Menten-Gleichung angefittet:

[aMDG]
I(aMDG)=1,,,. - Gleichung [1]
Mer - g oS 4 [aMDG]|
mit Ivax =  Séttigungsstrom  bei der jeweiligen  Na'-Konzentration;

[aMDG] = aMDG-Konzentration

Zur Ermittlung der halbmaximalen Sittigungskonzentration fiir Na®, Ky*, werden die

zuckerinduzierten Strdme in Abhingigkeit von der Na'-Konzentration I(Na) mit der Hill-

Gleichung angefittet:
[Na]" :
1 (Na ) =Ly Gleichung [2]
(K,)" +[Na]”
mit Iviax = Séttigungsstrom bei der jeweiligen aMDG-Konzentration, [Na] = Na'-

Konzentration, n = Hill-Koeffizient.

Es muss deutlich unterschieden werden zwischen den hier bestimmten apparenten Ky-
Werten und den Bindungskonstanten flir Substrat und Cosubstrat. Die Bindungskonstante
beschreibt den isolierten Bindungsvorgang, wohingegen die Ky-Werte den gesamten
Transportzyklus erfassen. Somit zeigen sich Anderungen in der Konzentration des
Cosubstrats auch in einer Anderung des apparenten Ky-Werts (Turner, 1981). Ist die
Bindung an sich der langsamste Schritt, bedeutet dies, dass man sehr wahrscheinlich
beim Messen des Ky die Bindungskonstante bestimmt. Ist jedoch ein nachfolgender
Schritt geschwindigkeitsbestimmend und der Bindung gegeniiber sehr langsam, so zeigt

sich dies in einer Erhdhung des apparenten Ky;.
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2.4.2.2 Das Spannungssprung-Experiment

Bei einem Spannungssprung-Experiment werden nacheinander, ausgehend von einem
Haltepotential von 0 mV, rechteckige Spannungsspriinge auf ein anderes Haltepotential
und wieder zuriick ausgefiihrt. Der Verlauf des Haltepotentials wird durch ein Protokoll
vorgegeben, das bei den jeweiligen Experimenten beschrieben wird. Die Serie von
Spannungsspriingen erfolgt zuerst in der Referenzlosung, dann in der Testlosung und
danach wieder in der Referenzlosung. Der Vergleich der zwei Referenzmessungen
gestattet eine fortwdhrende Kontrolle des Abdichtwiderstands. Die Referenzmessung
ohne aktivierten Transporter zeigt das elektrische Verhalten der Oozytenmembran bei
einer Spannungsidnderung, wohingegen bei einer Messung mit Substrat die Summe aus
membranabhidngigem Strom und Transporter-Strom gemessen wird. Der Differenzstrom
ergibt den zuckerinduzierten Strom. Ausgewertet wird dabei der stationédre Strom, der
sich nach dem Abklingen der kapazitiven Transienten einstellt. Bei ca. 10 % der
Messungen konnen die Spannungsspriinge auf positive Haltepotentiale nicht ausgewertet
werden, da zusitzliche Stéme durch einen Na'-Kanal auftreten, der durch eine lingere
Depolarisation tiber +20 mV langsam aktiviert wird und auch sehr langsam deaktiviert

(Kado und Baud, 1981; Baud et al., 1982).

2.4.2.3 Schnelle Spannungssprung-Experimente zur Bestimmung der
Vorgleichgewichtsstrome

Da die transienten Strome der Vorgleichgewichtsstrome nach einem Spannungssprung
sehr schnell (im sub-ms-Bereich) abklingen, erfolgt die Aufnahme der Datenpunkte mit
einer Abtastrate von 200 kHz und 50 kHz Filterfrequenz. Die Transienten werden durch 2
—t —t

Exponentialfunktionen der Form [ (t) =1- e?‘ +1, -eg +C mit dem Levenberg-
Marquardt-Algoritmus des Programms Clampfit 8.1 angefittet.

Fiir die Untersuchung der Vorgleichgewichtsstrome im Auswdértstransport erfolgen die
Spannungsspriinge in einer aMDG-haltigen und in einer Mannitol-haltigen Badlosung bei
hoher Na'-Konzentration. Der Wechsel zur aktivierenden Badlésung dient gleichzeitig
auch als Uberpriifung der Expression. Das Protokoll der Spannungsspriinge wird bei der
jeweiligen Messung erldutert.

Der Einwiértstransport des SGLT1 kann auch an einem Patch in der inside-out-
Konfiguration induziert werden, wenn die Pipettenlosung das Substrat Zucker zusammen

mit einer hohen Na'-Konzentration enthilt. Zur Untersuchung der transienten Strome des
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Einwiértstransports ist es deshalb notwendig, die Messungen mit Substrat in der
Pipettenldosung an einem Patch und ohne Substrat an einem zweiten Patch derselben
Oozyte durchzufiihren. Dadurch kann kein Differenzstrom gebildet werden, was die
direkte Vergleichbarkeit der Messungen erschwert. Allerdings kann das Ermitteln der
Zeitkonstanten der transienten Strome Aufschluss dariiber geben, ob am Patch iiberhaupt
Vorgleichgewichtsstrome durch SGLT1 mit Zeitkonstanten im Bereich von ms
nachgewiesen werden konnen, wie sie in Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Experimenten
gefunden wurden.

Die Expressionsiiberpriifung erfolgt {iber den Strom des Auswiértstransports. Gegeniiber
den Messbedingungen vorher wird durch die Badlosung zur Expressionsiiberpriifung, die
nun eine hohere Na'-Konzentration als die Pipettenlosung enthilt, der Na'-Gradient
umgekehrt. Enthidlt die Pipettenlosung aMDG, wird der Einwirtstrom inhibiert. Die
Applikation von aMDG in der Badlosung fiihrt zu einem Auswértstrom. Da jedoch auch
die Pipettenldsung aMDG und Na' enthilt, kann der Transporter im sogenannten Homo-
Exchange-Modus nach der Abgabe der Substrate auf der Membranaussenseite wiederum
2 Na' und ein Zuckermolekiil binden und zur Membraninnenseite translokieren. Dieser
Austausch ist elektroneutral und vermindert den Auswaértsstrom, so dass keine
quantitativen Aussagen iiber die Expressionshohe gemacht werden konnen, aber durch
das Auftreten eines Auswértstrom nachgepriift werden kann, ob iiberhaupt Expression

vorhanden ist.

2.4.2.4 Bestimmung der Kapazititen

Zur Bestimmung der Pipettenkapazitdt wird die offene Pipette mit einem Pfropfen aus
einer Lipidldsung (1,5% Phosphatydylcholin in Decan) verschlossen (Hilgemann, 1995).
Der Propfen besitzt gegeniiber einem Makropatch durch seine deutlich hohere Dicke eine
geringere Kapazitit, die gegeniiber der Pipettenkapazitidt vernachldssigbar ist. Die
Lipidlosung wird in das mit Seallosung gefiillte Mess-Schélchen auf einem Deckglas
eingebracht. Die offene Pipette wird in den Lipidtropfen bewegt, und es bildet sich
zumeist instantan ein Abdichtwiderstand in der GroBenordnung von einigen GQ aus. Die
Messungen werden mit und ohne Kompensation der Pipettenkapazitit durchgefiihrt. Es
werden Spannungsspriinge von einem Haltepotential von 0 mV auf —100 mV bis +60 mV
bzw. +100 mV in 20 mV-Schritten ausgefiihrt. Die verschobene Ladung Q wird aus dem

Integral des transienten Stroms I zwischen Beginn und Ende des Spannungssprungs

do

ermittelt, da 7/ =7 =% :JI -dt. Aus dem linearen Anstieg der verschobenen
4
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Ladung Q gegen die Differenz im Haltepotential AU kann die Kapazitit C geméil
C= % durch lineare Regression aus dem Steigungsfaktor ermittelt werden. Zur
Bestimmung der Gesamtkapazitit von Patch und Pipette Kapazitit(Patch+Pip) werden
die Spannungsspriinge zuerst am intakten Patch durchgefiihrt. Nach der Zerstorung des
Patches erfolgen die Spannungsspriinge an der mit einem Lipidpfropf verschlossenen

Pipette. Die Kapazitit eines Patches berechnet sich aus der Differenz.
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3 Ergebnisse

Zur Untersuchung seiner intrazelluldren Eigenschaften wird SGLT1 in Xenopus-Oozyten
heterolog exprimiert. An Makropatchen in der inside-out-Konfiguration erfolgt mit der
Patch-Clamp-Technik zuerst die Bestimmung der reinen Konzentrationsabhéngigkeit der
Affinititen fiir aMDG und Na" ohne Potentialgradienten bei HP = 0 mV. Dazu werden
verschiedene Konzentrationen des einen Substrats bei festen Konzentrationen des
jeweiligen anderen Substrats appliziert. Die Konzentrationen des anderen Substrats
werden dabei so ausgewdhlt, dass sie den séttigenden Bereich, den Bereich des Ky und
den nichtséttigenden Bereich abdecken. Man erhélt so Informationen iiber die apparenten
Affinitdten von SGLT1 unter den jeweiligen Messbedingungen und kann die gegeseitigen
Einfliisse der Substrate auf den Transportprozess untersuchen, z. B. die
Bindungsreihenfolge der Substrate bestimmen.

Die zweite Fragestellung untersucht die Spannungsabhingigkeit des Auswértstransports.
Dazu werden Spannungsspriinge unter den gleichen Konzentrationsbedingungen wie
oben durchgefiihrt. Aus den Strom-Spannungs-Kennlinien werden die Affinititen bei
dem jeweiligen Haltepotential bestimmit.

Die Anzahl der exprimierten Transporter pro Oozyte ist ausreichend, um an einem Patch
typischerweise Strome im Bereich von 20-40 pA messen zu kénnen. Dies entspricht

ungefihr 2,5 — 5-10° Transportern pro Patch bei einer Wechselzahl von 25 s™'.

3.1 Verlauf eines Experiments

Abb. 8 A zeigt den Verlauf eines typischen Experiments, das aus 3 Ldsungswechsel-
Experimenten besteht, wobei beim 2. Ldsungswechsel-Experiment zusitzlich
Spannungsspriinge durchgefiihrt werden. Die Stromspuren werden kontinuierlich mit
einer Abtastrate von 488 Hz und einer Filterfrequenz von 1 kHz aufgezeichnet und zur
Auswertung mit 20 Hz nachgefiltert. Die Referenzlosung ohne aMDG wird jeweils
zwischen den Testlosungen mit unterschiedlichen aMDG-Konzentrationen im Bereich
von 5-100 mM oaMDG appliziert. Die Applikation von 100 mM aMDG (Losung 1)
wiahrend des 1. Losungswechsels flihrt zu einem positiven Strom von 21 pA. Die
Stromrichtung ergibt sich aus dem Transport der 2 positiv geladenen Na'-Ionen von der
intrazelluldren zur extrazelluliren Membranseite. Der Strom kehrt bei der Wegnahme der
aMDG-haltigen Losung zum Ausgangswert zuriick. Die restlichen Losungen werden
anschlieBend protokollgesteuert mit einer Applikationsdauer von 8,5 s appliziert, wobei

dazwischen immer wieder zur Referenzlésung ohne aMDG geschaltet wird.



38 Ergebnisse

A Lo

2. Lésungswechsel mit

1. Lésungswechsel | Spannungsspriungen 3. Lésungswechsel
1€ e Il I

Pli¢ ik

i
[ [ I
‘
|

|
1 i N
.
.

D oooooo; fea oy __— O 0 O 0| m

M 21E14]1EE 11 §2 IZ[' 4 5] § (el O @2 @B 4 @3 6 @
10pA| |

1 min

B / i

10 pA| l !
3s 100 mM|aMDG

Abbildung 8: A) Originalaufzeichnung eines typischen Experiments mit 3 Losungswechsel-
Experimenten bei HP = 0 mV, wobei im 2. Losungswechsel-Experiment zusétzlich Spannungssprung-
Experimente durchgefiihrt werden. Die Badlosung enthilt konstant 110 mM Na', die oaMDG-
Konzentration von 0-100 mM oMDG wird in absteigender Konzentration gewechselt. Die
Applikation der aMDG-haltigen Losung wird durch die grauen Balken dargestellt. Die Losungen
werden der Ubersichtlichkeit halber mit Nummern bezeichnet, wobei Lsg 1=100, Lsg 2:= 80; Lsg =
60; Lsg 4 =40; Lsg 5 =20; Lsg 6 = 10 und Lsg7 = 5 mM oMDG entsprechen. B) VergroBerte Ansicht
der Stromspuren bei Spannungsspriingen in der Referenzldsung vor und nach den Spannungsspriingen
in der Badlosung mit 100 mM oMDG, aus denen dann die Strom-Spannungs-Kennlinien bestimmt

werden.

Der 2. Losungswechsel erfolgt analog, wobei zusitzlich Spannungsspriinge
protokollgesteuert durchgefiihrt werden. Die Stromantwort auf die Spannungsspriinge
bei der Applikation von 100 mM aMDG und der Referenzlosung ohne aMDG sind
vergroBert in Abb. 8 B dargestellt (die Stromantwort auf einen Spannungssprung wird in
Kap. 3.3.1 ausfiihrlicher beschrieben). In dieser Messung wird das Haltepotential in
5 Durchgéngen von 0 mV auf -100 mV bis +50 mV gedndert. Dabei erfolgt zuerst ein
Sprung zum negativen Potential mit 20 mV Schrittweite und 450 ms Dauer, gefolgt von
einer Riickkehr zu 0 mV fiir 150 ms und anschlieBendem Sprung zum positiven

Haltepotential mit 10 mV Schrittweite und 450 ms Dauer. Anschliefend wird das
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Haltepotential bis zum Ende des 1. Durchgangs auf 0 mV geklemmt, bevor der
2. Durchgang erfolgt. Diese Messungen werden fiir jede oMDG-Konzentration
ausgefiihrt. Daran anschlieBend erfolgt ein 3. Losungswechsel-Experiment analog dem
ersten, da sich wiahrend der Dauer des Experiments zum Teil die Stromamplituden noch
verandern (s. 3.1.1).

Die Losungswechsel-Experimente werden zur Bestimmung der Ky-Werte fiir cMDG und
Na' bei HP = 0 mV herangezogen, die Stromamplituden der Spannungsspriinge werden
zur Erstellung der Strom-Spannungskurven benutzt, mit deren Hilfe die
Spannungsabhingigkeit des Ky™P¢ bestimmt wird.

aMDG

3.1.1 Veranderung des Ky wahrend der Messdauer

Die Messung in Abb. 8 A ist auch ein Beispiel fiir das vorher angesprochene Problem,
dass sich innerhalb der Dauer des Experiments die Stromamplituden verédndern, so dass

sich bei der Auswertung unterschiedliche Kn™PS-Werte ergeben.

Der 1. Losungswechsel wird sofort nach dem Abziehen des Patches und dem
Positionieren der Pipette innerhalb der Losungszufuhr durchgefiihrt. Dieser Vorgang
dauert etwa 30 s. Das komplette 1. Losungswechsel-Experiment dauert etwa 3 min. Die
Stromamplituden sind in Abb. 9 dargestellt. Daraus wird der Ky bestimmt, der fiir
das 1. Losungswechsel-Experiment 5,6 £ 0,5 mM betrdgt. Das 2. Losungswechsel-
Experiment mit zusétzlich durchgefiihrten Spannungsspriingen dauert ca. 6 min, der
daraus berechnete Ky™PY betrigt 10,1 £0,7 mM und ist damit um ungefihr einen
Faktor 2 hoher als der des 1. Experiments. Das 3. Losungswechsel-Experiment dauert ca.
5 min, der hier bestimmte Ky*P¢ betriigt 10,9 £ 0,6 mM, stimmt also mit Ky*"% des 2.
Losungswechsel-Experiments iiberein und ist damit auch um einen Faktor 2 hoher als der
Ky™PS aus Losungswechsel 1. Die interessante Beobachtung, dass sich der K MPS
wihrend der Messdauer verdndert, kann nicht durch die leichte Abnahme der
Stromamplitude mit der Zeit, dem sogenannten ,,Rundown‘ erklért werden, die in dieser
Messung zwischen dem 2. und 3. Losungswechsel auftritt. Die Stromamplituden nehmen
fiir jede applizierte aMDG-Konzentration um ca. 10 % ab zwischen dem 2. und dem 3.
Losungswechsel-Experiment. Im Falle eines ,,Rundowns® verringern sich die
Stromamplituden bei allen aMDG-Konzentrationen gleichméfig durch die insgesamte
Verringerung der Transporteraktivitit, so dass der berechnete Ky®™PY bei verringertem
Imax  konstant bleibt. Auch eine Verdnderung der Anzahl der Transporter ist

oMDG

auszuschliessen, da in diesem Fall der apparente Ky gleichbleibt, aber eine
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Anderung in Iy, sichtbar wire. Die hier beobachtete Anderung des apparenten Ky bei
konstantem Iy, hingegen bedeutet, dass sich nur die Stromamplituden einiger

Konzentrationen dndern.
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Abbildung 9: Beispiel fir die Verdnderung des Ky wihrend der Messdauer.  Die

Stromamplituden bei 3 aufeinanderfolgenden Messungen an einem Patch in Abhéngigkeit von der
aMDG-Konzentration ergeben unterschiedliche KM“MDG: fiir die erste Messung 5,6 +£0,5 mM
(Imax= 22,7 pA) und fiir die zweite und dritte Messung 10,1 +0,7 mM (Iyx = 22,5 pA) bzw.
10,9+ 0,6 mM (Iyj.x = 20,8 pA), die anndhernd zweimal grosser sind. Die Messungen werden bei
110 mM Na" und einem Haltepotential von 0 mV durchgefiihrt.

oMDG it der Zeit konnte damit erklirt werden, dass die Aktivitit

Die Verdnderung des Ky
des SGLT1 durch Substanzen im Cytoplasma reguliert wird. Der 1. Losungswechsel
erfolgt immer sofort nach dem Abziehen des Patches, so dass sich hier noch
cytoplasmatische Substanzen am Patch befinden konnen, die dann durch das
Perfundieren des Patches langsam herausgewaschen werden. Im 2. und 3.
Losungswechsel-Experiment scheint das Fehlen dieser Substanzen zu einem hdheren
Ku™PS zu fithren. Um alle Experimenten unter gleichen Versuchsbedingungen
durchzufiihren, wird der Patch nach dem Abziehen zuerst einige Minuten mit der
Referenzlosung ohne aMDG perfundiert. AuBlerdem werden an jedem Patch immer
mindestens 3 Messungen der aMDG-Abhingigkeit durchgefiihrt, um die Uberein-
stimmung der drei Ky™P¢-Werte zu iiberpriifen.

Um den Einfluss von potentiellen regulatorischen Substanzen zu testen, werden weitere
Messungen mit ATP und Proteinkinase A (PKA) durchgefiihrt. Fiir die Messung mit ATP
werden Losungen mit 3 aMDG-Konzentrationen verwendet: 0, 10 und 60 mM bei

110 mM Na' mit und ohne Zugabe von 2 mM ATP. Die Zugabe von ATP zeigt keinen

Effekt auf die gemessenen Stromamplituden und somit auch nicht auf den Ky®™P% (n=1).
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In der gleichen Weise wird die Wirkung der PKA untersucht. Dazu werden den
Testlosungen 100 U/ml der katalytischen Untereinheit der cAMP- abhéngigen PKA und
200 uM ATP zugefiigt. Auch hier erhdlt man bei 4 Wiederholungen jeweils die gleichen
Stromamplituden wie in der Messung ohne PKA und ATP und somit zeigt sich keine

Verinderung des Ky™P¢ (n=2).

3.2 Substrat-Abhangigkeit des SGLT1

Im Folgenden werden die Untersuchungen der intrazelluliren Affinititen des Na'-
Glucose-Cotransporters SGLT1 fiir das Substrat aMDG und das Cosubstrat Na* bei
HP =0 mV ausfiihrlich dargestellt. Dazu werden in Losungswechsel-Experimenten die
Stroménderungen nach Applikation verschiedener Konzentrationen des einen Substrates
bei fester Konzentration des zweiten Substrates gemessen und daraus die Konzentration,

bei der der Strom 50 % des Maximalstroms betrigt, der Ky-Wert, bestimmt.

3.2.1 Bestimmung der aMDG-Affinitat bei verschiedenen Na*-
Konzentrationen

Zur Bestimmung der intrazelluldren Affinitat fiir das Glucose-Analogon aMDG werden
Losungswechsel-Experimente mit sieben aMDG-Konzentrationen bei den festen Na'-
Konzentrationen von 400 mM, 110 mM, 50 mM und 10 mM Na" in der Badlésung
durchgefiihrt. 400 mM Na® entsprechen sittigenden Cosubstratbedingungen fiir alle
getesteten aMDG-Konzentrationen, 110 mM und 50 mM Na" liegen im Bereich der
Halbsittigungskonzentration, und 10 mM Na" sind nicht séttigend. Durch die Anderung
des chemischen Potentials fiir Na" wird die treibende Kraft fiir den Glucose-Transport
verdndert.

Die Stromamplituden werden zur Vergleichbarkeit der Strome bei verschiedenen Patchen
auf den Strom bei 100 mM aMDG normiert, die gemessenen Mittelwerte dieses Stroms

werden jeweils in der Bildunterschrift angegeben.

3.2.1.1 aMDG-Affinitiit bei 110 mM Na’

Die folgenden Messungen werden mit der festen Na'-Konzentration von 110 mM in der
Badlésung und 5mM Na™ in der Pipettenldsung durchgefiihrt. Abb. 10 A zeigt ein
typisches Losungswechsel-Experiment bei einem Haltepotential von 0 mV. Die

Aufzeichnung erfolgt kontinuierlich mit einer Abtastrate von 488 Hz.



42 Ergebnisse

Ein Wechsel von der Referenzlosung ohne aMDG auf die erste Testlosung mit 100 mM
aMDG fiihrt zu einem schnellen Ansteigen des Stroms auf 18,7 pA. Sobald der Strom
konstant verlduft, wird zur Referenzlosung umgeschaltet und aMDG ausgewaschen. Der
zuckerinduzierte Strom fdllt schnell wieder auf OpA ab, wodurch eine Drift
auszuschliefen ist. Bei einem Wechsel zu niedrigeren aMDG-Konzentrationen werden
kleinere zuckerinduzierte Strome beobachtet, es zeigt sich also eine Abhingigkeit des

Stroms von der aMDG-Konzentration.
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Abbildung 10: Original-Aufzeichnungen zur aMDG-Abéngigkeit der zuckerinduzierten Stréme in
einer SGLT1-injizierten und einer Kontroll-Oozyte. Die Applikation der aMDG-haltigen Testlosungen
wird durch die Balken dargestellt, die mit der jeweiligen Konzentrationsangabe (in mM) versehen sind.
A) Die Applikation von Testldsungen mit verschiedenen aMDG-Konzentrationen fiihrt bei einer
SGLTl-injizierten Oozyte zu zuckerinduzierten, konzentrationsabhingigen Stromen. B) Bei einer
Kontroll-Oozyte kommt es durch die Zugabe der aMDG-haltigen Losungen zu keiner Stromédnderung.
Nach jeder aMDG-Applikation wird durch einen Spannungssprung auf +10 mV die Qualitdt des
Abdichtwiderstands iiberpriift. In beiden Experimenten betrdgt das Haltepotential 0 mV.

In einem Kontrollexperiment an einer nichtinjizierten Oozyte (Abb. 10 B) zeigt die
Applikation der aMDG-haltigen Losungen keine Stromédnderung. Die Pipettenlosung
enthielt hier 10 mM Na". Dieses Experiment verliuft protokollgesteuert, wobei am Ende
jedes Losungswechsels ein Spannungspuls zur Kontrolle des Sealwiderstandes appliziert
wird. In dem Signal ist dies an den kapazitiven Transienten und einer Stroménderung zu
erkennen, aus der der Sealwiderstand berechnet werden kann. Die Abtastrate betrégt
1,35 kHz. Die kleineren Artefakte am Beginn und Ende jedes Lésungswechsels werden
durch das Schalten der Ventile verursacht. Sie werden nur in manchen Experimenten
beobachtet. Die gemessenen Strome werden gemittelt und gegen die oaMDG-
Konzentration aufgetragen (Abb 11). Der Strom zeigt eine deutliche Zunahme mit

ansteigender aMDG-Konzentration und sittigt bei hohen Konzentrationen.
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Abbildung 11: Gemittelte zuckerinduzierte Strdme als Funktion der aMDG-Konzentration bei
110 mM Na'(N = 3). Die Normierung erfolgt auf den Maximalstrom bei 100 mM aMDG, wobei der
Mittelwert der Maximalstrome 27,0 + 10,8 pA betrdgt. Die Abhédngigkeit des Stromes von der aMDG-
Konzentration wird durch die Michaelis-Menten-Gleichung angepasst. Der Fit wird als durchgehende
Kurve dargestellt. Der Ky *MP G betrdgt 7,7 £ 1,5 mM aMDG bei einem berechneten Iy, von 1,05 a.u..

Das Haltepotential betrdgt 0 mV.

Zur Bestimmung des Ky™P%Wertes wird fir jede Messung der Strom bei
unterschiedlichen Zuckerkonzentrationen [((aMDG) mit der Michaelis-Menten-Gleichung
(Gleichung [1]) angepasst und danach gemittelt. Der Ky™P% -Wert wird an 3 Patches
bestimmt. In Tab. 2 sind die Ergebnisse der Einzelmessungen und der daraus gebildete
Mittelwert dargestellt. Der angepasste Sittigugsstrom Iy = 1,05 zeigt, dass aMDG-
Konzentrationen > 100 mM aMDG eine Séttigung der Transporteraktivitit herbeifiihren.

Patch 1 Patch 2 Patch 3 Mittelwert £+ SEM

Ky [mM] | 10,7 6,9 5,4 7,7+1,6

Tabelle 2: Ky“PY der Einzelmessungen und daraus berechneter Mittelwert bei 110 mM Na™ (N=3)

3.2.1.2 aMDG-Affinitit bei 50 mM Na*

Die Losungswechsel-Experimente zur Ermittlung der Zuckeraffinitit des SGLT1 werden
analog zu oben bei 50 mM Na' in der Badlésung und 5 mM Na' in der Pipettenldsung

durchgefiihrt (Abb. 12).
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Abbildung 12: Gemittelte zuckerinduzierte Strome als Funktion der aMDG-Konzentration bei 50 mM
Na® (N=3). Die durchgezogene Kurve stellt einen Michaelis-Menten-Fit mit K™ = 16,4 mM und
Ima=1,2 a.u. dar. Der Mittelwert der Strome bei 100 mM aMDG, auf die normiert wird, betragt 5,8 +
0,4 pA. Das Haltepotential betragt 0OmV.

Die Strome erreichen, verglichen mit 110 mM Na’, erst bei hoheren aMDG-
Konzentrationen 50 % des Sittigungsstroms. Damit verschiebt sich der Ky®™P¢ auf
16,4 £3,1 mM (Tab. 3). Der angepasste Iy.x=1,2a.u. wird im betrachteten

Konzentrationsbereich nicht erreicht.

Patch 1 Patch 2 Patch 3 Mittelwert £ SEM

Ku™PY[ mM] | 20,7 18,3 10,3 164+ 3,1

Tabelle 3: Ky“M°¢ der Einzelmessungen und daraus berechneter Mittelwert bei 50 mM Na™ (N=3)

3.2.1.3 oMDG-Affinitiit bei 10 mM Na"im Bad/ 0 mM Na" in Pipette

Eine weitere Reduktion der Na'-Konzentration resultiert in einer weiteren Erhdhung des
Ky™PY. Die Experimente werden mit einer festen Na'-Konzentration von 10 mM Na” in
der Badldsung und 0 mM Na' in der Pipette durchgefiihrt (Abb. 13). Der gemittelte
K MPS betrigt 30,4 +4,2mM oMDG. Der angepasste Iyvux=1,3au. wird im

betrachteten Konzentrationsbereich nicht erreicht.

Patch 1 Patch 2 Patch 3 Patch 4 Mittelwert = SEM

Ku™MPSmM]  |42,7 26,2 28,1 24,6 30,4 +4,2

Tabelle 4: Ky*M°¢ der Einzelmessungen und daraus berechneter Mittelwert bei 10 mM Na™ (N=4)
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Abbildung 13: Gemittelte zuckerinduzierte Strome als Funktion der aMDG-Konzentration bei 10 mM
Na' im Bad/ 0 mM Na" in Pipette (N=4). Die durchgezogene Kurve zeigt den Michaelis-Menten-Fit
mit KI\,[“‘MDG =30,4£4,2 mM oMDG und I, = 1,3 £0,1 a.u.. Der Mittelwert der Strome bei 100 mM
aMDG, auf die normiert wird, ist 12,0 + 3,8 pA. Das Haltepotential betrdgt 0 mV.

3.2.1.4 aMDG-Affinitit bei 10 mM Na'in Bad und Pipette

Die nichsten Messungen untersuchen das Verhalten des SGLT1 bei symmetrischen Na'-
Konzentrationen in Bad- und Pipettenldsung von jeweils 10 mM Na™. Bei HP =0 mV ist

somit der elektrochemische Gradient fiir Na" gleich 0.
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Abbildung 14: Gemittelte zuckerinduzierte Strome als Funktion der aMDG-Konzentration bei 10 mM
Na' in Bad- und Pipettenldsung (N=4). Die durchgezogenen Linie zeigt den Michaelis-Menten-Fit mit
Ky™P%=72,2+ 7,9 mM oMDG und Iy, = 1,7 + 0,02 a.u.. Der Mittelwert der Strome bei 100 mM
aMDG, auf den normiert wird, betragt 2,9 + 0,8 pA. Das Haltepotential betrdgt 0 mV.

Bei der Applikation von aMDG zeigen sich vergleichsweise niedrige, auswértsgerichtete
zuckerinduzierte Strome, deren treibende Kraft nur der Zuckergradient ist. In Abb. 14

sind die Mittelwerte der gemessenen Strome dargestellt, wobei der Mittelwert der Strome
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bei 100 mM aMDG 2,9 £ 0,8 pA betrigt. Sie gehorchen auch einer Michaelis-Menten-
Kinetik, wobei der Ky™P% mit 72,3 £ 7,9 mM (Tab. 5) sehr hoch liegt. Der Strom sittigt
in dem betrachteten Konzentrationsbereich nicht, der Sittigungsstrom betrdgt 1,7mal dem
Strom bei 100 mM aMDG und wird erst bei deutlich hoheren Konzentrationen erreicht.
Somit kann aber gezeigt werden, dass der Transporter auch ohne Na'-Gradient Zucker

transportieren kann, wenn auch mit einer sehr geringen Affinitét.

Patch 1 Patch 2 Patch 3 Patch 4 Mittelwert + SEM

Kv™PSImM]  |85,0 82,4 71,6 50,1 72,3+7,9

Tabelle 5: Ky der Einzelmessungen und daraus berechneter Mittelwert bei 10 mM Na® in Pipette
und Bad (N=4)

3.2.1.5 aMDG-Affinitit bei 400 mM Na"*

Weitere Losungswechsel-Experimente werden zur Bestimmung des Ky™PY bei
400 mM Na' in der Badlésung und 0 mM Na' in der Pipettenldsung durchgefiihrt.
400 mM Na' ist 7mal groBer als der Ky = 57,0 mM Na®, der bei 25 mM aMDG, der
kleinsten getesteten aMDG-Konzentration, bestimmt wurde (s. 3.2.2.2). Somit sind
400 mM Na" fiir alle verwendeten aMDG-Konzentrationen annihernd sittigend. Eine
weitere Erhohung der Na'-Konzentration auf sittigende Werte, d. h. auf den 10fachen
Ky-Wert, erscheint wegen der damit verbundenen Erhohung der Osmolaritét der Losung
unzweckmissig. Bei sittigender Na'-Konzentration ist die Na'-Bindung sehr
wahrscheinlich nicht geschwindigkeitsbestimmend und hat kaum Einfluss auf die
apparente Zucker-Affinitdt. Es besteht somit die Mdglichkeit, nur die Abhéngigkeit des
SGLT1 von aMDG zu untersuchen.

Die Osmolaritit der Losungen ist durch die hohe Na'-Konzentration mit 933 mOsm in
der Bad- bzw. 916 mOsm in der Pipettenlosung sehr hoch, was die Erfolgsquote bei der
Ausbildung des Gigaseals reduziert. Aulerdem beeinflult auch das Haupt-Anion in der
Pipettenlosung die Héufigkeit der Sealbildung, denn mit 400 mM NMG-CI in der
Pipettenldsung gelingt das Sealen kaum, der Wechsel zu 400 mM NMG-Aspartat erhoht
die Reproduzierbarkeit erheblich. Die hohe Osmolaritdt wirkt sich auch auf die Qualitit
des Gigaseals aus. Direkt nach dem Abziehen des Patches betrigt betrdgt der Widerstand
~ 1GQ, fillt dann aber sehr schnell auf ca. 600 - 800 MQ ab. Zur Durchfiihrung eines
Losungswechsel-Experiments reicht dieser Sealwiderstand aus, allerdings konnen damit

keine Spannungssprung-Experimente durchgefiihrt werden.
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Abbildung 15: Gemittelte zuckerinduzierte Strdme als Funktion der aMDG-Konzentration bei
400 mM Na" (N =4). Der Michaelis-Menten-Fit mit Ky™"% = 2,6 + 0,5 mM ergibt Iy, = 1,03. Er ist
durch die durchgezogene Linie dargestellt. Der Mittelwert der Strome bei 100 mM aMDG, auf die
normiert wird, betriagt 22,8 +£ 4,7 pA. Das Haltepotential betrdgt 0 mV.

In Abb. 15 sind die Mittelwerte der Strome in Abhéngigkeit von der aMDG-
Konzentration mit dem Michaelis-Menten-Fit dargestellt. Der Anstieg des
zuckerinduzierten Stroms auf den Sittigungswert erfolgt sehr schnell. Der Ky*MP¢
betragt 2,6 + 0,5 mM (Tab. 6) und ist gegeniiber den Messungen mit nichtsdttigenden
Na'-Konzentrationenen deutlich kleiner. Die Sittigung wird schon bei ungefihr 60 mM

oMDG erreicht.

Patch 1 Patch 2 Patch 3 Patch 4 Mittelwert + SEM

K™ [ mM] 2,9 1,6 3,9 1,8 2,6+0,5

Tabelle 6: Ky““'°° der Einzelmessungen und daraus berechneter Mittelwert bei 400 mM Na* (N=4)

3.2.1.6 aMDG-Affinitit als Funktion der Na'-Konzentration

oMDG 415 Funktion der Na'-

Abb. 16 zeigt in einer Zusammenfassung die gemessenen Ky
Konzentration bei HP=0mV. Der Vergleich der Zuckeraffinititen bei 10 mM
intrazellulirem Na® mit  (gefiilltes Quadrat) und ohne anliegendem
Konzentrationsgradienten fiir Na* (offener Kreis) zeigt deutlich, dass die Anwesenheit
eines Na'-Gradienten die apparente Affinitiit deutlich um den Faktor 2 erh&ht.

Eine Erhdhung der Na'-Konzentration bei den Messungen mit Na'-Gradient fiihrt zu
einer Erniedigung des Ky™PC. Im Bereich der nichtsittigenden Na’-Konzentrationen
von 10 mM bis ca. 110 mM Na' verlduft der Abfall eher exponentiell, wobei der Ky""¢

um das 4fache abfillt. Im Bereich der annihernd sittigenden Na'-Konzentrationen von



48 Ergebnisse

110 bis 400 mM Na" verliduft der Abfall linear mit einem Faktor 3. Diese Abhiingigkeit

wird zur Bestimmung der intrazelluldren Bindungsreihenfolge verwendet (s. Kap. 3.5).

o

0 I 1(|)0 I 2(IJO I 3(|)0 I 4(|)0
Na' [mM]
Abbildung 16: Abhingigkeit der aMDG-Affinitit von der intrazelluliren Na'-Konzentration. Der

offene Kreis zeigt den Ky™PY ohne Na'-Gradienten bei jeweils 10 mM Na® in Bad- und

aMDG

Pipettenlosung, die gefiillten Quadrate die Ky mit anliegendem Na'- Gradienten. Zur besseren

graphischen Darstellung der Na'-Abhingigkeit werden die gemessenen Werte durch die gestrichelte

Linie verbunden.

3.2.1.7 Untersuchung zum Osmolaritatsgradienten

Einige der Messungen erfolgen mit Osmolarititsgradienten zwischen Bad- und
Pipettenlosung. So enthédlt die Pipettenlosung zur Bestimmung des oMDG-
Konzentrationsabhiingigkeit bei 110 mM Na" kein Mannitol, wohingegen die Osmolaritit
der Badlosung durch die Zuckerzugabe um 100 mOsm erhoht ist (Kap. aMDG-Affinitit
bei 110Na’). Bei anderen Messungen hingegen, z.B. bei 400 mM Na’, lag kein
Osmolarititsgradient vor. Um zu priifen, ob ein Osmolarititsgradient den gemessenen
Strom beeinfluflt und somit Messungen mit und ohne Gradient vergleichbar sind, werden
zu dieser Frage Kontroll-Messungen durchgefiihrt. Dazu werden die Stromamplituden,
die durch 100mM oMDG hervorgerufen werden, bei unterschiedlichen
Osmolarititsgradienten zwischen Bad- und Pipettenlésung verglichen. Die
unterschiedlichen Osmolaritdtsgradienten werden durch zusitzliches Mannitol in der
Badlosung erreicht, die Pipettenldsung enthdlt dabei immer 100 mM Mannitol. Die
Badlosung enthélt entweder 100 mM Mannitol oder 100aMDG, wodurch sich zwischen
Pipetten- und Badlosung kein Unterschied in der Osmolaritit ergibt. Oder aber die
Badlosung enthédlt 300 mM Mannitol oder (100 mM aMDG + 200 mM Mannitol),
wodurch sie eine um 200 mOsm hohere Osmolaritdt gegeniiber der Pipettenlosung

besitzt.
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Abbildung 17: Messugen zum Osmolarititsgradienten. A) Originalmessung der zuckerinduzierten
Strome bei einem Wechsel auf 100 mM aMDG unter verschiedenen osmolaren Bedingungen. Die
Pipette enthdlt 100 mM Mannitol, die Referenzldsungen entweder 100 mM Mannitol (dunkelgrauer
Balken) oder 300 mM Mannitol (weisser Balken). Die Testlosungen enthalten 100 mM oMDG
(schwarzer Balken) oder (100 mM aMDG + 200 mM Mannitol) (hellgrauer Balken). B) Vergleich der
zuckerinduzierten Stromamplituden beim Sprung auf 100 mM aMDG unter verschiedenen osmolaren
Bedingungen. (graue Histogramme: Sprung erfolgt von der Referenzlésung mit 100 mM Mannitol aus;
schraffierte Histogramme: Sprung erfolgt von der Referenzlosung mit 300 mM Mannitol aus). Die
Testlosungen sind auf der x-Achse angegeben. Die Experimente erfolgen mit 110 mM Na' und
HP =0 mV.

In Abb. 17 A soll die Fragestellung am Beispiel einer typischen Messung verdeutlicht
werden. Zuerst wird untersucht, in welchem Mal} ein Wechsel der Bedingungen von
(kein Gradient) auf (200mOsm hohere Osmolaritit im Bad) die Stromamplitude
beeinflusst. Dazu erfolgt von der Referenzlosung mit 100 mM Mannitol aus
(dunkelgrauer Balken) ein Wechsel auf die Testlosungen mit 100 mM oaMDG (kein
Gradient) und (100 mM oMDG+200 mM Mannitol) (200 mOsm hohere Osmolaritét in
der Badlosung). Es zeigt sich ein leichter Stromzuwachs von 76,5 pA auf 81 pA um
5,9 %. Im zweiten Teil werden die Stromamplituden unter der Bedingung untersucht,
dass durch die hochosmolare Referenzlosung ein Osmolarititsgradient vorgegeben ist.
Dieser wird durch den Wechsel zur niederosmolaren Testlosung weggenommen. Von der
Referenzlosung mit 300 mM Mannitol aus (weisser Balken) erfolgt ein Wechsel auf die
Testlosungen mit 100 mM aMDG (Osmolarititsgradient wird reduziert) und (100 mM
aMDG+200 mM Mannitol) (Osmolarititsgradient ist wieder hergestellt). Es zeigt sich
Stréme von 81,3 pA bzw. 82,4 pA, wobei der Strom bei der hochosmolaren Testlosung
um 1,3 % hoher ist als bei der niederosmolaren.

Die Ergebnisse von drei Messungen sind in Abb. 17 B dargestellt. Die grauen
Histogramme zeigen den Wechsel von der Referenzlosung mit 100 mM Mannitol auf die

Testlosungen, die auf der x-Achse aufgetragen sind. Die schraffierten Balken stellen den
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Wechsel von der Referenzlosung mit 300 mM Mannitol auf die Testlosungen dar. Die
Normierung der gemessenen Strome erfolgt auf die Stromamplitude bei dem Wechsel
von 100 mM Mannitol auf 100 mM aMDG (graues linkes Histogramm). Insgesamt ergibt
sich ein leichter Stromanstieg in Anwesenheit eines Osmolarititsgradienten, z.B.
unterscheidet sich der Strom bei einem Sprung von 100 mM Mannitol auf 100 mM
oMDG und auf (100 mM aMDG + 200 mM Mannitol) um +3,8 £2,1 %. Von 300 mM
Mannitol aus zeigt sich fiir die Strome beim Sprung auf 100 mM oMDG und auf
(100 mM aMDG + 200 mM Mannitol) der Unterschied von 5,8 %. Diese Fehler liegen
im Bereich der normalen Messungenauigkeit. Beriicksichtigt man, dass der in den hier
durchgefiihrten Messungen zur Untersuchung der Konzentrationsabhidngigkeiten mit
einem halb so groen Osmolaritdtsunterschied durchgefiihrt werden (100mOsm hohere
Osmolaritdt in der Badlosung gegeniiber der Pipettenlosung), sollten die eventuell
auftretenden Abweichungen noch kleiner und damit vernachléssigbar sein. Deshalb

konnen Messungen mit und ohne Osmolaritétsgradienten verglichen werden.

3.2.2 Bestimmung der Na’-Affinitat des SGLT1 bei
verschiedenen aMDG-Konzentrationen

Zur Bestimmung der Na'-Affinitit des SGLT1 werden Losungswechsel-Experimente mit
7 Na'-Konzentrationen bei den festen intrazelluliren Zuckerkonzentrationen von
250 mM, 100 mM und 25 mM aMDG durchgefiihrt. Dies ermoglicht die Bestimmung
der Abhiingigkeit der apparenten Na'-Affinitit vom Substrat aMDG.

Die Stromamplituden werden zur Vergleichbarkeit der verschiedenen Patches auf den
Strom bei 100 mM Na’ normiert, die gemessenen Mittelwerte dieses Stroms werden

jeweils in der Bildunterschrift angegeben.

3.2.2.1 Na'-Affinitit bei 250 mM «oMDG

In Abb. 18 ist eine Originalmessung zur Bestimmung der Na'-Affinitit bei HP = 0 mV
dargestellt. Die Na'-Konzentration im Bad wird zwischen 10 - 200 mM Na" variiert, die
Pipettenldsung enthilt 2 mM Na'. Der Transporter wird aktiviert durch die Applikation
von 250 mM aMDG, wobei diese Konzentration fiir alle Na'-Konzentrationen sittigend
ist. Der Wechsel von 200 mM Na’ zu (200 mM Na' + 250 mM oMDG) fiihrt zu einem
zuckerinduzierten Strom von 40 pA, der beim Wechsel zur aMDG-freien Na'-haltigen
Losung wieder auf 0 pA zuriickkehrt. Beim nachfolgenden Wechsel von 200 mM Na' auf
100 mM Na" fillt der Strom um 2,3 pA ab, was zum Teil vermutlich auf den Na'-
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Leckstrom des SGLTI1, andererseits aber auch auf lonenkanidle in der Membran
zuriickzufiihren ist (siche 2.4.2.1). Die Amplitude der Stroménderung ist von Patch zu
Patch verschieden und tritt auch bei einem Wechsel der Na'-Konzentration an
nichtinjizierten Oozyten auf. Im Zeitraum von 290 — 590 s werden die Badlosungen in
den Losungbehiltern getauscht, da durch die zusitzliche Applikation der reinen Na'-
Losungen die bendtigte Anzahl der Losungen von 8 auf 14 steigt. Im 1. Durchgang
werden 200, 100, 40 und 10 mM Na" getestet, im 2. Durchgang 200, 150, 60 und 20 mM
Na'. Die Losung mit 200 mM Na" wird dabei als Referenzlosung in beiden Durchgingen
gemessen, um etwaige kleinere Stromédnderungen durch einen ,,Rundown-Effekt™

beriicksichtigen zu konnen, der in einigen wenigen Experimenten auftrat.
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Abbildung 18: Originalmessung der zuckerinduzierten Stréme in Abhingigkeit von der Na'-
Konzentration. Die weissen und hellgrauen Balken zeigen die jeweils benutzte Na -Konzentration, die
dunkelgrauen Balken die Applikation der entsprechenden Na'-Konzentration plus 250 mM aMDG.
Das Haltepotential betrdgt 0 mV.

Zur Bestimmung der Affinitét fiir Na” werden die zuckerinduzierten Strome gegen die
Na'-Konzentration aufgetragen. Abb. 19 zeigt die Mittelwerte der Strome aus 5
Einzelmessungen. Der sigmoidale Anstieg des Stroms mit zunehmender Na'-
Konzentration ldsst auf einen Hillkoeffizienten >1 schliessen und somit auf eine
Beteiligung von mehr als einem Na'-Ion an dem Transportprozess. Der Séttigungsstrom

Imax = 1.2 £ 0,02 a.u. wird im gemessenen Konzentrationsbereich noch nicht vollstindig
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erreicht. Die gemessenen Stromen werden zur Bestimmung der halbmaximalen Na'-

Konzentration Ky* und des Hill-Koeffizienten n mit der Hill-Gleichung gefittet.
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Abbildung 19: Gemittelte zuckerinduzierte Stréme als Funktion der Na'-Konzentration bei 250 mM
oMDG (N = 5). Die durchgezogenen Linie zeigt den Fit der Hill-Gleichung mit Ky,"* = 38,2 mM Na",
n = 1,5 und Iy = 1,2 a.u.. Der Mittelwert der Stréme bei 100 mM Na", auf die normiert wird, betrigt
29,4 + 4,3 pA. Das Haltepotetial betrdgt 0 mV.

Tab. 7 zeigt die Ergebnisse der Messungen an 5 Patchen fiir Ky und n. Aus diesen wird
der Mittelwert bestimmt. Die Affinitit fiir Na” liegt damit bei 38,2+ 2,0 mM Na", der
Hill-Koeffizienten n betragt 1,5 = 0,1.

Patch 1 |Patch2 |Patch3 |Patch4 |Patch5 |Mittelwert+ SEM

Kv[mM]  [37.5 325 35.6 434 41.8 38,2 +2,0

n 2,0 1.6 1.4 13 1.4 1,5+0,1

Tabelle 7: Ky,"* und Hillkoeffizient n der Einzelmessungen und daraus berechnete Mittelwerte bei
250 mM aMDG (N=5)

3.2.2.2 Na"-Affinitit bei 25 mM oMDG

Eine weitere Na'-Affinititsbestimmung wird bei einer festen aMDG-Konzentration von
25mM oMDG durchgefiihrt. Auch hier werden die Messungen mit 7 Na'-
Konzentrationen in 2 Durchgidngen erstellt. 25 mM oMDG entspricht ungefdhr der
halbmaximalen Zuckerkonzentration bei einer Na'-Konzentration von 20 mM und ist fiir
den gesamten Na'-Konzentrationsbereich nicht sittigend.

Abb. 20 stellt die Mittelwerte der zuckerinduzierten Strome in Abhdngigkeit von der
Na'-Konzentration dar. Auch hier zeigt sich wieder das sigmoidale Verhalten, das auf
einen Hill-Koeffizienten von >1 schlieBen lisst. Die Strome der Einzelmessungen werden

mit der Hill-Gleichung gefittet, und der Mittelwert fiir Ky"* und den Hill-Koeffizient n
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berechnet. Es ergibt sich Ky"*=57,0 = 3,0 mM und n=1,6 + 0,1 (Tab. 8). Mit diesen
Mittelwerten wird ein Hill-Fit erstellt, der in Abb. 20 als durchgezogene Linie zu sehen

1st.
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Abbildung 20: Gemittelte zuckerinduzierte Strome als Funktion der Na'-Konzentration bei 25 mM
oMDG (N=9). Die durchgezogenen Linie zeigt den Fit der Hill-Gleichung mit Ky,"* = 57,0 mM Na', n
= 1,6 und Iy, = 1,4 a.u.. Der Mittelwert der Strome bei 100 mM Na®, auf die normiert wird, betrigt
33,1 £0,7 pA. Das Haltepotetial betrdgt 0 mV.

Patch 1 Patch2 Patch3 Patch4 Patch5
Ky 2 [mM] 56.2 59.2 70.9 48.3 51,0
n 1.8 1.3 1.4 1.7 1.6
Patch 6 Patch7 Patch8 Patch9 Mittelwert £ SEM
Ky [mM] | 65.1 53.9 65.1 43.4 57,0 £ 3,0
n 1.6 1.9 1.3 1.5 1.6 £ 0.1

Tabelle 8: Ky,"* und Hillkoeffizient n der Einzelmessungen und daraus berechnete Mittelwerte bei
25 mM aMDG (N=9)

3.2.2.3 Na'-Affinitit bei 100 mM oMDG

Die Durchfiihrung der Experimente zur Bestimmung der Na'-Affinitit in der vorher
beschriebenen Weise erfordert ein qualitativ gutes, lange haltbares Gigaseal. Eine weitere
Moglichkeit der Versuchsdurchfiihrung besteht darin, an einem Patch nur jeweils 4 Na'-
Konzentrationen von 7 Na'-Konzentrationen zu messen. Die Daten werden auf die
gemeinsame Referenzldosung normiert und zusammen ausgewertet. Dieses Verfahren
wird bei einer festen aMDG-Konzentration von 100 mM durchgefiihrt. Fiir jeden

Durchgang werden 3 Einzelmessungen gemacht, die Na'-Konzentrationen betragen 130,
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110, 50, und 20 mM Na' bzw. 110, 80, 40 und 10 mM Na’. Die auf 110 mM Na"
normierten, gepoolten Daten sind in Abb. 21 dargestellt. Die gemittelten Strome zeigen
groflere Fehler als die gemittelten Strome der Messungen von 7 Konzentrationen an
einem Patch. Der aus den gemittelten Daten gefittete Ky zeigt eine sehr grosse
Standardabweichung von 37%, genauso wie der Hill-Koeffizient mit einem Fehler von
25%. Bei diesem Verfahren ist der Fehler des Fits angegeben, wohingegen im anderen

Verfahren eine mehrfache Bestimmung des Ky™°¢

erfolgt und hier die Abweichung
vom Mittelwert angegeben wird. Die unterschiedlichen Verfahren konnen somit nicht

direkt verglichen werden.

1.2
— 1.0
= ]
S 084
€ |
o
E/-‘) 0.6-
£ 04-
2 | =15+03
%0.2— v
g "] K, =51,0+189
0.0- n =12+03
T v T v T v T v T v T v 1
0 25 50 75 100 125 150

Na" [mM]

Abbildung 21: Gemittelte zuckerinduzierte Stréme als Funktion der Na'-Konzentration aus bei
100 mM aMDG (N = 6). Die durchgezogenen Linie zeigt den Fit der Hill-Gleichung mit Ky"* =
51,0mM Na’, n=1,2 und Iy, = 1,5 au. Der Mittelwert der Stréme bei 110 mM Na™ ist
33.4 + 7,4 pA. Das Haltepotetial betrdgt 0 mV.

3.2.2.4 Na'-Affinitit als Funktion der eMDG-Konzentration

In Abb. 22 sind die Fit-Parameter aus den Messungen fiir die Bestimmung der Na'-
Affinitdt fiir die 3 verschiedenen festen aMDG-Konzentrationen zusammengefasst.

Die apparente Na'-Affinitit des SGLT1 ist kaum abhiingig von der applizierten aMDG-
Konzentration, denn eine zehnfache Erh6hung des intrazelluliren aMDG fiihrt zu einer
leichten Erniedrigung des Ky um einen Faktor 1,5 von 57,0 mM auf 38,2 mM (Abb.
22 A). Der Hill-Koeffizient n (Abb. 22 B) zeigt keine Abhéngigkeit von der aMDG-

Konzentration.
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Abbildung 22: Abhéngigkeit der Hill-Parameter von der aMDG-Konzentration. A) Abhdngigkeit des
Ky von der intrazelluliren Zuckerkonzentration; B) Abhingigkeit des Hill-Koeffizienten n von der
oaMDG-Konzentration. Die Messwerte werden zur besseren Ubersichtlichkeit durch die gestrichelte

Linie verbunden.

3.3 Spannungsabhangigkeit des SGLT1

Das von der Arbeitsgruppe Wright vorgeschlagene Transportmodell (Parent et al., 1992b)
beinhaltet als spannungsabhiingige Schritte die Na'-Bindung/-Dissoziation auf der
Membran-AuBenseite und die Relokation des leeren Transporters in der Membran. Im
nichsten Teil der Experimente wird mittels Spannungsspriingen untersucht, wie sich eine
Anderung des Haltepotentials auf die Aktivitit des Transporters und damit auf die
Stromamplituden auswirkt. Die Messungen werden bei verschiedenen Konzentrationen
des einen Substrats bei fester Konzentration des anderen Substrats durchgefiihrt.

Aus dem Verlauf der Strom-Spannungs-Kennlinien konnen auch fiir das Transport-
modell Riickschliisse darauf gezogen werden, inwieweit spannungsabhédngige Schritte

ratenlimitierend sind.

3.3.1 Beispiel eines Spannungssprung-Experimentes

Abb. 23 A - E zeigt ein typisches Spannungssprung-Experiment. Die Messung wird unter
sittigenden Substratbedingungen (200 mM Na', 250 mM oMDG) durchgefiihrt. In Abb.
23 A ist das Protokoll, das die Spannungsspriinge steuert, dargestellt. Ausgehend von
einem Haltepotential von 0 mV werden repetitiv Spannungsspriinge von 100 ms Dauer
ausgefiihrt. Die Serie der Testpotentiale erfolgt in 20 mV-Schritten in einem

Potentialbereich von —100 bis +60 mV. Nach jedem Spannungssprung kehrt das
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Haltepotential fiir 100 ms auf 0 mV zuriick. Die Aufnahme der Daten mit PC1 erfolgt mit

einer Abtastrate von 10 kHz bei einer Filterfrequenz von 1 kHz.
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Abbildung 23: Akquisition und Auswertung der Strome bei einem typischen Spannungssprung-
Experiment. A) Spannungsprotokoll. B) Mit dem Spannungsprotokoll gemessene Strome in der
Badlosung mit 250 mM aMDG. C) Referenzmessung in Badlosung ohne aMDG. D) Differenzstrome

von B-C. E) Aus den Differenzstromen erhaltene Strom-Spannungs-Kennlinie.

Abb. 23 C zeigt die durch das Spannungssprotokoll hervorgerufenen Strome in einer
Badlosung ohne Zucker. Abb. 23 D zeigt die Differenz der Strome in aMDG-haltiger
Badlosung und der Badlosung ohne aMDG. Der Differenzstrom entspricht dem
spannungsabhingigen Verhalten des Transporter-Stroms. Die Auswertung der stationiren
Differenzstrome erfolgt nach Filterung mit 40 Hz durch die Mittelung der
Stromamplituden in einem Zeitraum von 20 ms zwischen 105 und 125 ms. Mit diesen
Werten erhélt man die Strom-Spannungs-Kennlinie der zuckerinduzierten Strome (Abb.
23 E). Um =zu gewdhrleisten, dass sich die elektrischen Eigenschaften des
Membranpatches in der Messzeit nicht gedndert haben, wird die Referenzmessung vor
und nach jeder Messung in zuckerhaltiger Losung durchgefiihrt und die Differenz

zwischen beiden gebildet. Wenn die Abweichungen weniger als 2 pA betragen, wird der
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Mittelwert der beiden Referenzmessungen gebildet und dieser von der Messung mit
Zucker abgezogen. Bei groBeren Abweichungen wird die Messung verworfen.

Dieses Verfahren wird bei den angegebenen aMDG-Konzentrationen wiederholt.

3.3.2 Spannungsabhangigkeit der zuckerinduzierten Strome
als Funktion der aMDG-Konzentration bei fester Na*-
Konzentration

Das Ziel der Experimente war die Untersuchung des spannungsabhingigen Verhaltens
der zuckerinduzierten Strome bei verschiedenen Konzentrationen des Substrats aMDG
bei festen Na'-Konzentrationen. Die Experimente erfolgen an den gleichen Patches und

in den gleichen Lésungen wie in Kap. 3.2.1.

3.3.2.1 Spannungsabhingigkeit fiir tMDG bei 110 mM Na*

Zur Bestimmung des spannungsabhdngigen Verhaltens des SGLT1 werden
Spannungssprung-Experimente bei einer festen Na'-Konzentration von 110 mM in einer
Reihe von aMDG-Konzentrationen (2,5, 5, 10, 20, 25, 40, 50, 60, 80 und 100 mM
aMDG) ausgefiihrt. Die Testpotentiale werden im Bereich der negativen Spannungen von
—100 mV bis =20 mV in 20 mV-Schritten, im positiven Spannungsbereich von 0 mV bis
+50 mV in 10 mV-Schritten erhoht. Die Strome der Messungen an einem Patch werden
auf den Strom bei 100 mM aMDG und 0 mV normiert.

Die Differenzstrome ergeben die in Abb. 24 A gezeigten Mittelwerte der Strom-
Spannungs-Kennlinien bei der jeweiligen aMDG-Konzentration, wobei der besseren
Ubersichtlichkeit wegen nur 7 der 10 Strom-Spannungs-Kennlinien dargestellt sind. Die
auswartsgerichteten, positiven Strome zeigen eine lineare Abhédngigkeit vom Potential,
und steigen mit zunehmendem positiven Potential an. Im betrachteten Spannungsbereich
wird keine Sattigung erreicht, so dass unter den hier vorliegenden Messbedingungen die
ratenlimitierenden Schritte vermutlich spannungsabhingig sind. Bei stark negativen
Potentialen und kleinen aMDG-Konzentrationen zeigen sich negative Differenzstrome.
Diese sind nicht auf einen einwértsgerichteten Transportstrom zuriickzufiihren, sondern
eher auf die Problematik, dass unter diesen Bedingungen die zuckerinduzierten Strome
sehr klein sind. Das Subtraktionsverfahren fiihrt dabei zu unzuverldssigen Ergebnissen.
Die aMDG-Konzentration hat auf den Anstieg der Strom-Spannungs-Kennlinien keinen
Einfluss: zwischen —40 mV und +40 mV verdoppelt sich der Strom mit &hnlichen
Steigungen von 0,7 a.u. pro 100 mV (100 mM oMDG) und 0,6 a.u. pro 100 mV (5 mM
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aMDG). Die Strom-Spannungs-Kennlinien scheinen durch die hohere Transportrate bei

hoherer aMDG-Konzentration nur parallelverschoben.
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Abbildung 24: Spannungsabhingigkeit der Stréme bei 110 mM Na'. A) Gemittelte Strom-Spannungs-

Kennlinien (N=3). Der Mittelwert des Stroms, auf den normiert wird, betragt 26,7 + 9,8 pA. Die

Konzentrationsangaben sind in mM. B) Aus den Strom-Spannungs-Kennlinien berechnete Ky“" in

Abhingigkeit vom Haltepotential. Die Fehlerbalken in B zeigen den Fehler des Fits.

Aus den gemittelten Strom-Spannungs-Kennlinien kann die apparente Affinitat fiir
aMDG bei den verschiedenen Potentialen bestimmt werden. Dazu werden die
gemessenen Strome fiir jedes Haltepotential als Funktion der aMDG-Konzentration
aufgetragen. Der so ermittelte Stromverlauf wird mit der Michaelis-Menten-Gleichung
angepasst. Die dadurch bestimmten Ky®™P® sind in Abb. 24 B dargestellt. Der
Spannungsbereich wird von —100 mV auf -60 mV eingeschrinkt, da bei kleineren
Spannungen eine verlédssliche Auswertung durch die geringen Stromamplituden nicht
moglich ist. Der K MPS

zwischen —40 und +40 mV nimmt Ky®™P¢ von 13,1 + 1.8 mM auf 3,0 = 0.6 mM um

einen Faktor 4,4 ab. Dies bedeutet, dass die Affinitit fir aMDG zu positiveren

zeigt eine deutliche Abhidngigkeit vom Haltepotential:

Potentialen hin zunimmt, wobei gleichzeitig auch die Strome ansteigen.

3.3.2.2 Spannungsabhingigkeit fiir tMDG bei 50 mM Na*

Die Spannungssprung-Experimente werden auch bei einer festen Na'-Konzentration von
50 mM Na’, die in der Nihe des Ky liegt, durchgefiihrt. Die untersuchten aMDG-
Konzentrationen betrugen 100, 60, 80, 40, 20, 10 und 5mM oMDG. Das
Spannungssprung-Protokoll entspricht dem bei 110 mM Na'. Die Normierung erfolgt auf
den Stromwert bei 100 mM aMDG und 0 mV Haltepotential.
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Die in diesen Experimenten erhaltenen Mittelwerte der Strom-Spannungs-Kennlinien
sind in Abb. 25 A dargestellt. Der Ubersichtlichkeit halber wird die IV-Kennlinie von
80 mM oMDG nicht gezeigt. Die Zunahme der Stromamplituden mit positiveren
Potentialen verlduft in diesem Fall eher exponentiell fiir alle Strom-Spannungskurven, die
durch eine Anderung der aMDG-Konzentration nur parallelverschoben werden. Fiir
Konzentrationen > 40 mM aMDG steigt der Strom e-fach bei einer Potentialinderung
von ca. 50-57 mV. Die unteren Konzentrationsbereiche lassen sich trotz der groflen
Anzahl der durchgefiihrten Experimente (N = 6) nicht verlésslich anfitten, da auch hier

wieder durch die Differenz der geringen Stromamplituden negative Strdme auftreten.
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Abbildung 25: Spannungsabhingigkeit der Stréme bei 50 mM Na“ A) Gemittelte Strom-Spannungs-
Kennlinien (N=6). Die Konzentrationsangaben in der Legende sind in mM. Der Mittelwert des Stroms,

auf den normiert wird, betrdgt 6,1 + 0.4 pA. B) Aus den Strom-Spannungs-Kennlinien berechnete

Kyn™P% in Abhingigkeit vom Haltepotential. Die Fehlerbalken in B zeigen den Fehler des Fits.

Abb. 25 B zeigt die aus den Strom-Spannungs-Kennlinien berechneten Ky™P¢ in
Abhéngigkeit von der angelegten Spannung. Es zeigt sich eine deutliche Abnahme des
Ky™PY mit zunehmend positiveren Spannungen: im Bereich von —40 mV bis +40 mV

fallt der Ky™PS von 47,2 + 28,1 mM um einen Faktor 6,4 auf 7,4 + 0,5 mM.

3.3.2.3 Spannungsabhiingigkeit fiir tMDG bei 10 mM Na"

Das folgende Ergebnis beschreibt die Spannungsabhingigkeit der zuckerinduzierten
Strome bei einer Na'-Konzentration von 10 mM in der Badldsung, einer Konzentration
also, die weit unter dem Ky im nichtséttigenden Bereich liegt. Die Na'-Konzentration
in der Pipette betrigt 0 mM Na'. Leider bleibt nur ein korrekt auswertbarer Versuch aus
den 4 Versuchen zur Bestimmung der aMDG-Affinitdt aus den Losungswechsel-

Experimenten bei O0mV iibrig. Alle anderen zeigen bei der Uberpriifung der
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Referenzmessungen vor und nach der Messung mit Zucker groflere Abweichungen als
2 pA in den Differenzstromen der Referenzmessungen und miissen deshalb verworfen
werden. Zur besseren Vergleichbarkeit mit den anderen Ergebnissen werden die Strome

auch auf den Strom bei HP = 0 mV und 100 mM aMDG normiert.
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Abbildung 26: Spannungsabhingigkeit der Strome bei 10 mM Na' im Bad und 0 mM Na' in der
Pipette. A) Strom-Spannungs-Kennlinien (Einzelmessung). Der Mittelwert des Stroms, auf den

normiert wird, betrdgt 13,5 pA. Die Konzentrationsangaben in der Legende sind mM. B) Aus den

aMDG

Strom-Spannungs-Kennlinien berechnete Ky in Abhidngigkeit vom Haltepotential. Die

Fehlerbalken in B zeigen den Fehler des Fits.

Die Mittelwerte der zuckerinduzierten Strome sind in Abb. 26 A dargestellt. Im
Konzentrationsbereich <20 mM aMDG verlduft der Anstieg der Strome mit zunehmend
positiven Potential eher exponentiell. Eine e-fache Zunahme des Stroms erfolgt bei einer
Anderung des Membranpotentials um ungefihr 40-50 mV, wobei die Zunahme bei
5mM oMDG flacher verlduft als bei 20 mM aMDG. Bei Konzentrationen > 40 mM
aMDG verlduft der Anstieg zwischen zwischen —40 und +50 mV linear mit gleichen
Steigungen, wobei der Strom um 1 a.u. pro 100 mV zunimmt. Die Strom-Spannungs-
Kennlinien sind mit wachsender aMDG-Konzentration zu hoéheren Stromamplituden
parallelverschoben.

Der aus den Strom-Spannungs-Kennlinien berechnete Ky®™PY (Abb. 26 B) zeigt das
gleiche Verhalten in Abhdngigkeit von der Spannung wie in den Messungen bei den
anderen festen Na'-Konzentrationen: zwischen 40 mV und +40 mV zeigt sich mit
positiveren Potentialen eine Abnahme des Kp™PC von 47,3 £ 9,0 pA auf 11,8 + 0,4 pA

um einen Faktor 4.,0.
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3.3.2.4 Zusammenfassung zur Spannungsabhingigkeit fir cMDG
bei drei festen Na'-Konzentrationen

In den Spannungssprung-Experimenten zeigen die Strom-Spannungs-Kennlinien bei
allen drei Na'-Konzentrationen das gleiche Verhalten: mit zunehmend positiveren
Potentialen stieg die Amplitude des zuckerinduzierten Stroms an. In diesem
Konzentrationsbereich ist somit ein spannungsabhingiger Schritt geschwindigkeits-

bestimmend.
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Abbildung 27: Vergleich der ermittelten Ky, in Abhingigkeit vom Haltepotential bei drei Na'-

Konzentrationen. Die Fehlerbalken werden der Ubersichtlichkeit halber nur in eine Richtung

dargestellt und die Messpunkte durch die gestrichelten Linien verbunden.

Unterschiede zeigen sich jedoch im Anstieg: im Bereich der nichtsittigenden Na'-
Konzentration von 10 mM Na' verliuft der Anstieg bei aMDG-Konzentrationen
<20 mM oMDG, was ungefihr dem apparenten Ky“ "% bei 10 mM Na* entspricht,
exponentiell. Bei hdéheren Konzentrationen verliuft er linear. Betrigt die Na'-
Konzentration 50 mM Na®, was ungefihr dem apparenten Ky,"* entspricht, ist der Anstieg
im gesamten aMDG-Konzentrationsbereich exponentiell. Die Na'-Konzentration von
110 mM Na" liegt oberhalb des apparenten Ky"*. In diesem Fall verlaufen die Strom-
Spannungs-Kennlinien {iber den gesamten Potentialbereich fiir alle oMDG-
Konzentrationen linear. Eine Interpretation der unterschiedlichen Anstiege ist nicht
moglich.

Die apparente aMDG-Affinitdt des Transporters zeigt das gleiche Verhalten bei allen drei
Na'-Konzentrationen: mit zunehmend positiveren Potentialen nimmt der KM“MDG ab.

Abb. 27 zeigt einen Vergleich der vorherigen Auswertungen. Eine Verringerung der



62 Ergebnisse

Konzentration des Cosubstrats Na™ erhoht den Ky™ P bei gleichem Haltepotential und
resultiert in einer niedrigeren Affinitét des Transporters fiir Zucker.

Das Membranpotential hat auf Ky P bei der niedrigen Na'-Konzentration einen
deutlich héheren Einfluss als bei 110 mM Na'. Bei 110 mM Na' strebt der Ky®™PS schon
bei einem negativen Haltepotential ab ungefidhr —20 mV einem konstanten Wert zu,
wohingegen bei 10 mM Na' der konstante Wert erst bei Potentialen groBer als +50 mV

angendhert wird.

3.3.3 Spannungsabhangigkeit der zuckerinduzierten Strome
als Funktion der Na*-Konzentration bei fester aMDG-
Konzentration

In weiteren Versuchen soll die Spannungsabhéngigkeit der zuckerinduzierten Strome bei
verschiedenen Konzentrationen des Cosubstrats Na® mit den festen oMDG-
Konzentrationen von 250 mM und 25 mM oaMDG untersucht werden.

Auch hier erfolgen die Experimente an den gleichen Patches und in den gleichen

Losungen wie in Kap. 3.2.2.

3.3.3.1 Spannungsabhingigkeit fiir Na* bei 250 mM aMDG

Die Spannungssprung-Experimente werden bei 250 mM aMDG durchgefiihrt, die fiir alle
getesteten Na'-Konzentrationen sittigt. Das Spannungsprotokoll wird leicht verindert;
die Spriinge auf die Testpotentiale vom Haltepotential 0 mV aus erfolgen in 20 mV-
Schritten im Spannungsbereich —100 mV bis +60 mV.

Die gemittelten Strom-Spannungs-Kennlinien aus 3 Messungen sind in Abb. 28 A
dargestellt. Die zuckerinduzierten Stréme nehmen mit zunehmend positiven Potential zu.
Bei Na'-Konzentrationen >40 mM ist der Anstieg im gesamten Spannungsbereich mit
gleichen Steigungen von ca. 0,3 bis 0,4 a.u. pro 100 mV. Fiir Na" <20 mM oMDG ist
der Anstieg etwas flacher. Im Potentialbereich zwischen —20 mV bis +60 mV betréagt er
0,2 — 0,3 a.u. pro 100 mV. Aus den gemittelten Strom-Spannungs-Kennlinien wird die
Affinitit des SGLTI fiir Na" fiir die verschiedenen Potentiale bestimmt. Aus der
Darstellung der gemessenen Strome als Funktion der aMDG-Konzentration fiir jedes
Haltepotential wird der Stromverlauf mit der Hill-Gleichung angefittet. Die dadurch
bestimmten Ky sind in Abb. 28 B dargestellt.
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Abbildung 28: Spannungsabhingigkeit der Strome bei 250 mM oMDG. A) Gemittelte Strom-
Spannungs-Kennlinien (N=3). Der Mittelwert des Stroms, auf den normiert wird, betrdgt 48,7 +

15,2 pA. Die Konzentrationsangaben sind in mM. B) Aus den Strom-Spannungs-Kennlinien
aMDG

berechnete Ky, in Abhéngigkeit vom Haltepotential. C) Aus den IV Kennlinien berechnete Hill-

Koeffizienten in Abhingigkeit vom Haltepotential. Die Fehlerbalken in B und C zeigen den Fehler des
Fits.

Der Ky zeigt auch hier wieder eine leichte Abhingigkeit vom Potential: bei —40 mV
betrdgt er 63,7 = 10,7 mM und verringert sich um einen Faktor 1,9 auf 33,4 + 4,1 mM bei
+40 mV. Der zweite Parameter der Hill-Gleichung, der Hill-Koeffizient, liegt im
gesamten Spannungsbereich —60 mV bis +60 mV deutlich {iber 1 (Abb. 28 C). Er zeigt
kaum eine Abhingigkeit von der Spannung und kann innerhalb der Fehlergrenzen als

konstant betrachtet werden.

3.3.3.2 Spannungsabhingigkeit fiir Na* bei 25 mM aMDG

Weitere Spannungssprung-Experimente werden bei 25 mM aMDG durchgefiihrt. Diese
Zucker-Konzentration ist bei den hier verwendeten Na'-Konzentrationen nicht sittigend.
Die Strom-Spannungs-Kennlinien in Abb. 29 A zeigen wiederum fiir Na'-

Konzentrationen > 40 mM Na' ein iiber den gesamten Spannungsbereich linearen
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Anstieg zu positiven Potentialen hin, wobei die Steigungen sehr dhnlich sind.
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Abbildung 29: Spannungsabhiingigkeit der Strome bei 25 mM Na". A) Gemittelte Strom-Spannungs-
Kennlinien (N=7). Der Mittelwert des Stroms bei 200 mM Na' und 0 mV, auf den normiert wird,
betrdgt 48,7 + 15,2 pA. Die Konzentrationsangaben sind in mM. B) Aus den Strom-Spannungs-
Kennlinien berechnete KMoMDG in Abhéngigkeit vom Haltepotential. C) Aus den IV Kennlinien
berechnete Hill-Koeffizienten in Abhdngigkeit vom Haltepotential. Die Fehlerbalken in B und C

zeigen den Fehler des Fits.

Zwischen -60 mV und +60 mV betrigt die Steigung ca. 0,5 —0,7 a.u. pro 100 mV. Die
Strom-Spannungs-Kennlinien bei 20 mM Na” und 10 mM Na' verlaufen zwischen —
20 mV und +50 mV linear mit einer flacheren Steigung gegeniiber den hoheren Na'-
Konzentrationen. Bei 20 mM Na' betrigt die Steigung 0,3 a.u. pro 100 mV, bei 10 mM
Na’ 0,2 a.u. pro 100 mV.

Der aus den Strom-Spannungs-Kennlinien mit Hilfe der Hill-Gleichung gefittete Ky* als
Funktion des Haltepotentials ist in Abb.29 B dargestellt. Der Ky ist leicht
spannungsabhéingig und fillt zwischen 40 mV und +40 mV von 93,6 + 45,8 mM um
einen Faktor 1,4 auf 66,3+ 16,9 mM. Allerdings sind bei diesen Messungen trotz
ausreichender Anzahl von Versuchen (N=7) und relativ grossen Stromen die Fehler des

Fits sehr gross. Besonders unerwartet ist das apparente Ansteigen des Ky bei +60 mV.



Ergebnisse 65

Dies trifft auch fiir die gefitteten Hill-Koeffizienten zu (Abb. 29 C). Hier scheint eine
leichte Spannungsabhingigkeit vorhanden zu sein, denn mit positiveren Potentialen fallt

nvon 1,36 + 0,39 bei 40 mV auf 0,9 + 0,17 bei —60 mV.

3.3.3.3 Zusammenfassung der Spannungsabhiingigkeit fiir Na* bei
zwei festen aMDG-Konzentrationen

Zur Untersuchung der Spannungsabhdngigkeit der zuckerinduzierten Strome bei
verschiedenen Na'-Konzentrationen werden zwei feste Konzentrationen des Substrats

aMDG eingesetzt.
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Abbildung 30: Vergleich der ermittelten Fitparameter der Hill-Gleichung bei zwei festen aMDG-
Konzentrationen. A) Ermittelter Ky bei zwei festen aMDG-Konzentrationen in Abhingigkeit vom
Haltepotential. B) Hill-Koeffizient n bei zwei festen aMDG-Konzentrationen in Abhéngigkeit vom

Haltepotential. Die Fehlerbalken werden der Ubersichtlichkeit wegen nur in eine Richtung dargestellt.

Die Strom-Spannungs-Kennlinien zeigen bei beiden aMDG-Konzentrationen das gleiche
Verhalten: zwischen 40 mM Na" und 200 mM Na" verlaufen sie iiber den gesamten
Spannungsbereich von —100 mV bis +60 mV linear mit einer dhnlichen Steigung.: der
Mittelwert der Steigung betrigt bei 250 mM aMDG 0,4 + 4,8:10” a.u. pro 100 mV und
0,54 £4.7-107au. pro 100mV bei 25mM oMDG, dh. bei kleinerer aMDG-
Konzentration scheint die Steigung zuzunehmen. Die Strom-Spannungs-Kennlinien bei
20 und 10 mM Na' zeigen zwischen —20 mV und +60 mV einen linearen Anstieg, wobei
die Steigung geringer ist als bei den hoheren Na'-Konzentrationen.

Abb. 30 A zeigt einen Vergleich der Ky bei den zwei oMDG-Konzentrationen, die fiir
das jeweilige Haltepotential aus den Strom-Spannungs-Kennlinien durch einen Fit der

Hill-Gleichung resultieren. Der Ky* zeigt bei allen Zuckerkonzentrationen eine
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Abhéngigkeit vom Haltepotential und nimmt mit positiven Potentialen ab. Im
Potentialbereich zwischen zwischen —40 mV und +20 mV scheint der Verlauf durch die
unterschiedliche aMDG-Konzentration nur parallelverschoben.

Der Hill-Koeffizient n (Abb. 30 B) ist bei beiden Zuckerkonzentrationen iiber den
gesamten Spannungsbereich grosser als 1 innerhalb des Fehlerbereichs. Dies deutet auf
mehr als eine Bindungsstelle mit positiver Kooperativitit fiir das Cosubstrat Na" hin.

Eine deutliche Abhdngigkeit vom Potential kann nicht festgestellt werden.

3.4 Wirkung von Inhibitoren

3.4.1 Die Wirkung von Phlorizin

Phlorizin wirkt extrazelluldr als spezifischer Inhibitor mit einem K; von = 10 uM. Die
folgenden Experimente untersuchen, ob Phlorizin auch von der intrazelluldren
Membranseite als spezifischer Inhibitor arbeitet.

In ersten Experimenten mit 100 mM oMDG und 110 mM Na" in der Badlosung zeigt die
Applikation von 1 mM Phlorizin keinen Effekt. Deshalb muss Phlorizin in héheren
Konzentrationen mit weniger kompetitierendem oMDG eingesetzt werden, um eine
inhibierende Wirkung zu zeigen. Die nachfolgenden Experimente werden mit 0 - 2 mM
Phlorizin und 10 mM oMDG mit 110 mM Na' in der Badlésung und 5 mM Na' in der
Pipettenlosung durchgefiihrt. Abb. 31 A zeigt die Original-Aufzeichnung eines
Inhibitions-Experiments. Als Referenzlosung dient eine Losung ohne aMDG und
Phlorizin. Der Wechsel zur Testlosung mit 0 mM Phlorizin und 10 mM aMDG fiihrt zu
einem Auswiértsstrom durch SGLT1 von 23,5 pA und wird durch die Applikation von
Testlosungen mit 0,2, 0,5, 1 und 2 mM Phlorizin auf 20,4, 19,2, 17,1, und 13,7 pA
verringert. Eine vollstdndige Inhibition des Stroms unter diesen Substrat- bzw.
Inhibitorbedingungen wird nicht erreicht, die maximale Inhibition bei 2 mM Phlorizin
betrdgt in diesem Experiment 41.8%. Abb. 31 B zeigt die Mittelwerte der Inhibition von
3 Experimenten. Es zeigt sich deutlich, dass durch die eingesetzten
Phlorizinkonzentrationen keine vollstdndige Inhibierung des SGLT1-induzierten Stroms
erreicht wird. Der Mittelwert der maximalen Inhibition bei 2 mM Phlorizin betrigt
27.2 £9.8 %. Die Inhibition scheint bei Phlorizinkonzentrationen grosser als 2 mM zu
sittigen. Die Zunahme der Inhibition mit zunehmender Phlorizinkonzentration kann
durch eine Sattigungsfunktion wie die Michaelis-Menten (Gleichung [1]) befriedigend
beschrieben werden. Demnach wiirde der Sattigungswert der Inhibition 34 % betragen.

Es zeigt sich, dass Phlorizin intrazelluldr nicht als spezifischer Inhibitor arbeitet.
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Abbildung. 31: Inhibierende Wirkung von 0 - 2 mM Phlorizin bei 10 mM aMDG in der Badldsung
A) Original-Aufzeichnung eines Inhibitions-Experiments. Die Testlosungen enthalten verschiedene
Phlorizinkonzentrationen und 10 mM oMDG, die Referenzlosung enthélt kein aMDG und kein
Phlorizin (Pz). Die Balken zeigen die Applikation der Testlosungen und geben die jeweiligen
Phlorizinkonzentration an. B) Mittelwerte der Inhibition. Die Anwendung von 0 - 2 mM oaMDG fiihrt
zu keiner vollstindigen Inhibition, die erreichte Maximal-Inhibition bei 2 mM oMDG betrigt
27,2 +9,7 % (N=3). Die durchgezogene Kurve zeigt den Fit mit der Michaelis-Menten-Gleichung. Die
Strome werden auf 0 mM Phlorizin und 10 mM aMDG normiert, der Mittelwert betrdgt 11,7 = 5,9 pA.

3.4.2 Potentielle Inhibitoren

In der Literatur werden zwei weitere Substanzen beschrieben, die SGLT1 extrazellular in
dhnlich spezifischer Weise inhibieren wie Phlorizin: n-Hexyl-8-D-Glucopyranosid und
Octyl-B-D-Glucopyranosid (K;~ 10 uM) (Kipp et al., 1996). Diese werden in den
folgenden Experimenten auf ihre potentiell inhibitorische Wirkung auf die intrazellulére
Seite des SGLT1 untersucht. Dabei werden jeweils 2 mM bzw. 10 mM der Substanzen
eingesetzt, mit 40 mM aMDG und 200 mM Na' im Bad und 0 mM Na" in der Pipette.
Auch hier wird untersucht, ob die Zugabe von ,potenticllem Inhibitor zu einer
Testlosung mit aktivierendem aMDG in einer Inhibition des Stroms resultierte. Die
beiden Substanzen zeigen weder in 2mM noch in 10 mM Konzentration eine
inhibierende Wirkung auf den Strom. Wéhrend ihrer Applikation zeigt sich jedoch eine
Wirkung auf den Abdichtwiderstand: das Rauschen der Messungen nimmt bei beiden
Substanzen erheblich zu, und bei ldngerer Einwirkung verringert sich die Hohe des
Abdichtwiderstands. Da beides milde Detergenzien sind, konnen diese Wirkungen durch

hydrophobe Wechselwirkungen mit der Membran erklért werden.

3.5 Bindungsreihenfolge

Aus den gemessenen Abhingigkeiten der Ky-Werte fir oMDG und Na' von der
Konzentration des jeweilig anderen Substrats kann auf die intrazelluldren

Bindungsreihenfolge  geschlossen = werden  (Turner, 1981). Die moglichen
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Bindungsreihenfolgen sind: 1) zuerst binden 2 Na", gefolgt von der Bindung von Glucose
(G) (2Na:G), oder 2) es bindet 1 Na', danach Glucose und dann erst das zweite Na"
(Na:G:Na), oder 3) die Glucose-Bindung erfolgt vor der Bindung der 2 Na'-Ionen
(G:2Na) (Abb. 32). Im Folgenden werden die unterschiedlichen Abhdngigkeiten des
Ky™PS und des Maximalstroms Iy, von der anwesenden Konzentration des Cosubstrats
Na' betrachtet. Iy, stellt den Strom dar, bei dem gewihrleistet ist, dass aMDG fiir alle
applizierten ~ Na'-Konzentrationen  sittigend ist, mit denen die Na'-
Konzentrationsabhingigkeit ausgefithrt wird. Die theoretischen Verldufe der

oMDG nd Imax von der Na'-Konzentration werden simuliert und

Abhéngigkeiten des Ky
mit den tatséichlich gemessenen Werten verglichen. Die beste Ubereinstimmung gibt die

wahrscheinliche Bindungsreihenfolge an.

1) Bindungsordnung 2Na":G

Na* Na
[T]==[TNa] = [TNaz]ﬁ[TNazG]
K Na K Na K G
2) Bindungsordnung Na":G:Na"
Na’ G Na
[T]I==[TNa] = [ TNaG ] = [ TNaGNa]
K, K, K,
3) Bindungsordnung G:2Na"
Na’ Na
[T]E—[TG]ﬁ[TGNa] [ TGNa,]
KDG KDNQ KDNQ

Abbildung 32: Mégliche intrazellulire Bindungsreihenfolgen fiir Glucose (G) und Na'. Im erstenFall
binden zuerst 2 Na‘-Tonen an den Transporter und zuletzt Glucose (2Na":G). Im zweiten Fall bindet
zuerst ein Na'-Ion, gefolgt von einem Glucose-Molekiil und dann erst das zweite Na'-Ion (Na':G:
Na"). Im dritten Fall erfolgt die Bindung von Glucose vor der Bindung der 2 Na'-Ionen (G:2Na").
(Kp® = Bindungsgleichgewichtskonstante fiir Glucose, Kp* =Bindungsgleichgewicht fiir Na’,
[T]=leerer Transporter, [T...]= Transporter mit ... beladen. )

Die Herleitung der theoretischen Verldufe erfolgt unter der Annahme, dass die
Bindungsschritte von Na" und Zucker gegeniiber der Translokation des vollbeladenen
Transporters sehr schnell sind und sich diese Schritte deshalb im schnellen
Vorgleichgewicht befinden (Segel, 1975; Turner, 1981). Deshalb konnen die am schnellen

Vorgleichgewicht beteiligten Zusténde isoliert betrachtet werden. Die einzelnen Zusténde
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konnen in Termen des leeren Transporters [T] mit Hilfe der Bindungsgleich-
gewichtskonstanten Kp ausgedriickt werden (s. Gleichungen [3]—[5]) (Turner,
1981)[Segel, 1975 #90. Man erhélt einen Ausdruck, der der Michaelis-Menten-Gleichung

MD:
MDG 1 Tygax

entspricht, wobei dieser Ausdruck in Vorfaktoren die Abhéngigkeit des Ky
von der Na'-Konzentration enthilt.

Die Vorgehensweise soll fiir die Bindungsreihenfolge (2Na":G) gezeigt werden. Zuerst
werden die einzelnen Zustinde als Funktion des leeren Transporters [T], der
Bindungsgleichgewichte Kp® und Kp™* und der Na*- und Glucose-Konzentration (Na und
G) ausgedriickt (Segel, 1975; Turner, 1981). Fiir die Bindungsreihenfolge (2Na":G) ergibt
sich fiir die einzelnen Zustinde in der Reihenfolge ihrer Bindung:

v _ Na-2-[T] _ Na-2[T]

@ el S N, V% P el S Gleichung [3
o= Na[INa] [TNa,]= w Gleichung [4]
2-[TNa, ] 2. KN
G -[TN. G -[TN.
go =GN iy 6= % Gleichung [5]
[TNa,G] K¢

Der statistische Faktor 2 in Gleichung [3] beriicksichtigt, dass es fiir das erste Na" zwei
mogliche Bindungsstellen gibt. Bei der Bindung des 2. Na' ist nur noch eine mdgliche
Bindungsstelle vorhanden, was in Gleichung [4] durch den weiteren statistischen Faktor
Y5 wieder ausgeglichen wird. Das Einsetzen von [3] in [4] und dieses Ergebnis in [5]
ermOglicht es, alle 3 Transporterzustinde [TNa], [TNa,] und [TNA,G] durch [T]
auszudriicken.
Die folgende Gleichung gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der sich die Transporter in
Zustand [TNA,G] bezogen auf die Gesamtzahl der Transporter [T]; befinden. Die
Wahrscheinlichkeit kann maximal 1 betragen. Da der Strom von der Anzahl der
Transporter im Zustand [TNA,G] abhéngt, entspricht p([TNa,G]) dem Verhéltnis
zuckerinduzierter Strom zum Maximalstrom I(G)/Iy.x, das maximal 1 betragen kann:
INa,G] _ [TNa,G]

[T], [T]+[TNa]+[TNa,]+[TNa,G]

p([TNa,G) =" Gleichung [6]
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Durch das Einsetzen der Gleichungen fiir die anderen Transporterzustinde in Gleichung

[6], Umformen und Auflosen nach G erhdlt man eine Gleichung, die der Form der

1
Michaelis-Menten-Gleichung ©) =— entspricht (Turner, 1981):
ly,.. K,+G
G .
P([TNa,G])=—+ Gleichung [7]

(TZ+I)2'K3+G

Der apparente Ky P der Michaelis-Menten-Gleichung entspricht in Gleichung [7] der

Na

Bindungsgleichgewichtskonstanten Kp® multipliziert mit dem Vorfaktor ( ]\; +1)?, der
a

die Abhiingigkeit von der Na'-Konzentration enthilt.
In diesem Fall tritt fiir Iy, kein Vorfaktor auf, d. h. der Maximalstrom zeigt keine
Abhingigkeit von der Na'-Konzentration fiir den Fall, dass die Glucose-Konzentration

sattigend ist.

Die anderen Bindungsreihenfolgen werden analog berechnet. In Tab. 9 sind die

Ergebnisse zusammengefasst.

Bindungs-
reihenfolge 2Na:G Na:G:Na G:2Na
I(G .
© M IMax 1 7 1 .
Na Max Na Max
K KD )
2. P 41 (———+1)
Na Na
va Y kNe o gNe g (K )2 G
Ky Kp o || P2qe 25 |55 | oma 2 K
M a
o +1 -KD 2'Kga-Na+Na2 (Kp~ +Na)

Tabelle 9: Vorfaktoren fiir den Strom I(G) und die apparente Affinitit Ky" bei verschiedenen

Bindungsreihenfolgen der Substrate.

Die Simulation der theoretischen Verlaufe erfolgt mit den Gleichungen aus Tab. 9, was
die Kenntnis der Bindungskonstanten Kp™ und Kp® voraussetzt. Da fiir Kp™ und Kp®©

keine Messungen existieren, werden stattdessen die Ky und Ky, "™MPS

eingesetzt, die bei
der Messung mit sittigender aMDG- bzw. Na'-Konzentration erhalten werden. In diesem

Fall hat die Konzentration des einen Substrats den geringsten Einfluss auf die apparente
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Affinitit des anderen Substrats. Kp™* wird durch Ky =38,2mM Na' (bei 250 mM
aMDG) und Kp® durch Ky %=2,5 mM aMDG (bei 400 mM Na") ersetzt. Die Konstante

Imax wird gleich 1 gesetzt werden, da der Strom normiert wird.

----- 2Na:G
1.04 - e @ e E .
- . - - - Na:G:Na
301 : G:2Na
§ —_ ® gemessener KMuMDG
= = 20
) 0 £
. 54 —
ks 3 [}
£ 2 _104
8 - - -Na:G:Na \'d L]
_G:ZNa e e e e e e e e e e e e e e 3‘:
0.0 ® gemessener |, 04 S—
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Na" [mM] Na" [mM]

Abbildung 33: Vergleich der gemessenen und simulierten Ergebnisse fiir verschiedenen
Bindungsreihenfolgen. A) Simulation des Iy, in Abhiingigkeit von der Na'-Konzentration fiir die

jeweilige Bindungsreihenfolge und Darstellung des tatsdchlich gemessenen Iy, mit 250 mM oMDG
aMDG

bei verschiedenen Na'-Konzentrationen. B) Simulationen des Ky in Abhéngigkeit von der Na'-

Konzentration fiir die jeweilige Bindungsreihenfolge und Darstellung der tatsdchlich gemessenen

Ky ™PS bei verschiedenen Na'-Konzentrationen.
M

Abb. 33 A) zeigt die simulierten und den tatsdchlich gemessenen Verldufe von Iy.x. Der
Stromverlauf Iy, stammt aus der Messung der Na'-Abhingigkeit der zuckerinduzierten
Strome bei 250 mM oMDG. Die Zuckerkonzentration ist bei allen applizierten Na'-
Konzentrationen séttigend, denn in dieser Arbeit wird gezeigt, dass bei der niedrigsten
getesteten Na“-Konzentration von 10 mM Na” der K™% 30,4 mM aMDG betrigt. Die
Simulationen fiir (Na:G:Na) und (G:2Na) zeigen einen sehr dhnlichen Verlauf, der sich
deutlich vom Verlauf fiir (2Na:G) unterscheidet. Die ersten beiden zeigen zwischen 400
und 0 mM Na' einen deutlichen Abfall des Iy, wobei auffillt, dass der Maximalstrom
Imax =1 im betrachteten Konzentrationsbereich gar nicht erreicht wird, sondern nur bei
deutlich hoheren Na'-Konzentrationen als 400 mM gegen 1 geht. Die Simulation fiir
(2Na:QG) ist konstant gleich 1, da die Gleichung in Tab. 9 keinen Vorfaktor flir Iy
besitzt. Bei gegen 0 mM gehenden Na'-Konzentrationen muss dies natiirlich auch
Auswirkungen auf den Maximalstrom haben, indem durch die nicht erfolgte Na'-
Bindung der Turnover verringert wird und damit Iy;,x abnehmen und auch gegen 0 gegen

muss. Die Simulation fiir (2Na:G) ndhert die gemessenen Werte am besten an: Iyx =1
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wird im betrachteten Konzentrationsbereich gemessen, und der Abfall erfolgt erst bei
relativ kleinen Na'-Konzentrationen.

Abb. 33 B) zeigt die simulierten Verldufe des Ky™ P und die tatsdchlich gemessenen
Werte in Abhingigkeit von der Na'-Konzentration. Auch hier verlaufen die Kurven fiir
(Na:G:Na) und (G:2Na) sehr #hnlich, zwischen 0 und ca 20 mM Na' fallen sie von
2,5 mM auf annidhernd 0 mM, und verlaufen zwischen 20-400 mM annédhernd konstant
bei 0 mM. Im Gegensatz dazu zeigt die Simulation fiir (2Na:G) zwischen 0 und 20 mM
Na' einen steilen Abfall von 34,2 mM auf 3,0 mM zwischen 0-60 mM Na”, und verlauft
zwischen 60-400 mM Na' annidhernd konstant bei einem KM“MDG von 2,5 mM oMDG.

®MDG eigen auch hier wieder eine deutlich bessere Ubereinstimmung

Die gemessenen Ky
mit der Simulation fiir (2Na:G). Die Messwerte bei 400 mM Na" (2,5 mM) und 10 mM
Na’ (30,4 mM) stimmen mit der Simulation iiberein, die beiden anderen Messwerte

ndhern den Verlauf gut an.

3.6 Vorgleichgewichtsstrome

In Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Experimenten konnten durch schnelle Spannungs-
spriinge Vorgleichgewichtsstrome des SGLTI1 hervorgerufen werden (Parent et al.,
1992a; Loo et al., 1993; Chen et al., 1996; Hazama et al., 1997). Diese erlauben einen
Einblick in den Mechanismus des Transporters und ermoglichen eine Abschétzung der
Geschwindigkeitskonstanten fiir einzelne Transportschritte. Danach beeinflusst das
Membranpotential die spannungsabhiingige extrazellulire Na'-Bindung, z. B. durch eine
Verinderung der Na'-Konzentration an der Na'-Bindungsstelle. Durch einen
Spannungssprung wird das vorliegende Gleichgewicht gestort. Die Neuorientierung der
Transporterzustinde  kann  durch  zeitaufgeloste  Messungen als transiente
Vorgleichgewichtsstrome mit Zeitkonstanten von einigen Millisekunden und vermutlich
im sub-Millisekunden-Bereich detektiert werden (Parent et al., 1992a; Loo et al., 1993;
Chen et al., 1996; Hazama et al., 1997). Die Zeitauflosung ist bei der Zwei-Elektroden-
Voltage-Clamp-Technik wegen der hohen Kapazitit der Ozytenmembran auf ca. 1 ms
limitiert. Durch die ca. 25000mal kleinere Membranfliche an Makropatchen, verbunden
mit einem niedrigeren Zugriffwiderstand, kann eine deutlich hohere Zeitauflosung
erreicht werden.

Die nichsten Abschnitte zeigen die Resultate von Messungen am auswirts- und am
einwérts transportierenden SGLT1. Dabei wird auch auf die Problematik der

Pipettenkapazitit eingegangen, die bei einer Patchmessung im Gegensatz zu einer Zwei-
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Elektroden-Voltage-Clamp-Messung nicht vernachldssigbar ist, da sie in der gleichen

GroBenordnung liegt wie die Patchkapazitét.

3.6.1 Einfluss der Pipettenkapazitat auf die Ergebnisse

Zu Beginn eines Spannungssprungs werden nicht nur die Kapazitit der Zellmembran
und der darin enthaltenen Transporter umgeladen, sondern es erfolgt auch eine Umladung
der systembedingten Kapazititen, z. B. der Pipettenkapazitit. Dies zeigt sich in
zusitzlichen Transienten, die die Auswertung der Ergebnisse erschweren, wie die ersten
Versuche am auswirtstransportierenden SGLT1 zeigen. Die Badldsung enthilt dabei eine
hohe Na"-Konzentration und kein aMDG, die Pipettenlésung 2 mM Na', so dass unter
diesen Umstinden maximale Vorgleichgewichtsstrome auftreten sollten. Es wird dabei
das relativ diinnwandige Pipettenglas N51A mit einer Wandstérke von 0,25 mm benutzt,
mit dem die vorherigen Messungen zur Konzentrations- und Spannungsabhingigkeit
durchgefiihrt werden. Die Filterfrequenz betrdgt 5 kHz, die Abtastrate 10 kHz. Die
transienten Strome in diesen Experimenten zeigen 3 Zeitkonstanten, z.B. 1, im Bereich
zwischen 2,9 -7.5 ms, 1, zwischen 0,4 -1,2ms und 13 zwischen 0,03 -0,2 ms. 13
entspricht dabei der Beschrinkung der Zeitauflosung auf ca. 120 ps durch den
verwendeten Filter von 5 kHz. t; und 1, liegen in dem Zeitbereich der in der Literatur
gefundenen Werte (Parent et al., 1992a; Loo et al., 1993; Chen et al., 1996; Hazama et
al., 1997).
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Abbildung 34: Bestimmung der Pipettenkapazitit fiir diinnwandiges und dickwandiges Glas. Der
lineare Anstieg der verschobenen Ladung Q bei einem Spannungssprung ASpannung ergibt die
Pipettenkapazitit, wobei sich deutliche Unterschiede zwischen dick- und diinnwandigem Pipettenglas

ergeben.
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Allerdings finden sich diese Zeitkonstanten auch bei Messungen in zuckerhaltiger
Badlosung und auch iiberraschenderweise in Kontroll-Messungen an nichtinjizierten
Oozyten. Dies deutet auf eine sehr groBe Kapazitit im Bereich der Pipette oder der
Membran  hin, deren Zeitkonstante die  Zeitkonstante von  mdoglichen
Vorgleichgewichtstromen iiberlagert. Deshalb wird durch Verwendung eines
dickwandigeren Pipettenglases untersucht, ob die Pipettenkapazitit die langsame
Zeitkonstante verursacht. Das Pipettenglas GC150-7.5 besitzt eine Wandstirke von
0,32 mm. Dazu wird die reine Pipettenkapazitit mit und ohne Pipettenkapazitits-
Kompensation bestimmt. Die Pipetten6ffnung wird mit einer Lipidlosung ,,verstopft™ (s.
2.4.2.4), wodurch eine hochohmige Lipidschicht entsteht, die eine deutlich geringere
Kapazitit verglichen mit der Patch-Kapazitit aufweist. Mit dieser Pipette werden
Spannungsspriinge von 0 mV auf —100 mV bis +100 mV in 20 mV-Schritten ausgefiihrt
mit einer Filterfrequenz von 10 kHz und einer Aufnahmefrequenz von 200 kHz. Die

verschobene Ladung Q wird durch das Integral iiber den transienten Strom berechnet und

Q

gegen die Potentialdifferenz aufgetragen. Die Steigung ergibt die Kapazitit (C = N7

Der Vergleich der Kapazititen einer diinnwandigen und einer dickwandigen Pipette ist in
Abb. 34 dargestellt. Bei der dickwandigen Pipette wird die Kapazititsbestimmung mit
und ohne Pipettenkapazitdtskompensation durchgefiihrt. Diese Bestimmung war fiir die
diinnwandige Pipette nur mit Kompensation mdglich, da die kapazitiven Transienten mit
Amplituden >20nA den Verstirker auch bei dem kleinsten Verstirkungsfaktor von
0,5 mV/pA {ibersteuerten. Die Kompensation verringert die messbare Pipettenkapazitit
der dickwandigen Pipette um den Faktor 3,3 von 9,2 pF auf 2,8 pF. Die Kapazitit der
diinnwandigen Pipette dagegen ist trotz Kompensation mit 17,1 pF immer noch sechs mal
grofler als die der dickwandigen. Somit ist die Benutzung der dickwandigen Pipetten
wegen ihrer deutlich kleineren Kapazitit angebracht fiir die Messung der
Vorgleichgewichtsstrome. Die Zeitkonstanten der Transienten aufgrund der
Pipettenkapazitit von ca. 5 pF mit einem geschétzten Zugangswiderstand Ry = 1 MQ
werden mit T = Ro-C = 1 MQ - 5 pF = 5 pus abgeschitzt, wobei die Filterfrequenz von
50 kHz eine maximale Zeitauflésung von ca. 7 pus erlaubt, die Transienten der Pipetten-

kapazitét also durch die Bandbreite limitiert werden.

3.6.2 Kapazitat des Patchs

In zwei Messungen wird die Kapazitit des Patches bestimmt. Zuerst erfolgt eine

dreimalige Bestimmung der Kapazitit von Pipette mit intaktem Patch, danach wird der
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Patch zerstort und nur die Pipettenkapazitit wie oben bestimmt. Die Differenz ergibt die
Kapazitit des Patches. Die Kapazitit(Patch+Pip) betrdgt 19,1 +£0,03 pF, die
Kapazitit(nur Pip) betrdgt 12,6 = 0,7 pF. Fiir die Kapazitdt des Patches ergibt sich somit
6,5+ 0,7 pF.

3.6.3 Vorgleichgewichtsstrome des Auswartstransports

In diesen Experimenten wird der SGLTI im Glucose-Auswartstransport-Modus
betrachtet. Die Messbedingungen sind in Abb. 35 A zusammengefasst. Die
Spannungsspriinge erfolgen von einem Haltepotential von 0 mV zundchst auf ein
Haltepotential von +50 mV, danach auf —100 mV bis +60 mV in 20 mV-Schritten,
gefolgt vom Riicksprung auf 0 mV. Der Vorpuls auf +50 mV verursacht dabei eine
Reorientierung des leeren, negativ geladenen Transporters auf die intrazelluldre
Membranseite. In der Badlosung befindet sich eine hohe Konzentration von 200 mM
Na', in der Pipette eine geringe Konzentration von 1 mM Na". Es wird zwischen einer
aktivierenden Badlosung mit 100 mM aMDG und einer nichtaktivierenden Badlosung
mit 100 mM Mannitol gewechselt. Die Beobachtungen der Zwei-Elektroden-Voltage-
Clamp-Messungen lassen erwarten, dass Vorgleichgewichtsstrome nur bei der
nichtaktivierenden Badlésung auftreten.

Messungen der transienten Strome nach Spannungsspriingen an einer SGLT1-injizierten
Oozyte sind in Abb. 35B (100 mM oMDG) und Abb.35C (100 mM Mannitol)
dargestellt. Der zuckerinduzierte stationdre Strom dieses Patchs wird durch den Wechsel
von Mannitol-haltiger auf oMDG-haltigeBadlosung zu 11,2 pA bestimmt. In
Anwesenheit von aMDG (Abb. 35 B) ergibt sich fiir den grofiten Spannungssprung von
+50 mV auf —100 mV ein Maximalstrom von 6,1 nA. Der Anstieg des Stroms nach dem
Beginn des Spannungssprungs ist zu schnell, um bei der verwendeten Filterfrequenz
aufgelost werden zu konnen. Der Abfall des transienten Stroms kann durch die Summe
zweier Exponentialfunktionen angefittet werden, wobei die langsamere Zeitkonstante
Tiompg im Bereich von 42 -60 us liegt und keine Spannungsabhingigkeit zeigt
(Abb. 35 E). 1; oupg liegt relativ konstant bei 3 pus und ist durch die Filterbandbreite
bedingt. In der aMDG-freien Badlosung (Abb. 35 C) erreicht der Maximalstrom eine
hohere Amplitude von 9,0 nA bei demselben Spannungssprung. Auch hier kann der
Anstieg des transienten Stroms nicht aufgelost werden. Der Abfall des Stroms kann mit 2
Exponentialfunktionen angefittet werden, wobei T)mam mit ca. 3 pus durch die

Filterbrandbreite bestimmt ist. Ty pann; liegt im Bereich zwischen 30 und 55 ps und zeigt
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Abbildung 35: Vorgleichgewichtsstrome nach Spannungsspriingen fiir den Auswértstransport an einer
SGLTl-injizierten Oozyte. A) Spannungsprotokoll und Zusammensetzung von Bad- und
Pipettenlosung. Der Pfeil zeigt die Richtung des Auswértstransports an. B) Vorgleichgewichtsstrome
bei 100 mM oMDG in der Badlosung. C) Vorgleichgewichtsstrome bei 100 mM Mannitol in der
Badlosung. D) Differenz der Strome aus den Abb. B-C. E) Zeitkonstanten der Exponential-Fits der
Vorgleichgewichtsstrome aus den Abb. B — D.

keine Spannungsabhingigkeit (Abb. 35 E). Die Differenz der transienten Strome in der
oMDG- und Mannitol-haltigen Badlosung ist in Abb. 35D dargestellt. Die
Maximalamplitude des Differenzstroms betrdgt 3,0 nA. Zur Anpassung des Stromabfalls
wird nun nur eine Exponentialfunktion mit der Zeitkonstanten T pir von 2,5 bis 3,7 pus
bendtigt, wobei T pir wieder durch die Filterbandbreite bestimmt ist.

In den zwei durchgefiihrten Versuchen zeigt sich bei der Applikation von 100 mM
Mannitol immer ein hdherer Maximalstrom als bei 100 mM aMDG, der auch mit einer
um 4-8 % hoheren verschobenen Ladung einhergeht. Allerdings kann dieser Effekt auch
bei Kontroll-Experimenten an nichtinjizierten Oozyten beobachtet werden (siehe unten).

ToompG UNd T manni Sind in der gleichen GrdéBenordnung, es zeigen sich also keine
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zusitzlichen spannungsabhingigen Vorgleichgewichtsstrome bei 100 mM Mannitol, die
auf eine Umorientierung des SGLT1 schliessen lassen.

Abb. 36 zeigt die analogen Messungen an einer Kontroll-Oozyte, die nicht mit RNA fiir
SGLTI injiziert wird. Die Spannungsspriinge erfolgen von +50 mV auf —100 mV bis
+100 mV. Abb. 36 A stellt die gemessenen Vorgleichgewichtsstrome in der Badldsung
mit 100 mM aMDG dar, Abb. 36 B die Vorgleichgewichtsstrome in der Badlosung mit
100 mM Mannitol. Die Maximalamplitude des Spannungssprungs von +50 mV auf
-100 mV betrdgt in Anwesenheit von 100 mM oMDG 15,0 nA, bei 100 mM Mannitol
20,2 nA. Der Abfall der Vorgleichgewichtsstrome 148t sich fiir beide Bedingungen mit 2
Exponentialfunktionen befriedigend anfitten. Die schnellen Zeitkonstanten 1, qmpg und
To Mamni (Abb. 36 D) sind durch die Filterbandbreite bestimmt und liegen zumeist im
Bereich von 5 ps (100 mM Mannitol) und 4 pus (100 mM oaMDG). Die langsamere
Zeitkonstante in Anwesenheit von oMDG, 1, oupg zeigt liber den betrachteten
Spannungsbereich keine Spannungsabhéngigkeit. Sie betrdgt ca. 70-80 ps und ist etwa
halb so grol3 wie die Zeitkonstante T; yanni in Anwesenheit von 100 mM Mannitol. T pann
betriigt ca. 150-160 us und ist spannungsunabhingig. Uberraschenderweise zeigt auch
der Differenzstrom bei der Kontroll-Oozyte noch transiente Strome (Abb. 36 C), wobei
die Maximalamplitude immerhin 9,7 nA betrdgt. Die Differenzstrome lassen sich im
Gegensatz zu den Originalmessungen durch eine Exponentialfunktion mit der
Zeitkonstanten T pir anfitten. Ty liegt relativ konstant bei ca. 3 ps und ist durch die
Filterbrandbreite bestimmt. Dies gilt auch fiir die schnellen Zeitkonstanten t; yvpg und

T2 Manni-
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Abbildung 36: Vorgleichgewichtsstrome nach Spannungsspriingen fiir den Auswartstransport an einer
Kontroll-Oozyte.  A) Vorgleichgewichtsstrome bei 100mM oMDG in der Badlésung.
B) Vorgleichgewichtsstrome bei 100 mM Mannitol in der Badldsung. C) Differenz der Strdme aus den
Abb. A - B. D) Zeitkonstanten der Exponential-Fits der Vorgleichgewichtsstrome aus den Abb. A - C.

3.6.4 Vorgleichgewichtsstrome des Einwartstransports

Fir den Glucose-Auwirtstransport konnen also keine Vorgleichgewichtsstrome
gemessen werden, die auf eine Neuorientierung des SGLT1 zuriickzufiihren sind. Die
nidchsten Experimente sollen tiberpriifen, ob sich mit der Makropatch-Technik im
Einwirtstransport Vorgleichgewichtsstrome mit &hnlichen Zeitkonstanten nachweisen
lassen, wie sie an der ganzen Oozyte mit der Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Technik
gefunden werden (Parent et al., 1992a; Loo et al., 1993; Chen et al., 1996; Hazama et al.,
1997).

Um einen Einwértstrom an einem Patch in der inside-out-Konfiguration zu messen,
werden die sittigenden Konzentrationen von 2 mM oMDG und 110 mM Na' in der
Pipettenlésung angeboten, so dass sich ein Einwirtstransport ergibt (Abb. 37 A). Die
Badlosung enthdlt 1mM Na', 110mM NMG-Cl, aber keinen Zucker. Die
Referenzmesung ohne aktivierten Transporter erfolgt an einem 2. Patch derselben
Oozyte, wobei die Pipettenldsung kein oMDG bei 110 mM Na' enthilt. Das

Spannungsprotokoll gibt einen Vorpuls von 0 mV auf -70 mV vor, durch den die leeren
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Transporter zur Membran-Aullenseite hin ausgerichtet werden. AnschlieBend erfolgen
die Spannungsspriinge auf -100 mV bis +100 mV in 20 mV-Schritten, danach auf
-70 mV und wieder auf 0 mV zuriick (Abb. 37 A).

Die Uberpriifung, dass SGLT1 in der Oozyte sicher exprimiert ist, muss iiber den
Auswirtstransport erfolgen (siehe 2.4.2.3). Dafiir werden Badldsungen mit hoherer Na'-
Konzentration (200 mM Na") verwendet, wodurch bei Applikation von 100 mM aMDG
ein Auswartsstrom generiert wird. In der nachfolgenden Messung betrigt der stationére
Auswirtsstrom am ersten Patch bei der Messung mit 2 mM aMDG in der Pipette 6,0 pA,
am zweiten Patch ohne Zucker in der Pipette 9,1 pA.

Abb. 37 B zeigt die Messung der Vorgleichgewichtsstrome an einem Patch ohne
Aktivierung des Einwirtstransports, d.h. ohne oMDG in der Pipette. Die
Vorgleichgewichtsstrome mit aktiviertem Einwértstransport (2 mM oMDG in der
Pipette) an einem anderen Patch derselben Oozyte sind in (Abb. 37 C) dargestellt. Ohne
aMDG in der Pipettenldsung ergibt sich ein Maximalstrom von ca. 20 nA beim grof3ten
Sprung von 70 mV auf +100 mV. Die Vorgleichgewichtsstrome lassen sich am besten
mit 2 Exponentialfunktionen anfitten (Abb.38 D). T;.me zeigt keine Spannungs-
abhingigkeit und liegt bei ca. 72 us. Tyome betrdgt ca. 5Spus und ist durch die
Filterbandbreite bestimmt. Bei Anwesenheit von 2 mM aMDG in der Pipettenlosung
ergibt sich ein Maximalstrom von 15nA beim grofiten Sprung von —70 mV auf
+100 mV. Zum Anfitten der Vorgleichgewichtsstrome ist eine Exponentialfunktion
ausreichend, wobei die Zeitkonstante t,pg im Bereich von 6 us liegt und durch die
Filterbandbreite bestimmt ist.

Ein direkter Vergleich der Zeitkonstanten, die an verschiedenen Patches derselben
Oozyte mit und ohne aMDG in der Pipette bestimmt werden, ist nicht mdglich, da bei
jedem Patch leicht verschiedene Messbedingungen voliegen. Betrachtet man jedoch die
GroBenordnungen der Zeitkonstanten eines Experiments, so zeigen die Messungen am
Patch eine deutliche Diskrepanz zu den Voltage-Clamp-Experimenten an ganzen
Oozyten. An der ganzen Oozyte wurde eine Zeitkonstante im ms-Bereich bestimmt, die
auf einen langsamen Umorientierungsschritt des SGLT1 zuriickzufiihren ist. Am Patch
wird eine solche Zeitkonstante im ms-Bereich nicht beobachtet, obwohl die gleichen

Messbedingungen wie in den Voltage-Clamp-Experimenten vorlagen.
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Abbildung 37: Vorgleichgewichtsstrome nach Spannungsspriingen fiir den Einwértstransport an einer
SGLT1-injizierten Oozyte. A) Spannungsprotokoll und Konzentrationsbedingungen des Substrats und
des Cosubstrats in Pipette und Bad. Der Pfeil stellt die Richtung des Einwértstransports dar.
B) Vorgleichgewichtsstrome ohne aMDG in der Pipettenlésung am ersten Patch der Oozyte.
C) Vorgleichgewichtsstrome mit 2 mM oMDG in der Pipettenlosung an einem zweiten Patch
derselben Oozyte. D) Zeitkonstanten der Exponential-Fits der Vorgleichgewichtsstrome aus den Abb.
B und C.



Diskussion 81

4 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht in der Charakterisierung des Glucose-
Auswirtstransports, der durch den Na'/Glucose Cotransporter SGLT1 generiert wird.
SGLTI1 wird dazu in Oozyten iiberexprimiert und mit der ,,giant-excised-patch-Clamp*-
Technik wuntersucht. Durch die Verwendung der inside-out-Konfiguration ist die
intrazellulaire Membranseite der Badlosung zugewandt, und somit eignet sich die ,,giant-
excised-patch-clamp“-Technik sehr gut dazu, die Eigenschaften der intrazelluldren
Bindungsstellen zu untersuchen. Auch die Haltepotentialbedingungen kénnen genau und
sehr schnell durch die geringe Kapazitit des Membranflecks geédndert werden. Da bisher
wenig bekannt ist iiber die intrazelluldren FEigenschaften des SGLTI1, liegen die
Schwerpunkte dieser Arbeit in der Untersuchung der intrazelluldren apparenten
Affinititen fiir das Substrat oMDG und das Cosubstrat Na“ und ihre gegenseitige
Beeinflussung bei einem Haltepotential von 0 mV. Diese Ergebnisse erlauben eine
Bestimmung der intrazelluldren Bindungsreihenfolge von Substrat und Cosubstrat. Durch
die Bestimmung der intrazelluliren Affinititen fiir tMDG und Na" bei unterschiedlichen
Haltepotentialen kann der Einfluss des Membranpotentials gezeigt werden.
Zeitaufgeloste Spannungssprung-Experimente zeigen weder fiir den Glucose-
Einwirtstransport noch fiir den —Auswirtstransport Vorgleichgewichtsstrome durch eine

spannungsabhingige Neuorientierung der Transporterzustinde des SGLT1.
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Abbildung 38: Vorgeschlagene Transportmodelle (s. Kap. 1.1.6)

Im Folgenden werden die Ergebnisse interpretiert und auf ihre Ubereinstimmung mit den
beiden vorgeschlagenen Transportmodellen (Abb. 38) {iberpriift. Beide Transport-

modellen beinhalten dabei die Vorstellung, dass es eine Bindungsstelle fiir Zucker und
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zwei fir Na® gibt, die durch Konformationsinderungen wihrend der
Translokationsschritten entweder von der Aussenseite oder von der Innenseite zugénglich

sind (Kessler and Semenza, 1983; Wright et al., 1998).

4.1 Intrazellulare Affinitaten fiir Substrate und Inhibitoren

Die hier ermittelten Affinititen sind apparente Affinititen, die von den jeweiligen
Messbedingungen abhingen, d.h. vom anliegenden Membranpotential, vom Na'-
Gradienten, der die treibenden Kraft fiir den Transport darstellt und von den jeweiligen

Konzentrationen des Substrats Zucker und des Cosubstrats Na™.

4.1.1 Affinitat fur aMDG

Die apparente intrazelluldre Affinitdt des SGLT1 fiir aMDG wird in der vorliegenden
Arbeit durch die Messung der zuckerinduzierten stationdren Strome bei verschiedenen

oMDG - Zeigt eine starke

festen Na'-Konzentrationen (sieche 3.2.1) ermittelt. Der Ky
Abhiingigkeit von der Na'-Konzentration: eine Erhdhung ausgehend von 10 mM Na' auf
50, 110 und 400 mM Na verursacht eine Erniedrigung des Ky von 30,4 + 4,2 mM
oMDG auf 16,4 + 3,1 mM, 7,7+ 1,6 mM und 2,6 £ 0,5 mM aMDG bei HP =0 mV. Aus

oMDG  yon  der Na'-Konzentration konnen

der Abhingigkeit des apparenten Ky
Riickschliisse auf die Bindungsreihenfolge des Substrats und des Cosubstrats gezogen
werden (siehe 3.5). Die aMDG-Affinitdt zeigt zusitzlich eine Abhéngigkeit vom
Membranpotential. Das spannungsabhédngige Verhalten ist in 3.3.2 gezeigt und wird in

4.1.1.4 diskutiert.

4.1.1.1 Abhiingigkeit der aMDG-Affinitiit von der Na™-
Konzentration

Die apparente oMDG-Affinitit wurde bei verschiedenen intrazelluliren Na'-
Konzentrationen bei HP = 0 mV bestimmt. Es zeigt sich deutlich, dass mit zunehmender
Na'-Konzentration der Ky™PY kleiner wird. Bei hohen Na'-Konzentrationen strebt
Ku™PC einem konstanten Wert zu (siche 3.2.1.6). Die hohe Na'-Konzentration scheint
hier alle Na'-Bindungsstellen zu sittigen, wodurch der groBte Teil der Transporter im
Na'-gebundenen Zustand [TNa,]; vorliegt (Abb. 38 Modell II). Eine geringe Zucker-
Konzentration ist dann ausreichend, um das Gleichgewicht in Richtung Substrat-
Translokation [TNa,G]i < [TNayG]. zu verschieben und damit die maximale

Transportrate Iy, zu erreichen. Liegt Na' in einer niedrigeren, nichtsittigenden
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Konzentration vor, so existiert eine kleinere Anzahl von Na'-gebundenen Transportern
[TNa,];, an die im niichsten Schritt die Zuckerbindung erfolgen kann. Um alle Na'-
gebundenen Transporter mit Zucker zu beladen, wird eine héhere Zuckerkonzentration
bendtigt, um das Gleichgewicht in der gleichen Weise in die Richtung des
Translokationsschritts zu ziehen. Dies zeigt sich an einem hoheren Ky ™MPS_Wert,

Dass ein Glucose-Auswirtstransport auch ohne einen anliegenden Na'-Gradienten
stattfinden kann, zeigen die Messungen mit 10 mM Na' in der Badldsung und in der

Pipette (siehe 3.2.1.4). Allerdings ist die apparente Affinitit ist bei einem Ky*™P¢

von
72,3 mM oMDG sehr gering. Fiihrt man die gleichen Versuche mit einem Na'-
Gradienten durch, wobei die Pipettenldsung 0 mM Na" enthilt, ist die apparente Affinitit
mehr als doppelt so groB bei einem Ky*™ P von 30 mM aMDG (siche 3.2.1.3). Dies
zeigt, dass auch der aMDG-Gradient alleine als treibende Kraft fiir den Transport
fungieren kann. Allerdings fiihrt dies zu einem eingeschriankten Transport der Substrate
und es zeigen sich nur sehr kleine Strome, z. B. ist der Mittelwert der zuckerinduzierten
Strome bei der maximalen aMDG-Konzentration nur 2,9 pA. Der Grund dafiir liegt
vermutlich darin, dass die Na'-Bindung durch den Gradient geférdert wird und mehr
Transporter im Zustand [TNa,]; vorliegen als ohne Gradient.

Aus der Art der Abhéngigkeit der Ky, fiir Substrat und Cosubstrat kann mit weiteren
Informationen iiber den Maximalstrom bei jeweils séttigender Konzentration des anderen
Substrats die Bindungsreihenfolge der Substrate bestimmt werden (siehe 3.5) und die

Fragestellung untersucht werden, ob Na' auch auf der Innenseite als ,essentieller

Aktivator fungiert.

4.1.1.2 aMDG-Affinitit ist asymmetrisch auf Innen- und Aussenseite

In diesem Kapitel werden die apparenten intrazelluliren Affinititen fiir Zucker und Na",
die in dieser Arbeit fiir den Glucose-Auswirtstransport gefunden werden, mit
Literaturwerten der extrazelluliren apparenten Affinititen verglichen. Zum Vergleich
werden die hier durchgefiihrten Messungen bei 110 mM intrazellulirem Na" und 5 mM
extrazellulirem Na“ herangezogen. Der Ky™P ¢ betréigt unter diesen Bedingungen bei
HP=0mV 7,7 mM aMDG (siehe 3.2.1.1) und bei HP = +50 mV 2,1 mM aMDG (siche
3.3.2.1). Der KM“MDG bei HP=+50mV bei diesen Verhiltnissen entspricht den
umgekehrten ionalen und Spannungs-Gradienten, wie sie bei Zwei-Elektroden-Voltage-
Clamp-Messungen zur Bestimmung der extrazelluldren Affinitit eingesetzt werden. Hier
lagen meist ca. 100 mM extrazellulires Na' vor bei einer durchschnittlichen

intrazelluliren Na'-Konzentration von 7-22 mM Na' (Lafaire und Schwarz, 1986;
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Dascal, 1987). Der extrazelluldre KM“MDG des rbSGLT1 wurde in mehreren Arbeiten mit
Voltage-Clamp-Technik bestimmt, wobei die Messungen insgesamt trotz &hnlicher

Messbedingungen eine sehr grofie Streuung aufweisen. Fiir den Ky®"P¢

ergaben sich
Werte zwischen 14 uM und 200 pM oaMDG bei #hnlichen Potential- und Na'-
Bedingungen, die physiologischen Bedingungen entsprechen (14 uM oMDG (100 mM
Na’, HP = -50 mV) (Umbach et al., 1990), 33 uM aMDG (110 mM Na’, HP =60 mV)
(Birnir et al., 1991), 200 uM oMDG (100 mM Na', HP = —70 mV) (Parent et al., 1992a),
170 uM aMDG (100 mM Na', HP = —50 mV) (Hirayama et al., 1996)). In radioaktiven
Fluxexperimenten an Oozyten, die SGLT1 iiberexprimierten, zeigte sich ein Ky von
110 pM (100 mM Na") (Ikeda et al., 1989).

Somit ist der intrazellulire KPS

von 2,1 mM aMDG gegeniiber dem extrazelluldren
Ky™PC von ca. 14 - 200 uM um annihernd 10 — 150mal groBer. Es zeigt sich also eine
starke Asymmetrie in der Zuckeraffinitét.

Das asymmetrische Verhalten der Zuckeraffinitit wird vermutlich durch eine
Verianderung der raumlichen Struktur der Zucker-Bindungstasche verursacht, die durch
die Konformationsinderung des SGLT1 bei der Translokation der Bindungstasche von
der AuBlen- zur Innenseite erfolgt. Die rdumliche Verdnderung der Bindungstasche hat
zur Folge, dass Zucker, die extrazelluldr ein Substrat sind, auf der intrazelluldren Seite
mit einer deutlich geringeren Affinitét binden.

Ein Zucker, der von SGLT1 auf der extrazelluliren Membranseite als Substrat erkannt
und auch transportiert wird, mufl bestimmte enge Kriterien in seiner chemischen Struktur
erfillen. Der Zucker muf3 eine Hexose in der Pyranosering-Form sein, wobei die
stereochemische Ausrichtung der OH-Gruppe am C2-Atom entscheidend dafiir ist, ob der
Zucker transportiert wird (Caspary, 1975; Silverman, 1980; Kimmich and Randles, 1981;
Ikeda et al., 1989; Lostao et al., 1994). So wird z. B. D-Glucose transportiert, nicht aber
Mannose, bei der die Richtung der OH-Gruppe entgegengesetzt ist. Das Hinzufiigen
langerer Seitenketten an das C1-Atom, wie z. B. die Methyl-Gruppe im Fall des aMDG,
verschlechtert die Bindungsaffinitat nicht (Caspary, 1975; Lostao et al., 1994).

Diese Vermutung wird durch neuere Untersuchungen zu den intrazelluldren
Eigenschaften des SGLT1 gestiitzt, bei denen SGLT1 in einem speziellen Hefestamm
exprimiert wurde (Firnges et al., 2001). In diesen Hefezellen kann unter bestimmten
Temperaturbedingungen das neu synthetisierte SGLT1-Protein in den sekretorischen
Vesikeln festgehalten und der Einbau in die Membran verhindert werden. Die
Besonderheit der sekretorischen Vesikeln aus Hefe liegt darin, dass die darin

eingelagerten Membranproteine mit der Innenseite nach aussen orientiert sind (Rebbeor
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et al.,, 1998; Firnges et al., 2001), somit also die intrazelluldre Seite des SGLT1
Untersuchungen zuginglich ist. Durch Flux-Experimente an den isolierten Vesikeln
wurden der Ein- und Auswiértstransport des SGLT1 wuntersucht. Zusdtzlich zur
Bestimmung der Affinitdt fiir Zucker (sieche 4.1.1.2) fiihrten die Autoren auch eine
Bestimmung der intrazelluldren Zuckerspezifitidt durch. Es ergibt sich die Reihenfolge
Glucose > Galactose > aMDG > 6-deoxy-Glucose >> Mannose, L-Glucose. Extrazellular
dagegen bindet aMDG besser als Galactose, wobei die Reihenfolge D-Glucose > aMDG
> D-Galactose > 3-O-Methyl-Glucose >> Mannose, Mannitol, L-Glucose ist (Ikeda et
al., 1989). Die Verdnderung in der Spezifitit deutet schon an, dass sich durch die
Konformationsédnderung die rdumlichen Strukturen der Bindungstasche verdndern. Dies
scheint sich besonders auf chemische Gruppen auszuwirken, die zusitzlich an das C1-
Atom gebunden werden. Das Anfiigen einer Methyl-Gruppe an C1 erniedrigt intrazellulir
die Affinitit verglichen mit der fiir Glucose, wohingegen der Effekt extrazelluldr nicht
sehr ausgeprigt ist (Ikeda et al., 1989; Birnir et al., 1991). Starkere Auswirkungen auf die
intrazelluldre Affinitdt zeigen groere Gruppen, wie z. B. fiir das Phlorizin, bei dem an
das Cl-Atom das hochmolekulare Phloretin angelagert ist. Dies wird in Kap. 4.1.2

genauer erliutert.

4.1.1.3 Vergleich der Ergebnisse mit indirekten Messungen der

intrazelluliren aMDG-Affinitéit

Die starke Asymmetrie des SGLT1 deutete sich schon in frither unternommenen
Versuchen an, in denen die intrazellulire Affinitdt fiur Zucker durch indirekte
Messmethoden bestimmt wurden. Die ersten Versuche erfolgten durch radioaktive
Efflux-Messungen an Biirstensaum-Membran-Vesikeln aus dem Kaninchendarm (Kessler
and Semenza, 1983) bei gleicher intra- und extrazelluliren Na'-Konzentration von
100 mM bei ca. 0 mV Membranpotential. Der Ky™P¢ wurde grob abgeschitzt zu 1 -
5 mM. Eine genaue Bestimmung war nicht mdglich, da, wie die Autoren selbst
erliutern, die Messbedingungen eigentlich nicht ausreichend optimal sind, um
verlassliche kinetische Parameter aus den Anfangs-Efflux-Raten zu berechnen. In der

vorliegenden Arbeit wird der Ky MPS

nicht unter den Bedingungen einer symmetrischen
Na'-Konzentration von 100 mM Na' bestimmt, so dass ein direkter Vergleich nicht
moglich ist. Allerdings kann festgestellt werden, dass der Ky®™ ¢ der Flux-Messungen
zu niedrig abgeschétzt wurde, da die hier durchgefiihrten Messungen in Anwesenheit
eines Na'-Gradienten (intrazellulir 110 mM Na', extrazellulir 5mM Na") bei

HP =0 mV schon einen hoheren Ky™P¢ =7,7 mM aMDG zeigen. Ohne Na-Gradient
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sollte Ky®™PY mindestens zweimal héher sein, wie wie die Messungen bei 10 mM Na*
zeigen (siche 3.2.1.4).

Ein direkter Nachweis des Glucoseauswirtstransports konnte durch Ganzzell-Patch-
Clamp-Messungen an einer renalen Zellinie des Schweins, den LLC-PK;-Zellen erbracht
werden (Smith-Maxwell et al., 1990). Die intrazelluliren Bedingungen wurden durch die
Pipettenldsung bestimmt, die sowohl aMDG als auch Na’ in hoher Konzentration
enthielt. Es konnte ein deutlicher Auswiértstrom bestimmt werden, der durch extrazelluléar
appliziertes Phlorizin gehemmt werden konnte. Die Methode der Ganzzell-Ableitung
eignet sich aber nicht zur Charakterisierung der intrazelluldren Eigenschaften eines
Membrantransporters, da die Zusammensetzung der Pipettenlosung und damit die
intrazelluldren Bedingungen wéhrend der Messung nicht verandert werden kénnen.
Spatere Versuche benutzen die ,,cut-open-oocyte*“-Technik (Chen et al., 1995), bei der
nur ein Teil der SGLT1-exprimierenden Oozytenmembran elektrisch isoliert wird. Die
Messanordnung erlaubt, mit einer groeren Glaspipette das Innere der Oozyte mit einer
Losung, deren genaue Zusammensetzung bekannt ist, zu perfundieren. Durch die
intrazellulire Perfusion mit 37,5 bzw. 75mM oMDG bei gleicher intra- und
extrazellulirer Na'-Konzentration von 50 mM und —20 mV Haltepotential konnten
auswirtsgerichtete Strome beobachtet werden, die allerdings auch bei 75 mM aMDG
noch keine Sittigung erreichten. Aus diesen Ergebnissen schétzten die Autoren ab, dass
der intrazelluldre Ky™P¢ zwischen 25-50 mM aMDG liegen wird. Diese Abschitzung
liegt in der gleichen GroBenordnung wie die der direkten Messungen am Patch in der
inside-out-Konfiguration. Am Makropatch werden keine Messungen mit symmetrischer
Na'-Konzentration durchgefiihrt. Doch ausgehend von einem mindestens doppelt so
groBen Ky™PY bei symmetrischer Na'-Verteilung gegeniiber einem Na'- Gradienten
(sieche oben) kann aus dem Ky™PCS-Wert = 16,4 mM aMDG bei 50 mM intrazellulirem
Na', 5 mM extrazellulirem Na" und HP =0 mV (siehe 3.2.1.2) abgeschiitzt werden, dass
sich unter symmetrischen Bedingungen ein Ky™P¢ von ca. 30-35 mM oMDG ergeben

wiirde, der gut mit dem K MPG

aus den ,cut-open-oocytes“-Experimenten
iibereinstimmt.

In Kap. 4.1.1.2 ist schon kurz eine weitere Technik angesprochen worden, mit der die
intrazelluldren Eigenschaften des SGLT1 untersucht wurden (Firnges et al., 2001). Mit
sekretorischen Vesikeln aus Hefezellen wurden radioaktive Flux-Messungen zum
Glucose-Einwérstransport durchgefiihrt, wobei in diesem Fall durch die umgekehrte
Orientierung der Membranproteine in den Vesikeln der FEinwértstransport dem

Auswirtstransport des normal ausgerichteten SGLT1 entspricht. Aus diesen Ergebnissen
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konnte die Affinitdt fir aMDG bestimmt werden, es zeigte sich der Ky™PS von
10,9 mM oMDG bei 100 mM Na', was gut mit den am Patch gemessenen 7,7 mM
aMDG {ibereinstimmt.

Erste Ergebnisse zur Charakterisierung der intrazelluldren Eigenschaften des humanen
SGLT1 mit der Makropatch-Technik (Eskandari et al., 1999) zeigen, dass auch am
humanen SGLT1 die intrazellulidre Affinitit mit dem Ky®™P° = 10 - 30 mM aMDG bei
500 mM Na' in der Badldsung um ein bis zwei GroBenordnungen kleiner ist als

extrazellulir, wo der Ky™P% 0,17 mM aMDG betrigt.

4.1.1.4 Spannungsabhingigkeit der aMDG-Affinitit

Die intrazellulire aMDG-Affinitdt bei verschiedenen Haltepotentialen wird aus den
Strom-Spannungs-Kennlinien bei verschiedenen aMDG-Konzentrationen gewonnen.
Dies erfolgt bei 250 mM Na" und 25 mM Na".

Die apparente aMDG-Affinitit zeigt bei allen 3 Na'-Konzentrationen eine leichte
Abhingigkeit vom Haltepotential, wobei ein zunehmend positives Potential die Affinitat
erhoht (siehe 3.2.1.6). Dies scheint auf den ersten Blick iiberraschend, da die Bindung
eines ungeladenen Molekiils untersucht wird und deshalb keine Spannungsabhingigkeit
erwartet wird. Allerdings wird bei den hier durchgefiihrten Messungen der apparente
Ku™PS iiber den gesamten Transportzyklus bestimmt wird und nicht nur die
Bindungskonstante des isolierten Bindungsvorgangs. Die Spannungsabhingigkeit des
Ku™PC wird so interpretiert, dass unter den Messbedingungen ein spannungsabhingiger
Schritt im Transportzyklus geschwindigkeitsbestimmend ist. Die spannungsabhingigen
Schritte des Transportzyklus sind die Translokation des leeren Transporters und die Na'-
Bindung (Restrepo and Kimmich, 1985; Parent et al., 1992b). Vermutlich verursacht die
spannungsabhiingige Na'-Bindung das spannungsabhingige Verhalten des apparenten
Ky™PY denn eine Erhohung der Na'-Konzentration fithrt zu einer geringeren

Spannungsabhingigkeit des Ky™P¢

zu positiven Potentialen hin. Weiterhin strebt der
Ky™PC bei der hohen Na'-Konzentration von 110 mM Na®, was ungefdhr 2-3mal dem
Ky entspricht, schon bei negativen Potentialen gegen einen konstanten Wert. Ein
konstanter Ky™™PY lisst darauf schliessen, dass hier der grofte Teil der Na'-
Bindungsstellen gesittigt ist, so dass die relativ kleinen Anderungenen im
Membranpotential kaum Auswirkungen auf die Na'-Bindung zeigen. Bei 10 mM Na",
einer Na'-Konzentration weit unterhalb des Ky, strebt Ky™PC erst bei hoheren

positiven Potentialen gegen einen konstanten Wert, da das positive Potential die Anzahl
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der Na'-gebundenen Zustinde erhdéht und somit die Na'-Bindung nicht mehr den

geschwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellt (Parent et al., 1992b).

4.1.1.5 Veranderung der Affinitat wihrend der Messdauer an einem
Patch

Bei der Bestimmung der aMDG-Affinitdt des SGLT1 ergibt sich das iiberraschende
Ergebnis, dass sich an demselben Patch wihrend des Versuchs der gemessenen Ky P¢
verdandert. Bei der Messung der aMDG-Abhéngigkeit sofort nach Abziehen des Patches

ist der Ky™MPS

um einen Faktor 2-3 niedriger als derjenige, der in nachfolgenden
Experimenten am gleichen Patch bestimmt wird. Der Effekt tritt nur bei einigen
Messungen auf und zeigt sich nicht, wenn der Patch nach dem Abziehen einige Minuten
mit der Referenzlosung perfundiert wird, ist also nicht mit der aMDG-Aktivierung
korreliert. Dies ldsst vermuten, dass die Funktion von SGLT1 wahrscheinlich direkt
durch Substanzen aus dem Cytosol beeinflusst wird, die durch Perfusion des Patches an
der Membranoberfliche ausgewaschen werden. Mdgliche cytosolische Substanzen
konnten dabei Protein Kinase A (PKA) und Protein Kinase C (PKC) sein, denn SGLT1
aus dem Kaninchen besitzt 4 Phosphorylierungsstellen fiir PKC und eine fiir PKA
(Wright et al., 1997). Die Literatur beschreibt die regulierende Wirkung von Protein
Kinase A (PKA) und Protein Kinase C (PKC) auf SGLT1 in Oozyten (Hirsch et al., 1996;
Wright et al., 1997) und in COS-7 Zellen (Vayro und Silverman, 1999). Allerdings sind die
dort beobachteten Effekte auf eine indirekte Regulierung der Transporterdichte durch
Endo- oder Exocytose zuriickzufiihren, d. h. der Transport des in Vesikeln gespeicherten
SGLT zur Membran und die Insertion in die Membran werden reguliert. Am Protein
selbst findet dabei keine Regulation statt. Es dnderte sich in beiden Expressionssystemen
nur die maximale Gesamt-Transporttrate, nicht aber, wie in dieser Arbeit, die
Zuckeraffinitit. Die Anderung der Zuckeraffinitiit scheint eher Hinweise auf einen Effekt

zu geben, der direkt am Protein angreift.

4.1.2 Affinitat fur Phlorizin

Eine weitere Bestitigung des asymmetrischen Verhaltens des Transporters zeigen die
Inhibitionsexperimente mit Phlorizin. Phlorizin bindet extrazellulér als kompetitiver und
reversibler spezifischer Inhibitor mit einer sehr hohen Affinitét im Bereich von einigen

uM. (Alvarado, 1962; Diedrich, 1966; Alvarado, 1967; Toggenburger et al., 1978; Gibbs et
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al., 1982; Brot-Laroche and Alvarado, 1983; Ikeda et al., 1989; Diedrich, 1990) (Umbach et
al., 1990; Lostao et al., 1994; Hirayama et al., 1996).

Dass die Affinitét fiir Phlorizin gegeniiber der fiir cMDG um den Faktor 120 grofer ist
(Hirayama et al., 1996), 1dBt sich durch die chemische Zusammensetzung des
Phenylglucosids Phlorizin aus einem B-D-Glucose-Teil und dem stark hydrophoben
Phloretin-Teil erkldren. Die Struktur ermoglicht eine zweifache Bindung und damit eine
starkere Bindung an SGLT1. Dabei konkurriert der Glucose-Teil des Phlorizins um die
Glucose-Bindungsstelle (Silverman and Black, 1975; Diedrich, 1990; Panayotova-
Heiermann et al., 1994) und der Phloretin-Teil bindet an einer benachbarten hydrophoben
Domine des Transporters (Diedrich, 1966; Alvarado, 1967; Diedrich, 1990; Koepsell et al.,
1990). Dies zeigen Bindungs-Experimente mit Phlorizin, wobei die Applikation von
Phloretin und Glucose die Bindung von Phlorizin inhibiert (Frasch et al., 1970; Koepsell et
al., 1990).

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Inhibitionsexperimente zeigen, dass Phlorizin
intrazellular nicht als spezifischer Inhibitor wirkt. Die Losungen enthalten dabei 0-2 mM
Phlorizin, wobei 2 mM Phlorizin ca. 200mal hoher als der extrazellulire K; ist. Die

oMDG 11 ist damit

Substratkonzentration liegt mit 10 mM aMDG im Bereich des Ky
nicht sittigend. Durch 2 mM aMDG kann keine vollstandige, sondern nur ca. 27 %
Inhibition erreicht werden.Durch einen Fit der Daten mit der Michaelis-Menten-
Gleichung (Gleichung [1]) wird eine maximale Inhibition von 34% berechnet. Dieses
Ergebnis ist iiberraschend, da bei einer kompetitiven Hemmung die Erhoéhung der
Inhibitor-Konzentration bei einer festen Substratkonzentration zu einer vollstindigen
Inhibition fiihren sollte. Dass Phlorizin intrazelluldr nicht als spezifischer Inhibitor wirkt,
wird durch Experimente anderer Arbeitsgruppen gestiitzt. Bei Flux-Experimenten an
Biirstensaum-Membran-Vesikeln wurde keine Inhibition der Substrat-Aufnahme durch
intrazelluldres Phlorizin beobachtet, wohingegen die extrazellulire Applikation von
Phlorizin zu einer vollstdndigen Inhibition fiihrte (Koepsell und Madrala, 1987). Auch in
Flux-Messungen an sekretorischen Vesikeln aus der Hefe, in denen SGLT1 mit seiner
intrazelluldren Seite nach auBlen eingelagert wird, zeigt Phlorizin keine inhibitorische
Wirkung (Firnges et al., 2001). Es scheint eine Folge der rdumlichen Verdnderung der
Zucker-Bindungstasche durch die Konformationsinderung des Proteins bei der
Translokation von der AulBlenseite zur Innenseite zu sein, die auch die verdnderte
Substratspezifitit erklirt. Die Autoren zeigen hier, dass die Gruppen am C1-Atom eine
Rolle fiir die Affinitédt spielen. Befindet sich statt einer freien OH-Gruppe eine grof3ere

Gruppe am Cl-Atom, wie z. B. im Fall des Phlorizins, bei dem Phloretin am C1-Atom
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angehdngt ist, so wird die Affinitéit fiir diese Molekiile stark erniedrigt (Firnges et al.,
2001).

Dies zeigen auch die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente mit den ,,potentiellen*
Inhibitoren B-n-Hexylglucosid und B-n-Octylglucosid. Intrazellulir kann keine
inhibitorische Wirkung festgestellt werden, obwohl sie sich extrazellulér als spezifische
Inhibitoren erwiesen haben. B-n-Hexylglucosid erreichte 76% Inhibition der
Zuckeraufnahme, und durch B-n-Oktylglucosid konnte eine komplette, kompetitive
Inhibition mit einem K; = 10 uM erreicht werden, die mit der K; von Phlorizin
iibereinstimmt (Kipp et al., 1996). Die beiden Substanzen besitzen am Cl-Atom der
Glucose lange, hydrophobe Seitenketten, die die extrazelluldre Bindung begiinstigen,
aber intrazelluldr die Bindung erschweren.

Auch stellt man bei einer Abschédtzung von extra- zu intrazelluldrer Zuckeraffinitat fest,
dass diese intrazelluldr ca. 25mal kleiner ist, was auf die verdnderte rdumliche Struktur
der Zucker-Bindungstasche nach der Translokation des Transporters zurlickzufiihren ist.
Dagegen ist die Affinitdt fiir Phlorizin intrazelluldr ca. 200mal kleiner, was zum Teil
durch die verdanderte rdumliche Struktur der Zucker-Bindungstasche verursacht wird, zum
anderen Teil aber auch dadurch, dass die zweite Bindungsstelle, an die der Phloretinteil
des Phlorizin bindet, nach der Konformationsédnderung bei der Translokation nicht von
der intrazelluldren Seite zuginglich ist (Koepsell and Madrala, 1987; Koepsell et al.,
1990). Somit wird Phlorizin schwécher gebunden, da nur die eine Bindung an der

Zucker-Bindungsstelle erfolgt.

4.1.3 Affinitat fir Na”

Die intrazellulire apparente Affinitit des SGLT1 fiir das Cosubstrat Na" wird in der
vorliegenden Arbeit durch die Messung der zuckerinduzierten stationdren Strome bei Na-
Konzentrationen zwischen 10-200 mM Na" untersucht. Zur Bestimmung des Einflusses
der aMDG-Konzentration auf die Na'-Affinitit erfolgen die Messungen bei 3 festen
oMDG-Konzentrationen (siche 3.2.2). Der Ky bei HP=0mV steigt bei der
Verringerung der aMDG-Konzentration nur leicht von 38,2 mM Na’ (250 mM oMDG)
auf 57,0 mM Na' (25 mM oMDG) an, mit dhnlichen Hill-Koeffizienten von n = 1,5 bzw.
1,6. Die Abhingigkeit vom Haltepotential dagegen ist stark ausgeprigt, wobei sich der

Ky zu depolarisierenden Potentialen hin erniedrigt (siehe 3.3.3).
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4.1.3.1 Na -Affinitit ist symmetrisch auf der Innen- und Auflenseite

Ein Vergleich mit Bestimmungen der extrazelluliren Affinitit fiir das Cosubstrat Na"
zeigt, dass sich die intra- und extrazelluldre Affinitit in ihrer Hohe nicht unterscheiden,
und somit der Transporter beziiglich der Na'-Affinitiit ein symmetrisches Verhalten zeigt.
Fir den Vergleich werden nur Ergebnisse aus Zweielektroden-Voltage-Clamp-

Na unter kontrollierten

Messungen herangezogen, da bei diesen Messungen der Ky
Potentialbedingungen bestimmt wurde, wobei die intrazellulire Na'-Konzentration nicht
genau bekannt ist. Die gemessenen Ky"* fiir den Einwirtstransport liegen im Bereich von
17-37 mM Na', wobei der Hill-Koeffizient zwischen 1 und 2,1 liegt (Umbach et al.,
1990; Birnir et al., 1991; Parent et al., 1992a; Chen et al., 1997). Das Substrat wird in
Konzentrationen von 50 uM (nichtséttigend) bis 5 mM aMDG (séttigend) angeboten, das
Haltepotential liegt im Bereich des physiologischen Ruhepotentials einer Oozyte von —30
bis =77 mV. Diese Ergebnisse unterscheiden sich von den fiir den Auswirtstransport
bestimmten Ky nicht. Unter vergleichbaren Bedingungen, d.h. bei einem Halte-
potential von +60 mV, das dem umgekehrten Potentialgradienten entspricht, und
250 mM aMDG ergibt sich sich der intrazellulire Ky* von 33,4 mM mit einem Hill-
Koeffizienten von 1,14. Somit konnen die intra- und extrazellulare Affinitit des SGLT1

fiir Na“ als gleich angesehen werden und es zeigt sich ein symmetrisches

Bindungsverhalten fiir Na".

4.1.3.2 Abhiingigkeit der Na'-Affinitit von der oMDG-

Konzentration

Der gemessenen apparente Ky

wird durch die aMDG-Konzentration nur wenig
beeinflusst: wird die aMDG-Konzentration von 25 mM auf 250 mM erhoht, so resultiert
dies in einem leichten Abfall des Ky\* um einen Faktor von ca. 1,5 von 57,0 mM auf
38,2mM bei HP=0mV. Bei einer Bindungsreihenfolge jedoch, bei der Na™ als
essentieller Aktivator als Erstes bindet und die Affinitit fiir Zucker erhoht, wird keine
starke Abhidngigkeit des ersten Substrats von der Konzentration des als zweites
bindenden Substrats erwartet. Die leichte Erniedrigung des apparenten Ky"* mit
zunehmender aMDG-Konzentration ist jedoch zu erwarten, da eine hdhere aMDG-
Konzentration das Gleichgewicht von Zustand [TNa;]; in Richtung [TNa,G]; zieht und

somit einen hoheren stationdren Strom zulésst.
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4.1.3.3 Spannungsabhiingigkeit von Ky "

Die intrazelluldre Na'-Affinitit bei verschiedenen Haltepotentialen wird aus den Strom-
Spannungs-Kennlinien bei verschiedenen Na'-Konzentrationen gewonnen. Dies
geschieht in  Anwesenheit von 2 festen oMDG-Konzentrationen. Bei beiden
Zuckerkonzentrationen zeigt sich eine #hnliche Abhingigkeit des Ky* vom
Haltepotential: zu positiven Potentialen hin fallt der Ky leicht ab. So ergibt sich ein
Abfall des Ky von 90,3 mM aMDG bei —60 mV um einen Faktor 2,7 auf 33,4 mM bei
+60 mV bei der sittigenden Konzentration von 250 mM oMDG. Dabei verlduft der
Abfall fiir positivere Potentiale immer schwicher, bis er gegen einen konstanten Wert
strebt. Die aMDG-Konzentration scheint dabei kaum FEinfluss auf den Verlauf des
Abfalls zu haben, denn ein dhnlicher Abnahmefaktor ergibt sich auch fiir die kleinere
aMDG-Konzentration. Messungen mit kleineren aMDG-Konzentrationen als 25 mM

aMDG, die dem Konzentrationsbereich um den oder unterhalb des Ky*P¢

entsprechen,
konnen leider nicht durchgefiihrt werden. Die zuckerinduzierten Strome liegen bei
geringen Zucker- und Na'-Konzentrationen besonders bei stark negativen Potentialen im
Bereich von nur einigen pA, so dass durch die Differenzmessung unzuverldssige
Resultate entstehen.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die intrazellulire Na'-Bindung vom Membranpotential
abhingig ist. Dies steht im Widerspruch zu dem vorgeschlagenen Transportmodell,
wonach die intrazellulire Na'-Bindung nur in vernachlissigbar kleinem MaBe
spannungsabhingig sein soll. Im folgenden soll durch ein Vergleich der intra- und
extrazelluliren Potentialabhingigkeit des Ky"* abgeschitzt werden, ob die intrazellulire
Potentialabhingigkeit gegeniiber der extrazelluldren vernachlidssigbar klein ist. Umbach
et al. (Umbach et al., 1990) fanden fiir den Einwirtstranport einen Abfall des Ky"* um
einen Faktor 8 zwischen -30 mV und —150 mV. Spédtere Messungen zeigten einen Abfall
um einen Faktor von ca. 4 zwischen —40 mV und —120 mV (Birnir et al., 1991) oder um
einen Faktor 10 zwischen 0 mV und —150 mV (Parent et al., 1992a). Weitere Messungen
zeigten einen Abfall um einen Faktor 2 im Bereich zwischen —30 und —150 mV
(Hirayama et al., 1996). Bei all diesen Messungen verlduft Ky im Bereich von —150 mV
bis ca. =70 mV eher konstant und steigt erst zu depolarisierenden Potentialen hin an.
Spannungen groBer als 0 mV wurden in den Zweielektroden-Voltage-Clamp Messungen
leider nicht getestet, doch aus dem eher exponentiellen Verlauf der Kurve lésst sich
extrapolieren, dass der Anstieg bei positiven Potentialen noch wesentlich steiler verlduft

als im negativen Spannungsbereichs, womit sich Ky um mehr als Faktor 10 erhdht. In
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dem in dieser Arbeit getesteten Spannungsbereich von —60 mV bis +60 mV lag die
Abnahme des intrazelluldren Ky\* bei einem Faktor 1,5 — 2. Dies deutet auf eine deutlich
geringere Spannungsabhiingigkeit der intrazelluldren Na'-Bindung hin verglichen mit der
extrazelluldren. Immerhin ist die Spannungsabhédngigkeit messbar, so dass sie in die

Simulation des Modells miteinbezogen werden sollte.

4.1.3.4 Vergleich mit indirekten Messungen der intrazelluliren Na'-

Affinitit

In der schon vorher erwédhnten Arbeit (siche 4.1.1.2), in der die intrazelluldren
Eigenschaften des SGLT1 an sekretorischen Vesikeln aus Hefezellen untersucht wurden
(Firnges et al., 2001), wurde auch die Abhingigkeit des Glucose-Transports von der Na'-
Konzentration bestimmt. Hierbei scheinen die Autoren zeigen zu konnen, dass sowohl
der Glucose-Einwirtstransport wie auch der -Auswirtstransport nicht von der Na'-
Konzentration abhiéingen, sondern sogar unter nominell Na'-freien Bedingungen
stattfinden konnen. Dies zeigten die gleiche Gruppe auch in einer dlteren Arbeit durch
Flux-Messungen an Biirstensaum-Membran-Vesikeln (Centelles et al., 1991). Die Autoren
postulieren deshalb ein Transportmodell (Centelles et al., 1991), in dem auch der nur mit
Glucose beladenen Transporter [TG] zur anderen Seite der Membran wechseln kann. Die
Ergebnisse stehen in starkem Widerspruch zu den Ergebnissen dieser Arbeit. Hier kann
gezeigt werden, dass eine Verringerung der Na'-Konzentration eine Abnahme der
Stromamplituden bei konstanter aMDG-Konzentration zur Folge hat. Eine Extrapolation
der Daten zeigt, dass fiir 0 mM Na" kein Strom mehr zu erwarten ist. Dies zeigt deutlich,
dass ein Zuckertransport nur stattfinden kann, wenn beide Substrate gebunden sind.

Fiir diese unterschiedlichen Ergebnisse gibt es keine befriedigende Erkldrung. Ob die

unterschiedlichen Methoden eine Begriindung sein konnen, erscheint ungewil.

4.1.4 Physiologische Bedeutung der Affinitaten

Die Ergebnisse zeigen, dass SGLT1 ein reversibler Transporter ist, der Zucker in die
Zelle hinein-, aber durchaus auch aus der Zelle heraus transportieren kann. Dass unter
physiologischen Bedingungen ein Auswirtstransport von Glucose stattfindet, ist sehr
unwahrscheinlich, da das Zusammenwirken der Faktoren negatives Membranpotential,
geringe Zuckeraffinitit, Na'-Affinitit und Na'-Gradient einen Auswirtstransport

verhindern. Unter physiologischen Bedingungen liegen intrazellulidr ca. 12 mM Na’,
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extrazelluldr ca. 145 mM Na' vor bei einem Membranpotential von ca. -70 mV (Schmidt
und Thews, 1993).

Die Strom-Spannungs-Kennlinien zeigen, dass eine Hyperpolarisierung zu geringeren
Stromamplituden und damit zu einer Verringerung des Auswartstransports flihrt.
Weiterhin verursachen die kleine intrazellulire Na'-Konzentration und das negative
Membranpotential eine sehr geringe intrazellulire Zuckeraffinitdt im Bereich von ca.
75 mM oMDG, so dass ein merklicher Auswértstransport nur bei einer hohen
intrazelluldren Zuckerkonzentration stattfinden kann. Allerdings vehindert der Glucose-
Transporter GLUT2 eine hohe Zuckerakkumulation in der Zelle, indem er mit einem Ky
von 17 - 20 mM (Thorens und Waeber, 1997) die Glucoseabgabe iiber die basolaterale
Membran an das Blut generiert. Ein dritter Faktor, der den Auswaértstransport verhindert,
ist die intrazellulire Na'-Affinitdt, die sich zwar nicht stark von der extrazelluliren
unterscheidet, jedoch bei der geringen intrazelluliren Na'-Konzentration zu einer
geringen Transportaktivitdt fiihrt. Die asymmetrische Funktionsweise des SGLT1
gewdhrleistet, dass der Glucose-Transport nur in eine physiologisch sinnvolle Richtung,

ndmlich der Aufnahme von Glucose in die Epitheltzellen, stattfindet.

4.1.5 Na*-Leckstrom

Zusétzlich zum gekoppelten Glucose-Einwérts-Transport tritt in Abwesenheit von Zucker
ein ungekoppelter Na'-Leckstrom [TNa,]. — [TNa,]; auf, durch den nur Na" in die Zelle
transportiert wird (Umbach et al., 1990; Parent et al., 1992a ; Chen et al., 1995; Panayotova-
Heiermann et al., 1995; Chen et al.,, 1997). Mit zunechmender extrazelluldrer Zucker-
konzentration nimmt der Na'-Leckstrom ab, wobei bei ca. 40 uM aMDG, einer

Kp™PC ist, die Strome von Na'-Leckstrom und von

Konzentration, die 5mal kleiner als
zuckerinduziertem Transport gleichgro sind (Chen et al., 1995). Der Na'-Leckstrom
betrdgt nur ca. 2,5% des Maximalstroms unter sittigenden Substratbedingungen (Chen et
al., 1995), weshalb der Einfluss des Na'-Leckstroms auch fiir kleine
Zuckerkonzentrationen vernachlissigber ist. Der Na'-Leckstrom kann experimentell
gezeigt werden, indem man in Abwesenheit von Zucker den Inhibitor Phlorizin
appliziert, der den Na'- Leckstrom mit einem K; = 3 pM inhibiert (Umbach et al., 1990).
Phlorizin bindet an den Na'-beladenen Transporter und verhindert den Transport iiber die
Membran.

Ob und in welchem MaB ein Na'-Leckstrom [TNa,]; — [TNa,]. von der intra- zur

extrazelluldren Seite auftritt, kann in dieser Arbeit nicht ermittelt werden, da Phlorizin

intrazelluldr nicht als Inhibitor arbeitet und somit der Na'-Leckstrom nicht gehemmt
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werden kann. Da die GroBenordnung des auswirtsgerichteten Na'-Leckstroms nicht
bestimmt werden kann, ist eine Abschéitzung des Fehlers nicht mdglich, der sich bei
Messungen mit  kleinen  Zuckerkonzentrationen durch den  zusétzlichen,
auswirtsgerichteten Na'-Leckstrom ergibt. Dadurch wird ein filschlich hoherer Strom

gemessen.

4.1.6 Bindungsreihenfolge

Die Bindungsreihenfolge kann unter der Annahme eines schnellen Vorgleichgewichts aus
der Abhingigkeit der Affinitét fiir aMDG, Ky™PC und des Maximalsstroms Iy, von der
Na'-Konzentration bestimmt werden, wobei Iy., bei der sittigenden aMDG-
Konzentration von 250 mM aMDG bestimmt wird (siehe 3.5). Der Einfluss der Na'-

MPG ynd Ty fiir die 3 moglichen Bindungsreihenfolgen (2Na™:G),

Konzentration auf Ky
(Na":G:Na") und (G:2Na') zeigt sich in den Vorfaktoren in der Michaelis-Menten-
Gleichung (Gleichung [1]). Die Vorfaktoren sind in Tab. 9 (siche 3.5) dargestellt. Die

MDG ynd Tyax von der Na'-Konzentration werden

Abhiéngigkeiten der Parameter Ky
simuliert und mit den experimentell ermittelten Veldufen verglichen. Da die
Gleichgewichtskonstanten Ky, fiir Zucker und Na" nicht bekannt sind, werden sie
ndherungsweise durch die gemessenen, apparenten Ky bei séttigender Konzentration des
jeweils anderen Substrats ersetzt. Prinzipiell sollte jedoch der wahre Kp-Wert grofer sein
und damit eine kleinere Affinitit zeigen als der apparente Ky-Wert.

Der Vergleich der simulierten Kurven mit den Ergebnissen zeigt sowohl bei Iy, als auch
bei Ky™PC fiir die Bindungsreihenfolge (2Na':G) eine bessere Ubereinstimmung als fiir
die Bindungsreihenfolgen (Na":G:Na") und (G:2Na"). Dies deutet auf eine intrazellulire
Bindungsreihenfolge von (2Na":G) unter den hier gemachten Annahmen fiir die
Bindungskonstanten fiir tMDG und Na" hin.

Die Bindungsreihenfolge von Substrat und Cosubstrat auf der extrazelluldren Seite wird
noch kontrovers diskutiert (Kessler and Semenza, 1983; Restrepo and Kimmich, 1985;
Parent et al., 1992b; Chen et al., 1997). Messungen zeigen, dass Na' als essentieller
Aktivator wirkt, denn die extrazellulire Bindung von Na“" an SGLTI bewirkt eine
Konformationsdnderung des Proteins, die dann zu einer Erhohung der apparenten
Affinitdt fir Zucker flihrt (Peerce and Wright, 1984; Kimmich, 1990; Hediger and
Rhoads, 1994; Hirayama et al., 1997; Loo et al., 1998). Damit ergibt sich flir die
Bindungsreihenfolge die Bedingung, dass sie geordnet erfolgen muss, wobei zumindest
ein Na'-Ion vor der Glucose binden muss. Die weitere Reihenfolge der Substratbindung

wird durch zwei unterschiedliche Modelle beschrieben (siche 1.1.6). In Modell I bindet
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zuerst 1 Na', danach 1 Glucosemolekiil, gefolgt von der Bindung des 2. Na'-Ions
(Na":G:Na") (Restrepo and Kimmich, 1985; Chen et al., 1997). Modell II beschreibt eine
sehr schnelle, entweder simultane oder sequentielle Bindung der beiden Na'-Ionen aus,
die in einem einzigen Reakionsschritt zusammengefasst wird (Parent et al., 1992b).
Danach erfolgt die Glucosebindung (2Na":G). Beiden Modellen gemeinsam ist die
Annahme eines spiegelsymmetrischen Modells. Danach sollte die intrazelluldre

Bindungsreihenfolge der extrazelluldren entsprechen.

4.2 Vorgleichgewichtsstrome

Aus den Messungen der zuckerinduzierten stationidren Strome konnen Eigenschaften des
Transporters wie Affinitit fiir Substrat und Cosubstrat, die Spannungsabhéngigkeit und
die  Bindungsreihenfolge bestimmt werden. Untersuchungen zu einzelnen
Reaktionsschritten im Transportzyklus sind aber nicht moglich, da die Strome jeweils
den kompletten Transportzyklus widerspiegeln. Um den Mechanismus genauer
untersuchen zu konnen, sind Untersuchungen der Vorgleichgewichtsstrome notig.

Die 6 Zustinde im Transportzyklus des SGLT1 (Abb. 39) werden abhéngig von den
vorliegenden Substrat- und Cosubstratkonzentrationen und dem anliegenden
Membranpotential besetzt (siche 1.1.7). Durch geeignete Wahl dieser Parameter kann die
Besetzungsdichte beeinflusst werden. Eine schnelle Anderung eines der Parameter, z. B.
durch schnelle Spannungsspriinge, stort das Gleichgewicht. Ist das Einstellen auf das
neue Gleichgewicht mit einer Verschiebung von Ladungen verbunden, wird dies durch
das Auftreten sogenannter Vorgleichgewichtsstrome sichtbar, die sich als schnelle
Transiente nach der Stérung bis zum Erreichen des neuen Gleichgewichts zeigen. Die
Vorgleichgewichtsstrome konnen bestimmten Schritten im Transportzyklus zugeordnet
werden und aus ihrem zeitlichen Verlauf die Geschwindigkeitskonstanten der einzelnen
Reaktionsschritte festgestellt werden und Aussagen iiber den geschwindigkeits-
bestimmendenden Schritt gemacht werden.

Vorgleichgewichtsstrome nach einem Spannungssprung kénnen bei vielen sekundér
aktiven Transportern beobachtet werden, z. B. beim Na'/Ca*"-Austauscher NCXI
(Hilgemann et al., 1991), beim GABA Transporter GAT1 (Lu und Hilgemann, 1999),
beim Na'/Jodid Symporter NIS (Eskandari et al., 1997), beim Na'/Phosphat
Cotransporter NaPi-5 (Forster et al., 1997) und beim Glutamat-Transporter EAAT2
(Wadiche et al., 1995). SGLT1 zeigt fiir den Einwértstransport Vorgleichgewichtsstrome
nach einem depolarisierenden Spannungssprung in Anwesenheit von Na' und

Abwesenheit von Zucker (Parent et al., 1992a; Parent et al., 1992b; Loo et al., 1993;
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Chen et al., 1996; Hazama et al., 1997). Durch die Zugabe von Zucker oder Phlorizin
verringern sich die Vorgleichgewichtsstrome. Der Vorgleichgewichtsstrom wird dabei
zwei spannungsabhingigen Reaktionsschritten zugeordnet, ndmlich der extrazelluldren
Na'-Bindung bzw. —Dissoziation und der Translokation des leeren Transporters. Unter
den genannten Bedingungen dissoziiert Na' nach einem depolarisierenden
Spannungssprung aus der Bindungstasche und es erfolgt eine Reorientierung der
Besetzungszahl ~ der  Transporterzustinde. = Demzufolge  sollte  sich  der
Vorgleichgewichtsstrom aus 2 verschiedenen Reaktionsschritten zusammensetzen und
somit der Abfall des Stroms durch 2 Exponentialfunktionen anpassbar sein (Wierzbicki et
al., 1990). In bisherigen Untersuchungen mit der Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-
Technik und der ,,cut-open-oocyte““~Technik an SGLT1-exprimierenden Oozyten konnte
eine der beiden Zeitkonstanten gefunden werden, die der Translokation des leeren
Transporters zugeordnet wurde (Parent et al., 1992a; Parent et al., 1992b; Loo et al.,
1993; Chen et al., 1996; Hazama et al., 1997). Die zweite Zeitkonstante, die der schnellen
Na'-Bindung entspricht, liegt vermutlich im Bereich von 100 ps (Hazama et al., 1997)
und kann wegen der Zeitauflosung dieser Methoden (200 pus — 2 ms) nicht dargestellt
werden.

In dieser Arbeit wird versucht, Vorgleichgewichtstrome fiir den Auswairtstransport zu
messen, die durch die spannungsabhingige Reorientierung der Membranzustinde
[TNa,]; «» [T]; «» [T]. entstehen. Mit einer Zeitauflosung von ca. 10 us eignet sich die
Makropatch-Technik dazu, auch die zweite, schnelle Zeitkonstante darzustellen. Ein
weiteres Ziel besteht in der Uberpriifung, ob die Vorgleichgewichtsstrome fiir den
Einwirtstransport an einem Makropatch in der inside-out-Konfiguration gemessen

werden konnen.

4.2.1 Vorgleichgewichtsstrome des Auswartstransports

In Abb. 39 sind die 3 Zustdnde, die am Zustandekommen der Vorgleichgewichtsstrome
im Auswartstransport beteiligt sind, grau hervorgehoben. Das Haltepotential wird vor den
eigentlichen Spannungsspriingen durch einen Vorpuls von 0 mV auf +50 mV geklemmt.
Dadurch werden die zweifach negativ geladenen leeren Transporter, die bei HP = 0 mV

gleichmassig extrazelluldr und intrazellulér verteilt sind, zur Innenseite ausgerichtet [T];.
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Abbildung 39: Zustinde, die an moglichen Vorgleichgewichtstromen im Auswértstransport des
SGLT1 beteiligt sein konnen. Die beteiligten Zustinde sind grau unterlegt. Dabei wird davon
ausgegeangen, dass in Abwesenheit von intrazellulirem Zucker bei einem konditionierenden Vorpuls
auf +50 mV Haltepotential der grofte Teil der Transporter im Zustand [TNa,]; vorliegt. Durch einen
hyperpolarisierenden Spannungsprung wird Na" aus den Bindungstaschen gedréingt ([TNa,]; — [T]),
und der leere Transporter richtet sich unter den Einfluss der Spannung zur Aufenseite aus ([T]; —

[T]e). Diese Ladungsverschiebungen sollten als Vorgleichgewichtsstromen messbar sein.

Die hohe Na"-Konzentration in der Badldsung fiihrt zu einer Séttigung der intrazelluliren
Na'-Bindung, so dass der Transporter hauptsichlich in Zustand [TNa,]; und in
geringerem Maf3e in Zustand [T]; vorliegt. Es wird erwartet, dass die Spannungsspriinge
auf Potentiale zwischen —100 mV und +60 mV zu einer Neuordnung der Zusténde
fiihren, wobei hyperpolarisierende Potentiale Na'-Ionen aus den Bindungsstellen dringen
([TNa,]; — [TT;) und der leere Transporter von Zustand [T]; nach [T]. ibergeht.

Die Auswertung der Transienten nach den Spannungsspriingen zeigt hier
iiberraschenderweise keine Vorgleichgewichtsstrome, die auf eine Neuorientierung der
Transporterzustidnde zuriickgefiihrt werden konnen. Die Subtraktion der Stromspuren in
aMDG-haltiger Losung und Losung ohne aMDG resultiert zwar in einem sehr schnellen
Transienten. Allerdings liegt die Zeitkonstante des Abfalls im Bereich der
Filterbandbreite (2-4 ps) und nicht im erwarteten ms- oder sub-ms-Bereich (Parent et al.,
1992a; Parent et al., 1992b; Loo et al., 1993; Chen et al., 1996; Hazama et al., 1997). Da
sich die Differenz-Transienten auch bei einer Messung an einem Patch einer
nichtinjizierten Kontrolloozyte zeigen, scheinen sie eher auf geringfiigige Anderungen
der systembedingten Kapazititen zuriickzufithren sein. Diese kénnen sich z. B. durch
eine Verdanderung der Hohe des Losungsstands ergeben. Der Abfall der Transienten in
den Originalmessungen mit aMDG oder ohne aMDG zeigt dhnliche Zeitkonstanten im

Bereich von T; gupg = 42-60 pus bzw. T; mami = 30-55 ps. Da die Transienten bei der



Diskussion 99

Differenzbildung verschwinden, werden sie vermutlich durch die Umladung der
Kapazitit des Patchs verursacht.

Zwei Ursachen konnen dafiir verantwortlich sein, dass keine Vorgleichgewichsstrome
nach einem hyperpolarisierenden Spannungssprung im Auswaértstransport messbar sind.
Zu der Zeit, in der die Experimente durchgefiihrt werden, zeigen die Oozyten keine
starke Expression. Die Expressionsiiberpriifung durch einen aMDG-Konzentrations-
sprung resultiert meist in Strémen im Bereich von 10 - 15 pA. Unter der Annahme, dass
die zu erwartenden Stromamplitude der Vorgleichgewichtsstrome sich in der gleichen
GroBenordnung wie im Voltage-Clamp-Experiment bestimmt bewegen, kann als erste
grobe Niherung eine ca. 4mal hohere Amplitude der Vorgleichgewichtsstrome gegeniiber
dem Gleichgewichtsstrom erwartet werden (Parent et al., 1992a). Solch geringen Strome
im Bereich von 40 — 60 pA konnen bei der nétigen hohen Filterfrequenz von 50 kHz und
den sehr hohen kapazitiven Strome im Bereich von mehreren nA schwer detektiert
werden. Bei der Verwendung einer kleineren Filterfrequenz lassen sich jedoch keine
eindeutige Aussagen {liber die Zeitkonstanten des Abfalls machen. Die zweite Ursache
kann darin begriindet sein, dass die intrazellulire Na'-Bindung keine ausgeprigte
Spannungsabhéngigkeit zeigt. Nach dem depolarisierenden Spannungspuls von +50 mV
sollte bei sittigender Na'-Konzentration der Transporter hauptsichlich im Zustand
[TNa,]; vorliegen. Bei geringer Spannungsabhingigkeit der intrazelluliren Na'-Bindung
wird bei einem hyperpolarisierenden Spannungssprung kaum Na' aus den
Bindungsstellen verdridngt, so dass hier wenige Ladungsverschiebungen stattfinden.
Dadurch existieren auch wenige Transporter im Zustand [T]; und der Ubergang [T]; —
[T]e findet nur in geringem MaRe statt. Dadurch ergeben sich auch hier kaum
Ladungsverschiebungen, so dass insgesamt keine Vorgleichgewichtsstrome detektierbar

sind.

4.2.2 Vorgleichgewichtsstrome des Einwartstransports

Nachdem iiberraschenderweise keine Vorgleichgewichtsstrome fiir den Auswérts-
transport festgestellt werden konnen, wird in weiteren Experimenten iiberpriift, ob mit
der Makropatch-Technik in der inside-out-Konfiguration Vorgleichgewichtstrome fiir
den Einwirtstransport messbar sind. In Messungen mit der Zwei-Elektroden-Voltge-
Clamp-Technik konnten Vorgleichgewichtstrome mit einer Zeitkonstanten von einigen
ms fiir diese Transportrichtung gezeigt werden (Parent et al., 1992a; Parent et al., 1992b;
Loo et al.,, 1993; Chen et al., 1996; Hazama et al., 1997). Abb. 40 zeigt die an den

Vorgleichgewichtsstromen beteiligten Zusténde.
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Abbildung 40: Zustinde, die an moglichen Vorgleichgewichtstromen im Einwértstransport des
SGLT1 beteiligt sein konnen. Die beteiligten Zustéinde sind grau unterlegt. Dabei wird davon
ausgegeangen, dass in Abwesenheit vonextrazellulirem Zucker bei einem konditionierenden Vorpuls
auf -70 mV Haltepotential der grofte Teil der Transporter im Zustand [TNa,]; vorliegt. Durch einen
depolarisierenden Spannungsprung wird Na" aus den Bindungstaschen gedringt ([TNa,]. — [T].), und
der leere Transporter richtet sich unter den Einfluss der Spannung zur Innenseite aus ([T]. — [T]y).

Diese Ladungsverschiebungen sollten als Vorgleichgewichtsstromen messbar sein.

Bei der Verwendung von inside-out-Patches wird der Einwirtsstransport des SGLT1
durch Zucker in der Pipettenlosung aktiviert. Da ein Austausch der Pipettenlosung sehr
schwierig ist, werden die Spannungssprung-Experimente an 2 verschiedenen Patches
derselben Oozyte durchgefiihrt. Somit konnen die Strome mit und ohne aMDG nicht
direkt verglichen werden und keine Differenz gebildet werden. Allerdings ist es moglich,
die Transienten der Patche mit und ohne aMDG anzufitten und die Zeitkonstanten als
Kriterium zu benutzen, ob Vorgleichgewichtsstrome durch SGLT1 hervorgerufen werden
oder nicht. Der transiente Strom der Messung, in der die Pipettenlosung kein aMDG
enthélt, 146t sich durch 2 Exponentialfunktionen mit T gppe = 72 s und Tz ohne = 5 US
darstellen, wobei T, e durch die Filterbandbreite bestimmt ist. Mit oMDG in der
Pipettenldsung kann fiir den zweiten Patch derselben Oozyte der transiente Strom durch
nur eine Exponentialfunktion mit tyupg = 6 us beschrieben werden, die wiederum die
Filterbandbreite darstellt. Somit zeigt sich bei der Messung ohne aMDG eine zweite,
langsamere Zeitkonstante, die auf das Auftreten von Vorgleichgewichtsstromen deuten
konnte. Es werden aber keine Zeitkonstanten im Bereich von Bereich von einigen
Millisekunden beobachtet, wie sie in den Voltage-Clamp-Experimenten gezeigt wurden.

Allerdings muss berlicksichtigt werden, dass man zwei unterschiedliche Patches
vergleicht, die leicht verschiedene Kapazititen durch unterschiedliche Patch-

Durchmesser, unterschiedliche Eintauchtiefen etc. besitzen. Die Kapazititsunterschiede
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zeigen sich dann auch in transienten Stromen mit unterschiedlichen Zeitkonstanten.
Zusétzlich konnen sich Unterschiede auch durch eine leicht unterschiedliche
Kompensation der systembedingten Kapazititen durch die verstirkereigene Kapazitits-
kompensation ergeben. Ein weiterer Hinweis, dass Tj onne = 72 us vermutlich nicht die
Zeitkonstante einer Neuorientierung der Transporterzustinde darstellt, ist das Auftreten
von dhnlich groflen Zeitkonstanten bei den Spannungssprung-Experimenten fiir den
Auswirtstransport (siche 3.6.3). Diese sind vermutlich auf die Umladung der Patch-
Kapazitit zuriickzufiihren, da sie bei der Differenzbildung der Messung mit und ohne
aMDG verschwinden.

Die Transienten im Experiment ohne aMDG in der Pipettenlosung zeigen keine
Zeitkonstante im Bereich von ms, wie es gemil3 den Experimenten an ganzen Oozyten
mit der Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp-Technik zu erwarten wire. Diesen Messungen
zufolge sind 2 Zeitkonstanten flir die Vorgleichgewichtstrome des Einwértstransports zu
erwarten. Die langsame Zeitkonstante t; im Bereich von einigen ms beschreibt die
Translokation des leeren Transporters (Parent et al., 1992a; Parent et al., 1992b; Loo et al.,
1993; Chen et al., 1996; Hazama et al., 1997). Die zweite, schnelle Zeitkonstante der Na'-
Bindung/-Dissoziation wird auf ca. 0,1-0,3 ms abgeschétzt (Hazama et al., 1997).

Die Spannungssprung-Experimente zeigen, dass hier mit der Makropatch-Technik keine
Vorgleichgewichtsstrome nachgewiesen werden konnen, die auf eine Neuorientierung
der Transporterzustinde nach einem Spannungssprung durch spannungsabhingige
Schritte  zuriickzufiihren sind. Eine mogliche Erkldrung dafiir, dass keine
Vorgleichgewichtsstrome am Patch detektiert werden konnen, liegt in der
vergleichsweise geringen zu erwartenden Stromamplitude der Vorgleichgewichtsstrome
am Patch gegeniiber den kapazitiven Transienten. Die zu erwartenden Stromamplituden
der Vorgleichgewichtsstrome am Patch lassen sich aus dem Verhéltnis der Amplituden
des Vorgleichgewichtsstroms zum stationdren Strom aus den Voltage-Clamp-Messungen
abschédtzen. Danach ist der Vorgleichgewichtsstrom ca. 4 mal hoher als der stationdre
Strom (Parent et al., 1992a), so dass am Patch die transienten Strome bei ca. 80-160 pA
liegen sollten, wenn der durchschnittliche stationédre Strom ca. 20-40 pA betrigt. Diese
sind gegeniiber den gemessenen kapazitiven Transienten von 10-20 nA sehr gering.
Wenn die Stromamplituden der kapazitiven Transienten verringert werden konnen,
konnten vorhandenen Vorgleichgewichtsstrome mdoglicherweise detektiert werden. Dies
sollte durch weitere Versuche zur Verringerung der Pipettenkapazitit, z. B. durch

Beschichten der Pipette, oder aber auch durch eine andere Pipettenform, erfolgen.
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5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit erfolgt eine Untersuchung der intrazelluldren Transporteigenschaften des
Na'/Glucose Cotransporters SGLT1 aus dem Kaninchen. Der Transporter wird dazu
heterolog in Xenopus laevis Oozyten exprimiert. Die hohe Expressionsdichte erlaubt die
Anwendung der ,,giant excised patch clamp“-Technik in der inside-out Konfiguration.Die
Patches mit Durchmessern von 20-30 um enthalten ca. 2,5 - 5-10° Transportern bei einem
durchschnittlichen Strom von 20-40 pA.

Der Transport des Substrats Glucose bzw. des hier verwendeten aMDG wird angetrieben
durch den elektrochemischen Gradienten fiir das Cosubstrat Na'. Bei 0mV
Haltepotential wird zuerst die reine Konzentrationsabhéngigkeit des Auswértstransports
durch die Bestimmung der apparenten intrazelluliren Affinitdt fir aMDG bei
verschiedenen festen Na'-Konzentrationen untersucht. Es kann eine deutliche
Abhingigkeit des Ky™PY von der Na*-Konzentration festgestellt werden. Eine Erhohung
der intrazelluliren Na'-Konzentration von 10 mM auf 400 mM fiihrt zu einer ca.
12fachen Abnahme des Ky™PC. Experimente mit symmetrischer Na'-Verteilung zeigen,
dass auch ohne Na'-Konzentrations-Gradient Transport stattfinden kann, allerdings mit
einer deutlich geringeren Affinitit fiir aMDG. Verglichen mit Literaturwerten fiir die
extrazellulire aMDG-A ffinitét ist die intrazellulare Affinitdt 10-15mal geringer ist als die
extrazellulidre.

Die Untersuchung der Abhiingigkeit von der Na'-Konzentration bei verschiedenen festen
oMDG-Konzentrationen zeigt, dass Ky'"* eine geringe Abhéngigkeit von der aMDG-
Konzentration besitzt. Die 10fache Erh6hung der aMDG-Konzentration von 25 mM auf
250 mM fithrt nur zu einer leichten Erniedrigung des Ky Die intrazellulire Na'-
Affinitdt liegt in der gleichen Groflenordnung wie die extrazellulére.

Zur Untersuchung der intrazelluldren Bindungsreihenfolge werden die gemessenen

oMDG nd des Ty, von der Na'-Konzentration mit Simulationen

Abhéngigkeiten des Ky
fiir die 3 moglichen Bindungsreihenfolgen (2Na":G), (Na":G:Na") und (G:2Na")
verglichen. Mit den hier gemachten Annahmen fiir die intrazelluliren Bindungs-
konstanten fiir aMDG und Na® wird die beste Ubereinstimmung fiir die intrazellulire
Bindungsreihenfolge (2Na":G) gefunden.

Zur Untersuchung des spannungsabhingigen Verhaltens der Affintititen fiir cMDG und
Na’ werden Spannungsspriinge unter denselben Konzentrationsbedingungen wie vorher

durchgefiihrt. Die  Strom-Spannungs-Kennlinien zeigen eine Zunahme der

zuckerinduzierten Stromamplituden zu positiven Potentialen hin. Dabei wird weder bei



Zusammenfassung 103

hyperpolarisierenden noch bei depolarisierenden Potentialen eine Séttigung erreicht. Dies
14t den Riickschluss, dass im betrachteten Spannungsbereich ein spannungsabhingiger
Schritt im Transportzyklus geschwindigkeitsbestimmend ist.

Die apparenten Affinititen fiir oMDG und Na' besitzen eine geringe
Spannungsabhingigkeit. Der Ky™PC bei annihernd sittigender Na'-Konzentration fallt
zwischen —40 mV und +40 mV um einen Faktor 4,4. Bei verringerter Na'-Konzentration
beeinflusst das Membranpotential die aMDG-Affinitit stirker. Der Ky\* fallt unter
sattigenden Zuckerbedingungen im gleichen Spannungsbereich auf die Hélfte ab, wobei
der Hill-Koeffizient konstant bleibt. Die Erniedrigung der oaMDG-Konzentration
verursacht keine Verdnderung des spannungsabhéngigen Verlaufs.

Die Ergebnisse zeigen, dass SGLT1 ein reversibler Transporter ist, der sowohl Einwérts-,
aber auch Auswirtstransport von Glucose generieren kann. Er zeigt dabei eine starke
Abhiingigkeit von der Na'-Konzentration und eine geringe Abhingigkeit vom
Membranpotential. Die hier bestimmten Eigenschaften zeigen aber auch, dass unter
physiologischen Bedingungen ein Auswaértstransport von Glucose sehr unwahrscheinlich
ist. Das Zusammenwirken der Faktoren Richtung des Na'-Gradient, geringe
Zuckeraffinitit, negatives Membranpotential und geringe intrazellulire Na'-
Konzentration verhindern den Auswirtstransport. Der physiologische Na'-Gradient ist
dem Auswirtstransport entgegengerichtet. Die geringe intrazellulire Na'-Konzentration
und das negative Membranpotential verursachen eine sehr geringe intrazelluldre
Zuckeraffinitit von ca. 75 mM aMDG, so dass ein merklicher Auswirtstransport nur bei
einer hohen Zuckerkonzentration innerhalb der Epithelzellen stattfinden kann. Dies wird
jedoch durch basolaterale Glucose-Transporter verhindert. Das negative Membran-
potential fiihrt zu einer geringen Aktivitit des Auswiértstransports. Die geringe

N2 g0 dass auch hier die

intrazellulire Na'-Konzentration liegt weit unterhalb es Ky
Transporteraktivitdt gering ist.

Die asymmetrische Funktionsweise des SGLT1 gewihrleistet, dass der Glucose-
Transport nur in eine physiologisch sinnvolle Richtung, ndamlich der Aufnahme von

Glucose in die Epitheltzellen, stattfindet.
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