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Einleitung 11

1. Einleitung

Glutamat ist, neben seiner Aufgabe als Aminosaure ein Proteinbaustein zu sein, der
wichtigste exzitatorische Neurotransmitter im menschlichen zentralen Nervensystem (Kandel
et al., 1995). Eswird in der prasynaptischen Nervenendigung in Vesikeln gespeichert und bei
der Reizweiterleitung in den synaptischen Spalt ausgeschittet (siehe Abb. 1.1). An der post-
synaptischen Membran bindet Glutamat an Rezeptoren, die als Liganden-gesteuerte Kationen-
kandle zu einer Depolarisierung der postsynaptischen Nervenzelle und damit zur Signal Uber-
tragung fihren. Glutamattransporter vermitteln die (Wieder-) Aufnahme von Glutamat in
Nervenzellen sowie in benachbarte Gliazellen (Kanai et a., 1994a). Die rasche Entfernung
des Glutamats aus dem synaptischen Spalt aufgrund von aktiver Aufnahme und Diffusion
fuhrt zum Abklingen der Erregung an der postsynaptischen Zelle (Barbour et al., 1994;
Takahashi et al., 1996). Glutamattransporter sind daher essentiell fir die Aufrechterhaltung
synaptischer Erregbarkeit (Rothstein et al., 1996).

Abb. 1.1: Schematischer Aufbau einer

Gliazelle . . .
chemischen Synapse. Die Informations-

Ubertragung an einer Synapse erfolgt von
der prasynaptischen auf die postsynaptische
Glutamat- Nervenzelle. Dabel steigt die Glutamat-

transporter konzentration im synaptischen Spalt zwi-
°

prasynaptische
Nervenzelle

schen den beiden Nervenzellen voriberge-
hend um das 1000fache an. Mit Hilfe von
Glutamattransportern in Nerven- und Glia-

Glutamat-

<
Glutamat- rezeptor

transporter

zelle wird die Glutamatkonzentration wie-

postsynaptische der auf ihr normales Niveau von 1-3 uM

EG reduziert, sodass ein neuer Ubertragungs-
O Na’ prozess einsetzen kann.
oK

1.1. Glutamattransporter-Familie

Die oben erwahnten Glutamattransporter in Nerven- und Gliazellen gehoren struktu-
rell zu einer gemeinsamen Proteinfamilie, die aufgrund ihrer Substratspezifitét in drei Unter-
gruppen unterteilt wird: bakterielle Transporter fur C4-Dicarboxylate, bakterielle und eukar-
yotische Transporter fur Glutamat bzw. Aspartat und bakterielle und eukaryotische Trans-

porter fur neutrale Aminosauren (Slotboom et al., 1999a). Die Aminosaure-Aufnahme erfol gt
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in der Regel entgegen des elektrochemischen Gradienten, d. h. durch aktiven Transport. Die
Energiequellen fir den jeweiligen Substrattransport konnen dabei sehr unterschiedlich sein
und sind teilweise noch nicht bekannt. So erfolgt der Glutamattransport bel Eukaryoten ent-
weder durch einen Protonen-Gegentransport wie im Fall der vesikularen Glutamattransporter
(Bellocchio et al., 2000; Takamori et al., 2000) oder der Glutamattransport wird durch einen
Natriumionen- und Protonen-Kotransport sowie Kaliumionen-Gegentransport energetisiert
(siehe 1.2.1.). Damit gehdren die Glutamattransporter der Plasmamembran zur grof3en Klasse
der sekundar-aktiven Transporter, die die e ektrochemischen Gradienten von Na”™ und K™ tiber
die Membran zur Substrataufnahme nutzen. Die Na'/K*-ATPase gewahrleistet hingegen unter
Nutzung der ATP-Hydrolyse (primér-aktiver Transport) die Aufrechterhaltung der Na'- und
K*-Konzentrationsgradienten. Dartber hinaus kann bei einem elektrischen Transport das
Membranpotenzial eine weitere Energiequelle darstellen (V oet und Voet, 1992).

Im Folgenden wird nur auf die eukaryotischen Na'-abhangigen Glutamattransporter

und deren Funktion im Nervensystem eingegangen.

1.1.1. Eukaryotische Glutamattransporter und ihre Lokalisation

Bisher wurden funf verschiedene Na'-getriebene Glutamattransporter kloniert, die un-
tereinander eine Homologie von ca. 50 % aufweisen (Kanai et a., 19944). Dazu gehdren zum
einen der Glutamat-Aspartat Transporter GLAST (Storck et al., 1992) und der Glutamattrans-
porter GLT-1 (Pines et al., 1992) aus der Ratte, die beide in Gliazellen vorkommen (Torp et
al., 1992). Zum anderen wurden zwei neuronale Glutamattransporter identifiziert: EAACL aus
Kaninchen (Excitatory Amino Acid Carrier) (Kanai und Hediger, 1992), der neben Nerven-
zellen auch in Epithelzellen von Niere und Leber eine Rolle spielt (Arriza et al., 1994;
Shayakul et al., 1997; Torp et a., 1997) und EAAT4 aus Mensch (Excitatory Amino Acid
Transporter) (Fairman et a., 1995; Yamada et a., 1996). Die klonierten humanen Homologe
zu GLAST, GLT-1 und EAAC1 werden EAATL1 bis 3 genannt (Arriza et a., 1994) und zei-
gen ein vergleichbares Expressionsmuster. EAATS (Arrizaet a., 1997) ist ein Glutamattrans-
porter aus der Retina, der sowohl in Glia- als auch in Nervenzellen vorkommt. Abgesehen
von Retina und Kleinhirn, wo hauptsachlich gewebespezifische Transporter (EAATS bzw.
GLAST und EAAT4) zu finden sind, ist im dbrigen Gehirn GLT-1 der haufigste gliale und
EAACI der haufigste neuronale Glutamattransporter (Attwell, 2000).

Der in dieser Arbeit untersuchte Glutamattransporter EAAC1, entsprechend dem hu-
manen EAATS3, ist sowohl in exzitatorischen a's auch in inhibitorischen Neuronen exprimiert

(Rothstein et a., 1994). Ein positiver immunhistologischer Nachweis wurde vor alem im
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Zellkorper und in dendritischen Endigungen der Nervenzellen gefunden, jedoch nicht in axo-
nalen Endigungen. D. h. EAACL tritt in den meisten Hirnregionen postsynaptisch auf, wobei
fast alle in der Synapse lokalisierten EAAC1-Proteine am ausseren Rand der synaptisch akti-
ven Zone nachgewiesen wurden (Conti et al., 1998). Im Gegensatz dazu ist in Purkinjezellen
EAAC1 auch présynaptisch lokalisiert (Furuta et al., 1997) und in manchen Hirnabschnitten
zusétzlich in Gliazellen exprimiert (Conti et al., 1998). Bei den durchgefihrten Nachweisen
muss jedoch beachtet werden, dass sich das Expressionsmuster von Glutamattransportern un-
ter pathologischen Bedingungen (wie z. B. Sauerstoffmangel) andern kann (Mennerick et al.,
1998) und vom Alter der Versuchstiere abhangt (Bar-Peled et al., 1997).

1.1.2. Struktur der Glutamattransporter

Bel den eukaryotischen Glutamattransportern handelt es sich um glykosylierte Pro-
teine mit einem Molekulargewicht von ca. 65kDa (ca. 570 Aminosduren) (Kanai und
Hediger, 1992; Pines et a., 1992; Storck et al., 1992), die beim Transportprozess eine durch
Proteolyseversuche nachweisbare Konformationsumwandlung durchlaufen (Grunewald und
Kanner, 1995). Allen Topologiemodellen gemeinsam ist die intrazellulére Lokalisation des N-
Terminus, die anschlief3enden ersten 6 hydrophoben Transmembrandoméanen mit vermutlich
o-helikaler Struktur und eine grof3e extrazellulére Schleife zwischen der dritten und vierten
Transmembrandomane. Im Gegensatz dazu ist der Hydropathieplot sowie Versuche mit Mar-
kierung bestimmter Aminosauren des C-terminalen Endes nicht eindeutig, sodass verschie-
dene Strukturen mit unterschiedlicher Anzahl an weiteren Transmembrandomanen postuliert
wurden (Kanai und Hediger, 1992; Pineset a., 1992; Seal und Amara, 1998; Seal et a., 2000;
Storck et al., 1992). Allerdings ist die Sequenz der ca. 150 C-terminalen Aminosduren in allen
Subtypen streng konserviert, und die Analyse von Punktmutanten (Zhang und Kanner, 1999)
sowie von EAAT1-EAAT2-Chiméren (Mitrovic et al., 1998) ergab, dass dieser Bereich eine
wichtige Rolle spielt sowohl fur die Funktion als auch die subtypischen Eigenschaften der
Glutamattransporter gegentiber Inhibitoren.

In Abb. 1.2 ist das Topologiemodell von GLT-1 dargestellt, welcher Uber 8 Trans-
membranhelices verfugt und zwel in die Membran ragende Schleifen (sogenannte pore-loop
Strukturen) besitzt (Grunewald et al., 1998; Grunewald und Kanner, 2000). Ahnlich in der
Membran liegende Schleifen wurden unter anderem in Kationenkana en nachgewiesen, wo sie
fUr die Kationen-Selektivitat der Kandle verantwortlich sind (Doyle et a., 1998; Yellen et al.,
1991). Alanin 364 in der Schleife zwischen Helix 6 und 7 sowie Alanin 431 in der Schleife

zwischen Helix 7 und dem linker (extrazellulér an die Membran angelagerte a-Helix) kénnen
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in dem Modell von Grunewald und Kanner alternierend von der einen oder anderen Seite der
Membran fir wasserldsliche Reagenzien zuganglich sein, wobei sich die Zuganglichkeit ab-
hangig von der Transporterkonformation andert. Fir den bakteriellen Glutamattransporter
GItT aus Bacillus stear othermophilus wurde ein analoges Modell vorgeschlagen (Slotboom et
al., 1999a; Slotboom et a., 1999b). Im Gegensatz dazu stehen die Arbeiten von Seal und Mit-
arbeitern (Seal und Amara, 1998; Seal et al., 2000) fur EAATL. Dort wurde die erste von der
intrazelluldren Seite in die Membran ragende Schleife (siehe Abb. 1.2) as Transmembran-
helix 7 interpretiert wahrend Helix 7 als eine von extrazelluldr in die Membran ragende
Schleife nachgewiesen wurde. An diese Schleife schlief3en sich zwei extrazellulér an die
Membran angelagerte a-Helices an, wobel die letzte Transmembrandoméane wieder mit dem
dargestellten Modell in Abb. 1.2 Ubereinstimmt. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass

der fUr die Funktion des Proteins wichtigste Teil topologisch noch nicht voll aufgeklart ist.

"Linker"
extra- E306 A309 V417 T460 L465
zellular R310 G422 L456 S464
O @ @ & D
142| |239| (300 A364 411 S443 467
1 3 4 5 7 8
A431
G3594C373
W354
intra- S113 G379
zellular

E530

Abb. 1.2: Topologiemodell von GLT-1 nach Grunewald und Kanner (Grunewald und Kanner, 2000).

Als Quartarstruktur von Glutamattransportern wurde fir EAACL mit Hilfe von Elek-
tronenmikroskopie an Gefrierbruchflachen von Xenopus Oozyten Membranen ein Homopen-
tamer nachgewiesen, das eine pyramidenartige Struktur mit einer zentralen Kanal-artigen
Aushohlung zeigte (Eskandari et al., 2000). Dabei wird vermutet, dass die einzelnen Unterein-
heiten fir den Glutamattransport verantwortlich sind, wahrend in der Interpretation von Es-
kandari und Mitarbeitern der zentrale Kanal mit der Anionenleitfahigkeit assoziiert ist (siehe
1.2.2)). Im Gegensatz dazu postulieren Haugeto und Mitarbeiter aufgrund von Crosslink-Ver-
suchen, dass GLT-1 und GLAST hauptséchlich Trimere bzw. ein Gemisch aus Dimeren und
Trimeren bilden und, dass das Monomer keine Glutamataufnahme katalysieren kann

(Haugeto et a., 1996). Der immunhistologische Nachweis ergab zudem, dass die Assoziation
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in vivo nur als Homomultimer erfolgen kann (Haugeto et a., 1996). Dartiber hinaus wurde
jedoch fur die Retina auch die Bildung von heteromeren Glutamattransportern (aufgebaut aus

Monomeren verschiedener Subtypen) vorgeschlagen (Eliasof et a., 1998).

1.2. Funktionsweisen von Glutamattransportern

Glutamattransporter verfligen Uber drei verschiedene Funktionen, den Glutamattrans-
port, die Glutamat-induzierte Anionenleitfahigkeit und die Glutamat-unabhangige Leckleit-
fahigkeit. Im Folgenden werden diese Funktionen und V arianten davon im Detail diskutiert.

1.2.1. Stochiometrie des Glutamattransportes

Die Glutamattransporter arbeiten als sekundér-aktive Transporter, die die Konzentra-
tionsgradienten von Na" und K™ tiber die Membran fur den Transport von Glutamat ausniit-
zen. Mit verschiedenen Methoden, wie der Messung des Glutamat-induzierten Stromsignals
oder des Glutamatfluxes, sowie Detektion der intra- und extrazelluléren Natrium- und Kali-
umkonzentration mit ionenselektiven Elektroden, erfolgte der Nachweis eines Na'-K otrans-
portes und K*-Gegentransportes (Amato et al., 1994; Barbour et al., 1988; Erecinska et al.,
1986; Kanner und Bendahan, 1982; Kanner und Sharon, 1978). Damit unterscheidet sich der
Glutamattransporter deutlich von anderer Neutrotransmitter-Transportern wie Glycin- oder y-
Aminobuttersiure-Transporter, die K*-unabhéngig sind und ein Chloridion kotransportieren
(Kanner und Sharon, 1978; Kavanaugh et a., 1992). Zusétzlich zeigte die Transportaktivitét
fur Glutamat eine Abhangigkeit von der Protonenkonzentration (Nelson et al., 1983) und mit
Hilfe pH-sensitiver Farbstoffe bzw. Elektroden wurde eine intrazelluldre Ansduerung bzw.
extrazelluldre Alkalisierung beim Glutamattransport nachgewiesen (Bouvier et al., 1992
Erecinska et al., 1983).

Wahrend die Substrate, wie L-Glutamat, D- und L-Aspartat (Schwartz und Tachibana,
1990), und die weiter am Transport beteiligten lonen, wie Na', K*, H oder OH™, bereits friih
bekannt waren, blieb die Stochiometrie des Glutamattransportes lange Zeit kontrovers. Nach
Klonierung der Glutamattransporter und heterologer Expression wurde anfangs der Kotrans-
port von zwei Natriumionen (Kanai et a., 1995; Klockner et al., 1993) postuliert. Durch Mes-
sung des Umkehrpotenzials in Abhangigkeit von der Natriumkonzentration konnte jedoch
spater gezeigt werden, dass pro Glutamatmolekil drei Natriumionen und ein Proton trans-
portiert werden wahrend bel der Relokation des Transporters ein einzelnes Kaliumion trans-

loziert wird (Levy et al., 1998; Zerangue und Kavanaugh, 1996a). Damit werden pro Trans-
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portzyklus zwel positive Ladungen in die Zelle verschoben. Die Unterscheidung zwischen
Protonen-K otransport oder OH ™ -Gegentransport beruhte auf Strom- und parallelen Fluores-
zenzmessungen des intrazelluléaren pH-Wertes mit Hilfe von fluoreszierenden Indikatoren
(Zerangue und Kavanaugh, 1996a; Zerangue und Kavanaugh, 1996b). Cystein ist ein weiteres
Substrat fur Glutamattransporter, das bei physiologischem pH hauptséchlich protoniert vor-
liegt (pK 8,3). Im Gegensatz zu Messungen mit Glutamat, wurde beim Transport von Cystein
keine Ansduerung des intrazelluldren Milieus beobachtet, was jedoch bei einem OH™-Gegen-

transport der Fall sein misste.

1.2.2. Glutamat-induzierte Anionenleitfahigkeit

Die Anionenleitfahigkeit bei Glutamattransportern ist nicht thermodynamisch an den
Transportprozess gekoppelt sondern wird allein vom elektrochemischen Gradienten des per-
meierenden Anions bestimmt. Diese Beobachtung wurde zuerst beim Glutamattransport an
nativen Photorezeptoren gemacht (Eliasof und Werblin, 1993) und konnte nach heterologer
Expression der verschiedenen Glutamattransporter fur ale Subtypen nachgewiesen werden
(Fairman et al., 1995; Otis und Jahr, 1998; Wadiche et a., 1995a). Dabei ist das Verhdltnis
zwischen Glutamattransport und Anionenleitféhigkeit bei den einzelnen Subtypen sehr unter-
schiedlich und fé8llt in der Reihenfolge EAAT2 (GLT-1) > EAAT3 (EAACL) > EAAT1
(GLAST) > EAAT4 ~ EAATS (Wadiche und Kavanaugh, 1998). Fir den Glutamattransport
gilt paralel, dass die Geschwindigkeit des Glutamattransportes unabhéngig ist von der Art
und der Konzentration des permeierenden Anions (Wadiche et al., 1995a).

Aufgrund der geringen Leitfhigkeit der Glutamattransporter konnten bisher keine
Einzelkanalmessungen durchgefuhrt werden. Mit Hilfe von Rauschanalysen am retinalen
EAATS ergaben sich Leitfahigkeiten mit Chlorid von 0,70-0,73 pS und mittlere Offenzeiten
von 2,4-3,0 ms (Larsson et a., 1996; Picaud et al., 1995), wobei die Permeabilitédt verschie-
dener Anionen mit ihrem chaotropen Charakter abnahm (SCN™ > CIO, > NO3” > 1" > Br™ >
CI” >> Gluconat”) (Eliasof und Jahr, 1996; Wadiche und Kavanaugh, 1998).

Eine physiologische Funktion fur die mit dem Glutamattransport assoziierte Anionen-
leitfahigkeit wurde bisher nur fir EAATS5 nachgewiesen. In "ON" Bipolarzellen der Retina
beruht die inhibierende Erregung bel Belichtung auf einem Fluss von Chloridionen durch den
Glutamattransporter in die Zelle (Grant und Dowling, 1996). Darlber hinaus wurde vorge-
schlagen, dass die Anionenleitféhigkeit zur Repolarisierung der Membran beitragt und damit
die Glutamataufnahme unterstutzt (Eliasof und Jahr, 1996).
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Die Tatsache, dass die Anionenleitféhigkeit bei EAAT1 und EAAT4 im Fal von D-
Aspartat as Substrat im Vergleich zu L-Glutamat groRer war (Fairman et al., 1995; Wadiche
et a., 1995a; Wadiche und Kavanaugh, 1998) fuhrte anfangs zu einer Modellvorstellung, in
der Glutamat und das permeierende Anion den gleichen Pfad durch den Transporter nehmen
(Wadiche et al., 1995a). Daneben wurden auch andere Modelle mit getrennten Wegen fir
Glutamattransport und Anionenfluss im Protein vorgeschlagen, oder es wird ein zusétzliches
akzessorisches Protein fur die beobachtete Anionenleitfahigkeit angenommen (Sonders und
Amara, 1996). Bis jetzt kann zwischen diesen Féllen nicht endgultig unterschieden werden.
Chiméren-V ersuche zwischen EAAC1 und dem Transporter fur Alanin, Serin, Cystein (ASC)
ergaben zudem, dass fur die Aktivierung der Anionenleitfahigkeit der N- und C-Terminus von
EAACI essentiell ist (Li et al., 2000). Der Nachweis einer homopentameren Struktur mit
zentralem Kanal fur EAAC1 fuhrte zu der Annahme, dass die Anionenleitfahigkeit als eine
Eigenschaft des Multimers zu erklaren ist (Eskandari et al., 2000), analog zu mulitmeren Li-
ganden-gesteuerten lonenkanalen.

Die Anwesenheit von intrazellulérer Arachidonsdure fuhrte bei EAAT4 zu einer zu-
sétzlichen Glutamat-induzierten Protonenleitféhigkeit (Fairman und Amara, 1999; Fairman et
al., 1998; Tzingounis et al., 1998), die bisher nur fir EAAT4 nachgewiesen wurde. Im Gegen-
satz dazu inhibiert Arachidonsdure die Glutamataufnahme von EAAT1 bzw. verstérkt sie bei
EAAT2 (Zerangue et al., 1995).

1.2.3. Glutamat-unabhangige Leckleitfahigkeit

Viele Na'-getriebene Transporter wie zum Beispiel der Na'-abhangige Glucosetrans-
porter SGLT1 oder der Phosphattransporter NaPi-2 zeigen eine Leckleitfahigkeit fir Na™ in
Abwesenheit ihres Substrates (Loo et a., 1993; Forster et al., 1998). Ebenso konnte bei Gluta-
mattransportern ein zusédtzlicher Leckstrom beobachtet werden. Fir Gliazellen der Retina
(enthalten hauptsachlich EAAT1) sowie EAACL exprimiert in Froschoozyten wurde dieses
Leck auf eine Na'-getragene Leitfahigkeit zurlickgefihrt, da kein Leckstrom in Abwesenheit
von Na' auftrat (Schwartz und Tachibana, 1990) bzw. eine geringe Natriumionenaufnahme
(*®Na") in Abwesenheit von Substrat detektiert wurde (Kanai et al., 1995). Im Gegensatz dazu
schlugen Otis und Jahr fur den Leckstrom bei Purkinjezellen (enthalten hauptsichlich
EAAT4) vor, dass dieser auf einen Anionenfluss zurtickzufthren ist (Otis und Jahr, 1998).

Da sich die Leckleitfahigkeit durch Inhibitoren und Substrate hemmen lief3 (Otis und
Jahr, 1998), wurde vermutet, dass die Leckleitfahigkeit ein Fluss von Anionen durch den glei-
chen Pfad wie Glutamat darstellt (Sonders und Amara, 1996).
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1.2.4. Homoexchange-Modus bei Glutamattransportern

In Abwesenheit von intrazelluldren Kaliumionen kann der Glutamattransporter nur
den Na'-abhangigen Teil des Transportzyklus durchlaufen, was bei Anwesenheit von intra-
zellularen Natriumionen und Glutamat zu einem elektroneutralen Austausch von intra- und
extrazelluldrem Glutamat fuhrt. Dieser Transport-Modus wird als Homoexchange bezeichnet
und konnte bei Punktmutanten von GLT-1 und EAAC1 beobachtet werden, die keinen Netto-
Glutamattransport zeigten (Kavanaugh et al., 1997; Zhang et a., 1998).

Unter Homoexchange-Bedingungen trat auch die oben beschriebene Glutamat-indu-
zierte Anionenleitfahigkeit auf (Billups et a., 1996; Otis und Jahr, 1998). Dies fihrte zu der
Annahme, dass die Aktivierung der Anionenleitfahigkeit allein durch die Glutamatbindung
verursacht wird und kein Nettotransport von Glutamat daf ir nétig ist (Billups et al., 1996).

1.2.5. Glutamat-Auswartstransport

Unter physiologischen Bedingungen enthdlt die Zelle hohe Konzentrationen an K™,
wahrend extrazellular Na' in hoher Konzentration vorliegt. Damit ermdglichen die den Gluta-
mattransport treibenden elektrochemischen Gradienten eine Glutamataufnahme in die Zélle.
Diese wird im Folgenden auch als Glutamat-Einwértstransport bezeichnet. Werden die Kon-
zentrationsgradienten fur Natrium- und Kaliumionen umgedreht, katalysieren die Transporter
den Glutamat-Auswartstransport. Der Transporter ist damit vollsténdig reversibel. Fir den
Glutamattransport in glialen Zellen der Retina wurde anfangs postuliert, dass der Glutamat-
Auswaértstransport elektroneutral verlauft (Schwartz und Tachibana, 1990). Messungen von
Szatkowski und Mitarbeitern zeigten jedoch, dass dieser Glutamat-Auswartstransport tatsach-
lich dem umgekehrten Prozess der Glutamataufnahme in die Zelle entspricht (Szatkowski et
al., 1990) und damit ebenfalls elektrogen ist. Darliber hinaus wurde beim Glutamat-Aus-
waértstransport ebenso eine Glutamat-induzierte Anionenleitfahigkeit beobachtet wie beim
Einwértstransport (Billups et al., 1996).

1.3. Struktur-Funktions-Beziehungen bei Glutamattransportern

Zur Struktur-Funktions-Aufkldrung wurde bei Glutamattransportern zum einen der
Ansatz gewahlt, Punktmutanten mit veranderten Funktionseigenschaften zu isolieren. Zum
anderen erfolgte die Entwicklung von Inhibitoren und Aktivatoren, die sich in die Bindungs-

stelle fur Glutamat einpassen.
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1.3.1. Substratbindungsstellen

Durch Punktmutationen konservierter Aminosduren wurde fir GLT-1 versucht, die
Bindungsstellen fiir Glutamat, fur die kotransportierten lonen Na™ und H* sowie fiir das ge-
gentransportierte K™ zu identifizieren.

Alle konservativen Mutationen von Histidin 326 in Helix 6 (Modell Abb. 1.2) verhin-
derten den Glutamattransport von GLT-1, was zu der Annahme fihrte, dass dieses Histidin an
der Bindung des kotransportierten Protons beteiligt ist (Zhang et al., 1994). Der Austausch der
negativ geladenen Aminosiure Glutamat 404 zu Aspartat auf Helix 7 verhinderte den K*-Ge-
gentransport (Kavanaugh et al., 1997). Ebenso schien Tyrosin 403 an der Kaliumionenbin-
dung beteiligt zu sein (Zhang et al., 1998). Allerdings konnte bei dieser Mutante zusétzlich
eine geringere Affinitat und Spezifitét fir Na™ beobachtet werden, wahrend die Affinitét fir
Glutamat sich nicht anderte. Daraus schlossen Zhang und Mitarbeiter zum einen, dass sich die
Natrium- und Kaliumbindungsstelle tberlappen und zum anderen, dass moglicherweise nur
eine der drei Natriumbindungsstellen hoch spezifisch fiir Na™ sei. Generell zeigte die Bin-
dungsstelle fir K* eine geringere lonenspezifitét als die fir Na® (Barbour et al., 1991). Bei
den funktionsunttichtigen Mutanten von Aspartat 398 auf Helix 7 war bereits die Bindung des
ersten Natriumions verhindert (Pines et al., 1995). Durch Mutationen von Serin 440 in der
zweiten Schleife von GLT-1 wurde zwar die Glutamatbindung beeinflusst, dennoch nahmen
Zhang und Kanner an, dass Serin 440 nicht die Glutamatbindungsstelle dargestellt, sondern
ihr benachbart ist (Zhang und Kanner, 1999).

Bel EAACL wurde vermutet, dass Arginin 447 (entspricht R479 in GLT-1) an der
Glutamatbindung beteiligt ist, vermutlich in Form einer lonenpaar-Bildung mit dem y-Car-
boxylat von Glutamat (Bendahan et al., 2000). Bei GLAST wurde vorgeschlagen, dass die
Aminosaurereste Tyr405 und Arg479 (entspricht 403 und 477 in GLT-1) fur die Glutamat-
bindung von Bedeutung sind (Conradt und Stoffel, 1995). In anderen Glutamat-bindenden
Proteinen wie Glutamatrezeptor und Glutaminsynthetase wurde auf Ebene der Kristallstruk-
turanalyse bereits ein Beteiligung von Arginin an der Bindung des negativ geladenen Gluta-
mats nachgewiesen (Armstrong et al., 1998; Liaw et a., 1994).

1.3.2. Inhibitoren fur Glutamattransporter

Mit Hilfe von Molecular Modeling wurden verschiedenen Substanzen entwickelt, die
strukturhomolog zu einzelnen Glutamat-Konformationen sind (Chamberlin et al., 1998). Da-
bei entstanden Inhibitoren und Aktivatoren, die kompetitiv mit Glutamat sind. Die Stérke der

aktivierenden oder inhibierenden Wirkung einer Substanz hangt vom Glutamattransporter-
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Subtyp ab. So zeigte zum Beispiel Methano-pyrrolidin-2,4-dicarboxylat in séttigenden Kon-
zentrationen eine ca. halbmaximale Aktivierung im Vergleich zu Glutamat bei EAAT1 und
EAATS3, wahrend bei EAAT2 kein Unterschied in der Aktivierung festzustellen war (Koch et
al., 1999). Im Gegensatz dazu war eine inhibierende Wirkung von Kainat nur fir EAAT2 zu
beobachten (Arriza et a., 1994). Der bisher potenteste Inhibitor fir EAAT1 und EAAT2 ist
DL-threo-pB-Benzyloxyaspartat (TBOA) mit K;-Werten (halbmaximale Inhibierung) kleiner
100 uM (Lebrun et al., 1997).

1.4. Physiologische Bedeutung der Glutamattransporter

Die Glutamatkonzentration im synaptischen Spalt (siehe Abb. 1.1) ist im Bereich von
1-3 uM (Shaw et al., 1995) und steigt bei der Reizweiterleitung auf 1-3 mM (Clements et al.,
1992) an. Solch eine hohe Glutamatkonzentration wirden auf Dauer zu einer Schadigung der
Nervenzellen und ihrem Tod flhren, da die sténdige Erregung einen Einstrom von Kalzium-
ionen in die Nervenzelle zur Folge hat (Choi, 1988; Nicholls und Ward, 2000; Trotti et al.,
1998; Tymianski et al., 1993). Durch die aktive Aufnahme von Glutamat durch Glutamat-
transporter in die Nerven- und Gliazellen (Barbour et al., 1994; Jabaudon et al., 1999;
Takahashi et al., 1996) sowie in die Epithelzellen der Blut-Hirn-Schranke (O'Kane et al.,
1999) wird die Glutamatkonzentration im Liquor gering gehalten. Da hohe Konzentrationen
an Glutamat in der présynaptischen Nervenendigung dennoch bendtigt werden, wird die nicht
exzitatorische Aminosdure Glutamin als Transportform von Glutamat zwischen Glia- und
Nervenzelle verwendet (Daikhin und Y udkoff, 2000; Palmada und Centelles, 1998). Generell
kann der Glutamattransporter mit der Kopplung der Glutamataufnahme an den Kotransport
von drel Natriumionen, einem Proton und dem Gegentransport von einem Kaliumion einen
K onzentrationsgradienten fiir Glutamat entsprechend der Nernst-Gleichung von 10° tiber die

Membran aufrecht erhalten (Zerangue und Kavanaugh, 1996a).

[Glu], _[H'], ([Na*]m T[Kwa exp( ZVF]
[Glu],, [H']. \[Na'l, ) [K'], RT

Bel der dargestellten Nernst-Gleichung entspricht V dem Membranpotenzial, F der Faraday-
konstanten, R der Gaskonstanten und T der absoluten Temperatur. Die Indices "ex" und "in"

stehen fir extrazellulér und intrazellul&r.
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1.4.1. Physiologische Glutamatkonzentration im synaptischen Spalt

In verschiedenen Studien wurde bewiesen, dass die Glutamatkonzentration im synapti-
schen Spalt bei der SignalUbertragung von der Aktivitét der Glutamattransporter beeinflusst
wird (Bergles und Jahr, 1998; Diamond und Jahr, 2000; Jonas, 2000; Otis et al., 1997). Dies
ist von besonderem Interesse, da Glutamattransporter eine Zykluszeit im Millisekundenbe-
reich haben (Diamond und Jahr, 1997) und daher ebenso die Diffusion des Glutamats aus dem
Spalt von Bedeutung ist fur das Abklingen der postsynaptischen Erregung (Bergles et al.,
1997; Bergles und Jahr, 1997). In diesem Zusammenhang wird kontrovers diskutiert, ob die
beobachteten Effekte auf den postsynaptischen Strom bel Inhibition der neuronalen Glutamat-
transporter durch die Hemmung der Glutamataufnahme (Mennerick et al., 1999; Mennerick
und Zorumski, 1994) oder die Hemmung der Glutamatbindung (Tong und Jahr, 1994) an den
Transporter, der damit as Puffer wirkt, verursacht werden.

Ebenso wird bisher nur vermutet, dass eine Erhthung der Glutamatkonzentration im
synaptischen Spalt einen mdglichen Mechanismus zur Vermittlung von Reizstérke darstellt
(Turecek und Trussell, 2000) oder bei Lernprozessen auf eine reduzierte Zahl an Glutamat-
transportern zurtickzufthren ist (Diamond et al., 1998).

1.4.2. Pathologische Glutamatkonzentrationen im synaptischen Spalt

Bel Sauerstoff- bzw. Energiemangel erhoht sich die extrazellulére Glutamatkonzen-
tration, wobei Werte von > 60 uM abgeschétzt wurden (Levy et al., 1998). Diese Zunahme ist
teilweise auf den Auswaértstransport von Glutamat aus Nerven- und Gliazellen, katalysiert
durch die Glutamattransporter (siehe 1.2.5.), zurtickzufthren (Jabaudon et a., 2000; Rossi et
al., 2000; Zeevalk et a., 1998), da bei ATP-Mangel der Na'- und K*-K onzentrationsgradient
Uber die Membran nicht aufrecht gehalten werden kann.

Dass Glutamattransporter fir den Erhalt geringer extrazellulérer Glutamatkonzentra-
tionen verantwortlich sind, wird deutlich beim Gendefekt der glialen Transporter GLAST und
GLT-1 (EAAT1 & 2) in der Maus (knock-out). Die erhdhte Glutamatkonzentration im Liquor
des Gehirns fihrte zur starken Neurodegeneration (Rothstein et al., 1996). Hingegen zeigten
Maéause mit einem Mangel an EAAC1 (EAAT3) nur geringe Nervenschadigungen, daftr aber
erhohte Konzentrationen von Glutamat und Aspartat im Urin (Peghini et a., 1997).

In der Natur gibt es nur ein eindeutiges Krankheitsbild, die Amyotrophe laterale Skle-
rose (ALS), wo die Verringerung der EAAT2-Expression im Motorcortex und Rickenmark
ursdchlich zu einer Degeneration der Motorneuronen fuhrt (Lin et al., 1998). Dartiber hinaus

werden Dysfunktionen von Glutamattransportern in Zusammenhang mit Morbus Alzheimer
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(Nodaet al., 1999), Epilepsie (Chapman, 2000) und Schizophrenie (Shashidharan et al., 1997)
diskutiert.

1.5. Charakterisierung von elektrogenen Transportern durch Strom-

messungen
Die Modellvorstellung von einem Transporterprotein (Widdas, 1952) enthélt im ein-
fachsten Fall vier Zustande, wobel jeweils zwei von der extrazelluldren Seite und zwel von
der intrazelluldren Seite zuganglich sind (siehe Abb. 1.3).

Abb. 1.3: Vereinfachtes Transport-
K ¢ modell. Der unbeladene Transporter T

T+S —’.d TS Zee)l(llj?ér bindet an der ext.razelluléren Seite sein
[ Substrat unter Bildung von TS. Nach

Trandlokation mit der Geschwindig-

krUCk

khin keitskonstante ki, zur intrazelluléren
| * l ) Seite T*S wird das Substrat abgegeben
K*, t
—a Intra-
T™+S —— T*S sellulir und es findet die Relokation des unbe-

ladene Transporters T* mit der Ge-
schwindigkeitskonstante ki Statt.

Ist, wie im Fall von EAACL, der Transport des Substrates energetisiert durch den Ko-
und den Gegentransport von lonen entlang derer elektrochemischer Gradienten, muss das
Modell um entsprechend mehr Zusténde erweitert werden. Gegeben durch die ionalen und
elektrischen (Membranpotenzial) Bedingungen kann der Transporter entweder den Einwarts-
oder den Auswaértstransport des Substrates katalysieren (siehe 1.2.1. und 1.2.5.). Unter der
Annahme, dass die Bindungs- und Dissoziationsschritte immer im Gleichgewicht und daher
schnell sind im Vergleich zu den Trans okationsschritten Uber die Membran (Turner, 1981),
koénnen die Transporterzustande wie folgt zusammen gefasst werden: T und TS entsprechen
einem Transporterzustand A, bei dem die Substrat-Bindungsstelle von der extrazellul&ren
Seite zuganglich ist; im Gegensatz dazu entsprechen T* und T*S dem Transporterzustand B,
bei dem die Substrat-Bindungsstelle von der intrazelluléren Seite zuganglich ist. Damit ergibt
sich fir den stationdren Strom | gaionar bEiM Einwartstransport des Substrates folgender mathe-

matischer Zusammenhang (L&uger, 1991):

[A] [B] ]

IstaIioné\r = [TO]'e'(Zhin m hin ~ Zriick m kruck
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In diesem vereinfachten Zwei-Zustand-Modell entspricht Ty der Anzahl der Transporter unter
Beobachtung, e der Elementarladung, z, und zg« Sind die verschobenen Ladungen bei der
Hin- und Rickreaktion und kpin und keiex sind die Geschwindigkeitskonstanten fir die Sub-
strattranslokation und die Relokation des Transporters. Der stationdre Strom ist somit allein
durch die Wahrscheinlichkeit des Transporters im vollstandig beladenen Zustand TS be-
stimmt.

Befindet sich das Substrat und die kotransportierten lonen auf beiden Seiten der Mem-
bran, ist der Transporter in der Lage, nur den Substrat-abhangigen Halbzyklus zu durchlaufen.
Dies fuhrt in der Summe zu einem elektroneutralen Austausch von intra- und extrazelluldrem
Substrat (siehe Homoexchange 1.2.4.).

1.5.1. Vorstationare Kinetik von Transportern

Die Wahrscheinlichkeit des Transporters im vollstandig beladenen Zustand ist abhén-
gig von der Konzentration an Substrat und an kotransportierten lonen. Aus diesem Grund
kann mit Hilfe von stationaren Messungen z. B. die Bindungsreihenfolge von Substrat und
Kosubstrat an den Transporter ermittelt werden (Sanders et al., 1984). Allerdings ist es nicht
moglich, mit stationéren Messungen die Geschwindigkeitskonstanten fr individuelle Schritte
im Transportzyklus abzuschétzen. Demnach kann auch keine Zuordnung erfolgen, welche
Reaktion im Zyklus geschwindigkeits-bestimmend fir den Transportprozess ist (Wierzbicki
et al., 1990).

Aus diesem Grund missen Relaxations-Experimente oder vorstationdre Messungen
durchgefuhrt werden, wie z. B. Spannungs- oder Substratkonzentrationsspriinge bei der Beob-
achtung eines elektrogenen Transportprozesses. Vor dem Spannungssprung befindet sich das
System zunéchst in Anwesenheit der Substrate und Kosubstrate im Flief3gleichgewicht, so-
dass mehrere Zusténde (siehe Abb. 1.3) in unbekanntem MalRe bevilkert sind. Durch den
Sprung auf das neue Haltepotenzial werden die Geschwindigkeitskonstanten der spannungs-
abhangigen Reaktionen verandert. Die Einstellung zum neuen stationéren Zustand enthalt
somit Informationen Uber die individuellen Schritte im Transportzyklus. Dieser Ansatz bietet
sich an, wenn das Transportmodell nur wenige Zustande besitzt (siehe Ergebnisse 3.3.6.), da
die anfangliche Verteilung der Transporter auf die verschiedenen Zustande nicht bekannt ist.
Im Vergleich dazu kann beim Substratkonzentrationssprung-Experiment durch entsprechende
Wahl der ko- und gegentransportierten lonen der Transporter in einem Zustand "fixiert" wer-
den und alle Transporterproteine beginnen nach dem Konzentrationssprung synchronisiert

den Transportzyklus ausgehend vom gleichen Zustand. Damit vereinfacht sich die Analyse
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der vorstationédren Messungen bei Modellen, die durch mehrere Zustande beschrieben werden

mussen.

1.5.2. Laserpuls-Photolyse

Beim Substratkonzentrationssprung mit Hilfe eines Losungswechsels ist die Zeitauflo-
sung hauptsachlich limitiert durch die Flussgeschwindigkeit, die Ausdehnung der zu umspu-
lenden Membranflache und die ungeriihrte Schicht Uber der Membran, durch die das Substrat
diffundieren muss. Aus diesem Grund wurden photolabil-geschiitzte (caged) Substrate ent-
wickelt (Grewer et al., 2000a; Milburn et a., 1989; Wieboldt et al., 1994), bei denen der Sub-
stratkonzentrationssprung durch einen Lichtblitz und der damit einhergehenden photolyti-
schen Freisetzung des Substrates ausgel6st werden kann. Die Laserpuls-Photolyse hat den
Vorteil, dass ein Substrat direkt am Ort der Bindungsstelle freigesetzt wird und damit auch
schnelle Reaktionen im Protein, wie z. B. Substratbindung oder Konformationsumwandlun-
gen beobachtet werden kénnen (Grewer, 1999; Hess, 1993). Der Nachteil der Methode liegt
in den relative hohen Energiedichten, die flr die Freisetzung des Substrates nétig sind, paral-
lel aber die (Z€ll-) Membran schadigen konnen.

Zur Untersuchung von Glutamatrezeptoren entwickelten Wieboldt und Mitarbeiter
(Wieboldt et al., 1994) die Schutzgruppe (2-Nitrobenzyl) und koppelten diese an die y-Car-
boxyl-Gruppe des Glutamats (siehe Abb. 1.4). Mit einer Freisetzungshalbwertszeit von 21 us
fUr a-Carboxy-o-nitrobenzyl («CNB)-caged Glutamat liegt die Zeitauflésung der Messung
im Bereich von 100 ps. Dartber hinaus ermdglicht die relativ hohe Quantenausbeute dieser

caged Glutamatverbindung von 0,14 eine hohe Freisetzungseffizienz schon bei geringen La

serenergien.
NO, CO,H O hy NO O o
o) COH + HO
©/'\ NH, t=21ps NH,
Q=0,14
aCNB-caged Glutamat Nitroso- freies
Schutzgruppe Glutamat

Abb. 1.4: Photolytische Freisetzung von Glutamat aus a-Carboxy-o-nitrobenzyl (a«CNB)-caged Glutamat.
Nach Anregung durch einen Laserpuls (340 nm) wird Glutamat aus aCNB-caged Glutamat mit einer Halbwerts-
zeit von 21 ps und einer Quantenausbeute von 0,14 freigesetzt.
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1.6. Problemstellung und Ziel der Arbeit

Die mechanistische Charakterisierung von Glutamattransportern in der Literatur er-
folgte sowohl im nativen Gewebe als auch im heterologen Expressionssystem. Dabei kamen
neben Fluxmessungen vor allem elektrische Messungen zum Einsatz, um zum Beispiel die
Stochiometrie des Transportes oder den Anteil der Glutamat-induzierten Anionenleitfahigkeit
am Stromsignal zu bestimmen. Da die Versuche haufig unter stationaren Bedingungen durch-
gefuhrt wurden, die nur Informationen Uber den langsamsten Schritt im Transportzyklus ent-
halten, ist wenig bekannt Gber die schnellen Reaktionsschritte beim Transportprozess. Aus-
serdem kann, wie oben erwahnt (siehe 1.5.2.), mit stationdren Messungen nicht der geschwin-
digkeits-bestimmende Schritt im Transportzyklus ermittelt werden. Weitere offenen Fragen
zum Mechanismus des Transportzyklus sind die Identifikation der spannungsabhangigen
Schritte, die Bindungsreihenfolge von Glutamat und seinen kotransportierten lonen an den
Transporter sowie die Eigenschaften des Transporters beim Glutamat-Auswartstransport.
Darliber hinaus ist fur die Glutamat-induzierte Anionenleitfahigkeit und Glutamat-unabhan-
gige Leckleitfahigkeit nicht bekannt, ob neben Glutamat auch die Bindung der kotransportier-
ten lonen notig ist. Im Fall der Leckleitfahigkeit wird zudem kontrovers diskutiert, in wie welit
der beobachtete Leckstrom auf einen Fluss von Natriumionen oder Anionen zurtickzufiihren
ist.

In dieser Arbeit wurde der neuronale Glutamattransporter EAACL (Excitatory Amino
Acid Carrier 1) in humanen embryonalen Nierenzellen (HEK) heterolog exprimiert und mit
Hilfe der patch clamp-Technik untersucht. Dabei konnte je nach Messkonfiguration der
Transporter von der extra- als auch von der intrazelluldren Seite betrachtet werden. Mit dem
Einsatz der Laserpuls-Photolyse von photolabil-geschiitzem Glutamat waren zusétzlich Infor-
mationen Uber die vorstationare Kinetik des Glutamattransportes zuganglich.

Bel der Charakterisierung der drei Funktionsweisen des Transporters — Glutamattrans-
port, Glutamat-induzierte Anionenleitfahigkeit und Glutamat-unabhangige Leckleitfahigkeit —
stand vor allem die Spannungsabhangigkeit und Abhéngigkeit von den kotransportierten
lonen im Vordergrund. Mit diesem Ansatz sollten die spannungsabhangigen und geschwin-
digkeits-bestimmenden Schritte im Transportzyklus, die Bindungsreihenfolge von Substrat
und kotransportierten lonen an den Transporter und die ionalen Abhangigkeiten der unter-
schiedlichen Leitfahigkeiten ermittelt werden. Dafir wurden stationdre mit vorstationaren
Messungen kombiniert, wobei eine Charakterisierung von der extra- als auch von der intra-

zelluldren Seite angestrebt wurde.
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Das Ziel der Arbeit war es, ein detailliertes kinetisches Modell fir den Glutamattrans-
port durch EAACL zu entwickeln, das die verschiedenen Funktionsweisen des Transporters
und die beobachteten Substrat- und Spannungsabhangigkeiten beschreibt.
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2. Materialien und Methoden

Die elektrophysiologische Charakterisierung von EAACLI erfolgte durch patch clamp-
Messungen an humanen embryonalen Nierenzellen (HEK), in denen EAACL heterolog ex-
primiert wurde. Die cDNA des untersuchten Transporters EAAC1 wurde von Michael
Wiessner als Teil seiner Doktorarbeit in Zusammenarbeit mit Thomas Rauen (MPI fur Hirn-
forschung, Frankfurt) aus der Retina von Ratten kloniert und freundlicherweise zur Verfi-
gung gestellt. Das Gen von EAAC1 war in ein pBK-CMV-Plasmid einkloniert, das einen
CMV-Promoter (Cytomegalie-Virus) zur Initiation der eukaryotischen Transkription besitzt
und Uber eine SV40-Polyadenylierungsstelle als auch einen SV 40-Replikationsursprung ver-

fiigt.

2.1. Heterologe Expression von EAACL1 in HEK293 Zellen

2.1.1. Zellkultur

Die eingesetzte humane embryonale Nierenzelllinie 293 (HEK293, ATCC Nr. CRL
1573) ist infiziert mit einem nicht-virulenten Affenvirus SV40. HEK-Zellen wachsen ad-
herent und kénnen in Plastikkulturschalen (Fa. Greiner, Frickenhausen oder Fa. Nunc, Wies-
baden) kultiviert werden, wobei folgende Medien und Zusétze der Firma Life Technologies
(Karlsruhe) eingesetzt wurden:
Vollmedium, Dulbecco’'s Modified Eagle Medium (4500 mg/l Glucose, mit L-Glutamin, ohne
Natriumpyruvat) mit 10 % fétalem Ké berserum und 50 U/ml Penicillin-Streptomycin;
PBS, Dulbecco’ s Phosphate Puffered Saline und
Trypsin-EDTA-L6sung, 0,25% Trypsin, 0,04 % Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) in
PBS.

Die Passage der Zellen erfolgte, wenn der Zellrasen zu fast 100 % konfluent war, etwa

aledrei bisvier Tage. Dafur wurde das Vollmedium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen,
da das Serum Trypsin-Inhibitoren enthat und anschlief3end mit der Trypsin-EDTA-LOsung
Uberschichtet. Nach ca. einer Minute entfernte man die Trypsin-Losung, |6ste die Zellen
durch Erschitterung vom Untergrund ab und nahm sie in frischem Vollmedium auf. Die ent-
standene Einzelzellsuspension wurde ca. 1:10 verdinnt und erneut ausplattiert. Die Zellen
werden bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert.
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2.1.2. Transfektion

Die Expression von EAAC1 in HEK-Zellen war transient und erfolgte nach Ko-Trans-
fektion des EAAC1-pBK-CMV-Plasmids mit der cDNA fir das grin-fluoreszierende Protein
(GFP) mit Hilfe der Kalzium-Phosphat Methode (Chen und Okayama, 1987). Dafur wurden
folgende Ldsungen bendtigt:
Mangelmedium, Dulbecco's Modified Eagle Medium (4500 mg/l Glucose, mit L-Glutamin,

ohne Natriumpyruvat) mit 50 U/ml Penicillin-Streptomycin;

2xBBS, 50 mM N,N-bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethansulfonsdure (BES), 280 mM NaCl,
1,5 mM Na;HPO,, pH 6,95;

Kalziumchlorid-L 6sung, 1,8 M CaCl, und

Glycerolldsung, 10 % Glycerol in PBS.

Die Transfektion wurde in Plastikschél chen von 35 mm Durchmesser durchgefihrt. 30
bis 50 % konfluente Zellen (am Vortag ausplattiert) wurden eine Stunde in 2 ml Mangelmedi-
um inkubiert. Anschlieend wurden 1,5 pl DNAgaac (1,0 pg/pl), 2,0 pl DNAgrp (0,5 pg/pl),
25 pl Kalziumchlorid-Lésung und 75 pl Wasser zusammen mit 100 pl 2xBBS gemischt, eine
Minute bel Raumtemperatur inkubiert und anschliefend dem Mangelmedium zugesetzt.
Wahrend der 3- bis 4-stindigen Inkubation bei 37 °C und 3% CO, bilden sich DNA-
Hydroxyapatit-K oprézipitate aus, die von den Zellen inkorporiert werden. Dieser Vorgang
wird durch basisches Milieu (3 % CO,) unterstitzt. Dabei ist es sehr wahrscheinlich, dass die
Zellen die DNA beider Proteine (Transporter und GFP) aufnehmen. Diese Aufnahme kann
durch einen osmotischen Schock von 45 Sekunden mit einer Glycerollésung gesteigert
werden. Die Prézipitate wurden durch 3-maliges Waschen mit PBS entfernt. Die el ektrischen
Messungen wurden ein bis drel Tage nach der Transfektion durchgefihrt, wobei die
Identifikation der EAAC1-exprimierenden Zellen durch Detektion der grinen Fluoreszenz
des koexprimierten GFPs nach Anregung mit blauem Licht (450-490 nm) unter dem

Fluoreszenzmikroskop erfolgte.

2.2. Strommessungen

Die durchgefuihrten elektrischen Messungen erfolgten mit Hilfe der patch clamp-
Technik, wobei die zwei Konfigurationen whole-cell (Ganzzellableitung, extrazellulare Mem-
branseite ist der Badldsung zugewandt) und inside-out (zytosolische Membranseite ist der
Badl6sung zugewandt, siehe 2.2.4.) eingesetzt wurden.
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2.2.1. Gerate und Software zur patch clamp-Messung

Inverses Fluoreszenzmikroskop
patch clamp-Verstéarker

Datendigitalisierung

Steuer- und Aufzeichnungseinheit
Elektrischer Filter

Ventile

Ventilsteuerung

Mikromanipul ator
Schwingungsgedampfter Tisch
Pipettenzieher

Pipettenglas

Laser

Farbstoff

Filter

Axiovert 25 von Zeiss (Jena)

EPC-7 von List-Medical-Electronic (Darmstadt)
DigiData 1200 Interface von Axon Instruments
(Foster City, USA)

pClamp 6.0 Softwarepaket von Axon Instruments
Modell 3200 von Krohn-Hite (Avon, USA)
Quetschventile von Genera Vave Corporation
(Fairfield, USA)

Anfertigung der Werkstatt (MPI fur Biophysik)
Modell MNO-203 von Narashige (London, UK)
Modell VH3036W-OPT von Newport (Darmstadt)
DMZ Universa Puller von Zeitz Instrumente
(Augsburg)

Borosilikatkapillaren GC150TF der Fa. Havard
Apparatus (Kent, UK)

MINex (XeCl-Excimerlaser) von Lambda Physik
(Gottingen), Pulsdauer ~ 10 ns

2,5 bis 5mM p-Terphenyl (PTP) in Dioxan von
Lambda Physik (Gottingen)

UV-durchlassige Graufilter der Fa. Andover Cor-
poration (Salem, USA)

2.2.2. Theoretische Grundlagen der patch clamp-Messung

Die patch clamp-Technik wurde in den 70er- und 80er-Jahren von Erwin Neher und
Bert Sakmann entwickelt (Hamill et al., 1981). Sie bietet die Moglichkeit, Transmembran-
strome an intakten Zellmembranen zu messen. Dabel beruht das Messprinzip darauf, das

Membranpotenzial der Zelle konstant zu halten (voltage clamp) und den dazu notigen Kom-

pensationsstrom zu messen. In Abb. 2.1 ist ein vereinfachtes Ersatzschaltbild eines patch

clamp-Verstérkers dargestellt bei dem die Spannungsmessung und die Strominjektion Gber

eine einzige Elektrode erfolgen muss. Dies wird durch die Kombination eines Operationsver-

stérkers in Parallelschaltung mit einem Ruckkopplungswiderstands (Ry) ermdglicht. Der Ope-

rationsverstarker misst standig die Differenz zwischen der Pipettenspannung Uy, (+Eingang)

und der Kommandospannung Usy (—Eingang). Liegt ein Unterschied vor, zum Beispiel auf-
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grund von Leitféhigkeitsanderungen in der Zelle, gibt der Operationsverstérker ein verstarktes
Signal aus. Damit liegen am Rickkopplungswiderstand Ry zwel unterschiedliche Spannungen
an, die der Differenzmessung des Operationsverstarkers und die der Pipette, sodass ein Strom
durch Ry fliefdt. Dieser Strom kann nur in die Pipette flief3en, da der Operationsverstarker ei-
nen sehr hohen Eingangswiderstand (10% Q) besitzt. Dort verandert er die Pipettenspannung
Upip bis der Unterschied zwischen ihr und der Kommandospannung Ugy ausgeglichen ist.
Damit ist die Ausgangsspannung Uy, die an die Steuereinheit weitergeleitet wird, immer

proportional dem injizierten Kompensationsstrom.

Operations- Abb.2.1: Schematische Dar-
/ Verstarker ,
stellung eines patch clamp-

N Vs Vergtarkers.  Riickkopplungs-
Strom-
y messung widerstand (Ry), Serienwider-

stand (Rs), Membranwiderstand

 Kommando- (Rw), Membrankapazitat (C.,),
spannung Pipettenpotenzial  (Ugp), Kom-

mandospannung (Ugy) und Aus-
gangsspannung (Uau)-

e

Bel Ganzzellableitungen ist beim voltage clamp zu beachten, dass der Serienwider-
stand Rs klein sein muss im Vergleich zum Zellwiderstand Ry, (Marty und Neher, 1995). Ist
dies nicht der Fall, fallt ein Grofdteil der Spannung bereits am Serienwiderstand ab und das
Haltepotenzial der Zelle entspricht nicht dem eingegebenen Sollwert. Da bel den durchge-
fuhrten Messungen relativ grof3e Pipetten verwendet wurden (siehe 2.2.3.) lag der Serienwi-
derstand Rs im Bereich von 5-10 MQ, wobei die Kapazitéat C, von HEK-Zellen ~ 10 —20 pF
betragt. Im Vergleich dazu fiihrte die Uberexpression des Glutamattransporters in der Zell-
membran zu einer Verringerung des basalen Membranwiderstandes Ry, von ~ 500 MQ auf

~ 200 MQ. Daher wurde auf eine Kompensation des Serienwiderstandes verzichtet.

2.2.3. Praktische Durchfuhrung von Ganzzellableitungen
Fur Ganzzellableitungen wurden Pipetten mit einem Offnungswiderstand von 2-4 MQ
verwendet (Durchmesser ~ 2 pm). Um unnétige Ubergangspotenziale zu vermeiden (Barry

und Lynch, 1991) wurde zum einen die Referenzelektrode (Ag/AQCl) separat in 1M KCI-
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Losung getaucht und mit der Badlésung Uber eine Agarbriicke (3% Agar, 1 M KCI) leitend
verbunden, zum andern mit einer internen Salzbriicke (1 M KCI, Elektrode Ag/AgCl) gearbei-
tet (siehe Abb. 2.2). Mit dieser Anordnung ist es zudem moglich, Chlorid-freie Lésungen bei
den Messungen einzusetzen. Beim Eintauchen der Pipette in das Bad wird Uberdruck ange-
legt, damit die Pipettenspitze nicht verunreinigt wird. Nach dem Nullabgleich des Pipettenpo-
tenzials wird die Pipette an die Zelle angenahert und leichter Unterdruck angelegt. Die Aus-
bildung eines Abdichtungswiderstandes zwischen Glaspipette und Membran (Seal-Bildung)
kann durch Rechtecks-Spannungspulse (2-8 mV, ~5ms) verfolgt werden. Aufgrund der
kapazitiven Eigenschaften von Pipette und Pipettenhalter ergeben sich transiente Strom-
signale beim Spannungssprung, die der Umladung dieser beiden Bauteile entsprechenden. Da
Membranen physikalisch einer Parallelschaltung aus Widerstand und Kondensator darstellen
(siehe Abb. 2.1), tragt die Umladung des angesaugten Membranstiicks ebenso zum transienten
Stromsignal bei. Erreicht der Abdichtungswiderstand Werte von > 1 GQ wird durch Span-
nungspulse (500 mV) und Unterdruck die Membran unter der Pipette durchbrochen und so
der Ganzzellmodus erreicht. Beim Spannungssprung wird nun die gesamte Zellmembran um-
geladen, wofur mehr Ladung benétigt wird und das transiente Stromsignal nimmt zu. Dies ist
vor adlem bel der Zeitkonstanten des Abfalls des transienten Stromsignals zu sehen, die nun
bestimmt ist durch Widerstand und Kapazitdt der gesamten Zelle (1 = 1/RsC). Daher kann
durch den Spannungssprung Uberprift werden, ob sich die Zelle im Ganzzellmodus befindet.
Die Zelle wird nun vom Boden gel6st und vor die Losungszufuhr platziert (siehe Abb. 2.2).
Wahrend der Messung wird der Widerstand und die Kapazitét standig Uberpriift, um sicher zu
stellen, dass der anféngliche hohe Abdichtwiderstand erhalten bleibt und dass sich die
Pipettenoffnung nicht wieder verschlief3t.

Licht-
faser Messelektrode mit zum
interner Salzbricke . Verstarker
¥ Vorverstarker —
Losungs- Salzbriicke
zufuhr Referenz-
\ elektrode
L
HEK-Zelle %
Badldsung 1 MKCI

Abb. 2.2: Schematische Dar stellung der M essapparatur.
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2.2.4. Praktische Durchfuhrung von inside-out patch clamp-Messungen

Bei Messungen am excised patch wurden Pipetten mit einem Offnungswiderstand von
400-800 kQ eingesetzt (Durchmesser ~ 10 um). Die Vorgehensweise entspricht bis zur Bil-
dung des Abdichtungswiderstandes der bel Ganzzellableitungen mit dem Unterschied, dass
der angelegte Uber- und Unterdruck geringer ist, da sonst die Zelle weggespiilt bzw. in die
Pipette eingesaugt wird. Bei einem Widerstand von > 1GQ wird nun der Unterdruck entfernt
und das Stiick Membran, welches in der Pipette festgehalten ist (patch), aus der Zelle geris-
sen. Ist statt dessen ein Vesikel entstanden, kann durch starken Losungsfluss oder durch die
Applikation von Luftblasen in vielen Fallen die Aussenseite des Vesikels zerstort werden,

damit die inside-out patch-Konfiguration erreicht wird.

2.2.5. Messprotokolle
L 8sungswechsdl-Experimente

Die Applikation der aktivierenden und nicht-aktivierenden Lésung wurde durch die
Verbindung der verschiedenen Ldsungs-fiihrenden Schléduche (Innendurchmesser 0,28 mm) in
eine Sammelleitung erreicht, vor der die Zelle positioniert war (siehe Abb. 2.2). Mit einem
Uberdruck von ~ 0,06 bar konnten somit durchschnittliche lineare Flussraten von 5 cm/s er-
reicht werden, sodass die Zeitauflosung ~ 50-200 ms betrug. Die aktivierende/inhibierende
Losung wurde in der Regel fur 3-5 Sekunden der Zelle appliziert. Die Aufzeichnung erfolgte
mit einer Rate von 1 kHz bei einer Tiefpass-Filterfrequenz von 250 Hz. Das Haltepotenzial
war 0 mV.

Spannungssprung-Experimente fir Glutamatkonzentrati onsabhangi gkeit

Ausgehend von einem Haltepotenzial von OmV wurden Spannungsspriinge zu
—-90mV bis +60 mV in 30 mV-Intervalen fur 150 ms durchgeftihrt. Um den Anteil des
EAAC1-assoziierten Stroms zu bestimmen, wurde die Differenz zwischen den Messungen in
An- und Abwesenheit von Glutamat gebildet. Um Verénderungen in der Leitfahigkeit der
HEK-Zéelle zu erkennen, erfolgte zusétzlich die Differenzbildung zwischen den Messungen
mit nicht-aktivierender Losung vor und nach der Glutamat-Applikation. Die Aufzeichnung er-
folgte mit einer Rate von 4 kHz bel einer Tiefpass-Filterfrequenz von 1 kHz.

Spannungssprung-Experimente fiir TBOA -sensitive Stréme

Ausgehend von einer Haltespannung von OmV wurden Spannungsspriinge zu
—100 mV bis+100 mV in 50 mV-Intervallen fir 10 ms durchgefihrt. Die Pipetten- und Mem-

brankapazitét wurde so gut wie mdglich mit den Verstéarker-eigenen Kompensationsfunktio-
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nen kompensiert. Die Aufzeichnung erfolgte mit einer Rate von 25 kHz bei einer Tiefpass-
Filterfrequenz von 3-10 kHz.

Spannungsrampen

Da HEK-Zéellen haufig Verénderungen in der Leitfahigkeit wahrend Spannungssprin-
gen zeigten, wurde meist mit einer Spannungsrampe gearbeitet. Dabei wurde die Zelle inner-
halb von 3 s ausgehend von 0 mV auf das neue Haltepotenzial (-90 mV bis +60 mV) ge-
klemmt, das fur 9,5 s anlag, wahrend der Losungswechsel (3 s) durchgefuihrt werden konnte.
Anschlief3end wurde die Zelle in 3 s wieder auf das Ausgangspotenzial geklemmt. Die Auf-

zeichnung erfolgte mit einer Rate von 1 kHz bei einer Tiefpass-Filterfrequenz von 250 Hz.

2.2.6. Photolyse-Experimente

Fur vorstationédre Messungen an EAAC1 war der Lésungswechsel zu langsam, sodass
Glutamat mit Hilfe der photolytischen Freisetzung (Laserpuls-Photolyse) aus photolabil-ge-
schitztem Glutamat (caged Glutamat) appliziert wurde (siehe 1.5.2.). Das eingesetzt caged
Glutamat war o-Carboxy-o-nitrobenzyl (CNB)-caged Glutamat, das eine Freisetzungshalb-
wertszeit von 21 us besitzt. Die Zeitauflésung der Messung lag damit im Bereich von 100 us
und war somit ausreichend schnell fir die Untersuchung des Glutamattransporters (siehe Er-
gebnisse). aCNB-caged Glutamat wurde von Molecular Probes (Eugene, USA) bezogen, in
Methanol geldst und nach Aliquotierung und Abdampfen des Methanols bei —20 °C gelagert.
Da aCNB-caged Glutamat leicht hydrolysiert, wurde es erst kurz vor der Messung in Kon-
zentrationen von 1-6 mM in Pufferlésung aufgenommen. Vor dem Lichtblitz erfolgte die
Aquilibrierung der Zelle mit dem photolabil-geschiitzten Glutamat fiir ~5s bei geringster
Flussrate (kein Uberdruck), damit kein schnelles Auswaschen von Glutamat nach dessen
photolytischer Freisetzung auftrat. Das eingesetzte caged Glutamat zeigte keine Wechselwir-
kung mit dem Transporter (Grewer et al., 2000b) und seine Quantenausbeute sowie die Frei-
setzungshal bwertszeit sind in einem pH-Bereich von 6,0 bis 10,0 ausreichend zur Freisetzung
von séttigenden Konzentrationen an Glutamat (Watzke et al., 2000). Enthielt die caged
Glutamatldsung hohe Konzentrationen an freiem Glutamat, wurde wahrend der Aquilibrie-
rung bereits eine Aktivierung des Transporters beobachtet. Betrug diese Voraktivierung be-
reits 1/4tel des maximalen Stromsignals wurde die caged Glutamat-L6sung frisch angesetzt.
Fur das Photolyse-Experiment wurde der Fluoreszenzfarbstoff p-Terphenyl (Emissionswel-
lenlange 340 nm) mit einem XeCl-Excimerlaser (308 nm, Pulsdauer ~ 10 ns) angeregt und
das Fluoreszenzlicht in eine Lichtleiterfaser (Quarzglas, Durchmesser 365 um, Laser Compo-

nents, Olching) eingekoppelt. Die Energie am Ende der Faser betrug 100-800 mJ/cm?, ab-
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héngig von der Abschwéchung durch Graufilter (vor der Farbstoffkuvette). Die Lichtleiterfa-
ser wurde neben die Offnung fur die Losungszufuhr platziert (siehe Abb. 2.2), sodass die
Zelle sowohl gut im Losungsfluss als auch im Lichtstrahl positioniert werden konnte. Die
Abschétzung der freigesetzten Glutamatkonzentration konnte durch Vergleich der Amplitude
des stationaren Stroms mit dem Glutamat-induziertem Strom beim Ldsungswechsel-Experi-
ment (siehe 2.2.5.) an der gleichen Zelle vor oder nach dem Photolyse-Experiment durchge-
fahrt werden.

Die Aufzeichnung der zeitaufgel 6sten Messungen erfolgte mit einer Rate von 25 kHz
bei einer Tiefpass-Filterfrequenz von 3-10 kHz. Das Haltepotenzial betrug O mV oder wurde

mit Spannungsrampen (siehe 2.2.5.) zwischen —90 und +60 mV variiert.

2.2.7. L6ésungen
Die verwendeten Chemikalien stammten von den Firmen Merck (Darmstadt) oder
Sigma (Deisenhofen) und hatten die Qualitétsstufe ,, zur Analyse”.

K SCN-haltige Pipettenl 6sung

130mM KSCN, 10mM TEA-Cl (Tetraethylammoniumchlorid), 1 mM MgCl,, 10 mM
EGTA (Ethylen-bis-(oxyethylennitrilo)-tetraessigsaure), 10 mM HEPES (N-(2-Hydroxy-
ethyl)-piperazine-N'-(2-ethansulfonsaure)), pH 7,4/KOH. In manchen Félen enthielt diese
Pipettenlésung zusétzlich 2,5 mM CaCl, (< 0,1 uM freies Kazium), was die Seal-Bildung
forderte.

K Cl-haltige PipettenlGsung

130 mM KCI, 10 mM TEA-CI, 1 mM MgCl,, 10 mM EGTA, 10 mM HEPES, pH 7,4/KOH.
Homoexchange-M ode Pipettenl 6sung

130 mM NaSCN / NaCl, 10mM TEA-CI, 1mM MgCl,, 10 mM EGTA, 10 mM HEPES,
5 mM Na-Glutamat pH 7,4/NaOH.

NaCl-haltige Badl6sung

140 mM NaCl, 2mM MgCl,, 2 mM CaCl,, entweder 10 mM HEPES und 10 mM Glucose
oder 30 MM HEPES pH 7,4/NaOH.

Der Zusatz von Glucose hatte keinen Einflufd auf die Integritét der HEK-Zellen oder auf den

Glutamat-induzierten Strom.
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NaSCN-haltige Badldsung
140 mM NaSCN, 2 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, entweder 10 mM HEPES und 10 mM Glucose
oder 30 mM HEPES pH 7,4/NaCH.

NaCl-haltige BadlGsung /Na

140 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, 15 mM Tris (Tri-(hydroxymethly)-aminomethan),
15 mM MES (2-(N-Morpholin)-ethansulfonsiure), pH 7,4 (enthélt genau 140 mM Na' bei pH
7,4).

Na'-freie Badldsung

140 mM Cholin-ClI, 2 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, 30 mM HEPES, pH 7,4/NMG (N-Methyl-D-

glucamin).

Durch Mischung der Lésungen NaCl-haltige Badl6sung /Na und Na'-freie Badlsung wurden
Ldsungen mit 85,6 mM, 49,3 mM, 31,1 mM, 22,0 mM, 17,5 mM, 15,2 mM, 10,0 mM und
50mM Na' eingestellt.

NaCl-haltige Badl6sung /pH

140 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, 15 mM Tris und entweder 15 mM MES, pH 6, 7,
8 und 9 (eigestellt mit HCI oder NaOH), oder 15 mM CAPS (3-Cyclohexylamin-1-propansul-
fonsaure), pH 10/NaOH, oder 15 mM Na Succinat, pH 4.8/HCI.

NaCl-haltige Badlsung /D,0O

140 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, 15 mM Trisund 15 mM MESin DO, pD 7,7.

Entgegen Beobachtungen von Trotti und Mitarbeitern (Trotti et a., 1998; Trotti et al.,
1997), konnte bei EAACL in HEK-Zellen kein Einfluss von oxidativen (H2O,) und reduktiven
(Dithiothreitol (DTT)) Zusétzen in der Badlosung auf das Glutamat-induzierte Stromsignal
nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wurde auf den Zusatz von DTT verzichtet.

Glutamat
Stammlésung: 100 mM L-Glutamat pH 7,4/NMG.

Bel Einsatz hoher Konzentrationen wurde Glutamat oder seinem Natriumsalz (nicht
bei Na'-Konzentrationsabhangigkeit) direkt der Badldsung zugesetzt und der pH-Wert ent-
sprechend korrigiert. Um osmotische Unterschiede auszugleichen, enthielt die nicht-aktivie-

rende Losung in diesen Fallen entsprechende Mengen an Tris (< 8 mM).
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Andere Substrate und Inhibitoren

Aspartat-Stammldsung: 10 mM D-Aspartat pH 7,4/NMG.

L-Serin-O-sulfat: wurde der Badldsung as Salz in einer Konzentration von 1 mM zugesetzt.
Der pH-Wert wurde mit NaOH auf pH 7,4 eingestellt.

O-Phospho-L-serin: Bei der oben aufgefthrten NaCl-haltigen Badlosung wurde der Puffer
durch Phosphoserin als Puffer (pK = 5,9) ersetzt und auf pH 7,4 eingestellt. Die verschiede-

nen Phosphoserin-Konzentrationen ergaben sich durch Mischung mit NaCl-haltiger Badl6-

sung.

Der eingesetzte kompetitive Inhibitor DL-threo-S-Benzyloxyaspartat (TBOA) wurde
freundlicherweise von K. Shimamoto aus Osaka (Japan) zur Verfligung gestellt. Er lag in ei-

ner Konzentration von 10 mM in Wasser vor.

2.2.8. Auswertung der Daten

Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt und > 5mal an > 3 ver-
schiedenen Zellen bzw. patches (= n) wiederholt. Die gemittelten Daten sind a's Mittelwert +
Fehler der Einzelmessung (= SD) dargestellt.

Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Anayseprogramm Clampfit (pClamp8)
der Firma Axon Instruments (Foster City, USA) und mit Origin (Microcal software). Die
Stromkurven der zeitaufgel 63ten Messungen beim Photolyse-Experiment konnten als Summe
aus zwei oder drei Exponentialfunktionen und einem stationdren Stromanteil angepasst wer-
den (I = 11 - exp(—t/ty) + l2 - exp(-t/te) + I3 - exp(—t/t3) + lgaionar). Die Abhangigkeit des
EAAC1-getragenen Stromes von der Glutamatkonzentration und den kotransportierten Proto-
nen und Natriumionen lief3 sich durch eine Michaelis-Menten-Gleichung wiedergeben mit | =
(Imax - [Glutamat])/(Ky + [Glutamat]). Fir die Na'-Konzentrationsabhéngigkeit des EAACI-
getragenen Leckstroms wurde eine Hillgleichung mit einem Hillkoeffizienten h von eins oder
zwei eingesetzt (I = (Imax - [Glutamat])/(Ky + [Glutamat])"). Die sonst in der Arbeit verwen-
deten mathematischen Beschreibungen der experimentellen Daten sind im Anhang (Kapitel 6)
aufgelistet.
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3. Ergebnisse

Bel der Untersuchung des Glutamattransporters EAACL, transient exprimiert in huma-
nen embryonalen Nierenzellen (HEK), wurde bei Verwendung einer SCN™-haltigen Losung
zusétzlich zum Glutamat-Transportstrom der Glutamat-induzierte Anionenstrom beobachtet
(Eliasof und Jahr, 1996; Otis et al., 1997). Da EAACL fur Thiocyanationen im Vergleich zu
Chloridionen gut permeabel ist, fihrte dies zu einer Verstarkung des Glutamat-induzierten
Stromsignals und wurde daher héufig eingesetzt, wenn nicht eine explizite Trennung zwi-

schen Glutamattransport und Anionenleitfahigkeit erforderlich war.

3.1. Funktionelle Charakterisierung von EAAC1

Fur die Untersuchung der verschiedenen Funktionsweisen der Glutamattransporter
wurden zunichst die Konzentrationen der ko- und gegentransportierten lonen (Na', H" und
K™) konstant gehalten und nur auf die Spannungsabhangigkeit und die Abhéngigkeit von der
Glutamatkonzentration des EAAC1-getragenen Stromsignals eingegangen.

Da EAACL in seiner physiologischen Rollen die Glutamataufnahme katalysiert (wird
im Folgenden immer a's Glutamat-Einwartstransport bezeichnet), erfolgten Ganzzellableitun-
gen von HEKgaaci-Z€llen, wobei die extrazelluldre Lésung (Badlsung) keine Kaliumionen
und daflir eine hohe Konzentration an Natriumionen enthielt, wahrend die intrazellulére Lo6-
sung (Pipettenlosung) reich an K™ und Na'-frei war. Zudem enthielt die intrazelluldre Losung
kein Glutamat (sog. zero-trans Bedingungen). Im Losungswechsel-Experiment konnte nun
Glutamat extrazelluldr appliziert werden, wobei die Glutamataufnahme in die Zelle aufgrund

der oben erwahnten ionalen Bedingungen quasi irreversibel war.

3.1.1. Spannungsabhangigkeit der Affinitat von EAACL fur Glutamat

In Abb. 3.1A ist ein solches Lésungswechsel-Experiment bei einer Haltespannung von
0 mV und unterschiedlichen Glutamatkonzentrationen gezeigt. Da der Einwartstransport von
Glutamat mit der Aufnahme von zwel positiven Ladungen pro Transportzyklus verbunden ist,
wurde ein negativer Strom (Einwartsstrom) detektiert (siehe 2.2.2.). In den Messungen aus
Abb. 3.1 enthielt die Pipettenltsung (intrazelluléar) SCN™, sodass zusétzlich zum Glutamat-
Transportstrom der Glutamat-induzierte Anionenstrom zum negativen Stromsignal beitrug.

Bel nicht-transfizierten Zellen wurde keine Verdnderung der Leitféhigkeit bei Applikation
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von Glutamat beobachtet. Fur eine halbmaximale Stromaktivierung bei 0 mV Haltespannung
war eine Glutamatkonzentration von ca. 6 UM nétig (Abb. 3.1C).
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Abb. 3.1: Spannungsabhangigkeit der Affinitat (Ky) von EAACL fur Glutamat. Versuchsbedingungen A-D:
KSCN-haltige Pipettenlésung, NaCl-haltige Badlésung. (A) Ganzzellableitung einer EAACL-exprimierenden
HEK-Zéelle bei 0 mV Haltespannung und unterschiedlichen Glutamatkonzentrationen (5, 10 und 25 uM, Gluta-
mat-Applikation zur Zeit t = 0, siehe Balken). (B) Ganzzellableitung einer HEKgaaci-Z€lle bei Applikation von
125 uM Glutamat (Balken) und Haltespannungen von —60, —30 und 0 mV (Spannungsrampen, siehe 2.2.5.). Die
Leckstrome wurden subtrahiert. (C) Ganzzellstrom einer HEKgaaci-Z€lle in Abhéngigkeit von der Haltespan-
nung und der eingesetzten Glutamatkonzentration. Die experimentellen Daten wurden mit einer Michaglis-
Menten-Gleichung angepasst. Parameter: —60 mV (geflllte Quadrate) | = —450 + 10 pA, Ky = 7,0 + 0,7 uM;
—-30 mV (offene Kreise) I = =250 £ 2 pA, Ky = 5,6 £ 0,4 uM; 0 mV (gefillte Dreiecke) | = —135 £ 1 pA,
Km =51+ 0,2uM; 30 mV (offene Dreiecke) | = =70 = 2 pA, Ky = 5,4 £ 0,6 uM. (D) Apparente Ky,-Werte
von EAACI fir Glutamat in Abhangigkeit von der angelegten Haltespannung (Mittelwert + SD, siehe Ta
belle 3.1).

Neben der Abhéngigkeit des EAACL-Stromsignals von der Glutamatkonzentration
wurde dessen Verhaten bei unterschiedlichen Spannungen untersucht. Mit Verringerung der
Haltespannung, wie in Abb. 3.1B von 0 mV auf —30 bzw. —60 mV, nahm der Glutamat-indu-

zierte Einwartsstrom deutlich zu, da 1) der elektrochemische Gradient fir SCN™ erhdht wurde
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und 2) der Glutamattransport beschleunigt wurde (siehe 3.1.2.). In Abhangigkeit von der Ge-
schwindigkeit des Wechsels von Glutamat-freier zu Glutamat-haltiger Losung konnte ein
transienter nicht-zeitaufgeloster Strom beobachtet werden, der in einen stationdren Strom
Uberging (Abb. 3.1B). Die Ursachen sowie zeitaufgel0ste Messungen dieses transienten
Stromsignals sind im Kapitel 3.1.3. beschrieben.

Durch Applikation unterschiedlicher Glutamatkonzentrationen bel verschiedenen
Haltespannungen wurde die Spannungsabhéangigkeit der Affinitét von EAAC1 fur Glutamat
ermittelt. Wie in Abb. 3.1C dargestellt, zeigte die Glutamat-K onzentrationsabhangigkeit von
EAAC1 im gesamten untersuchten Spannungsbereich ein Michaelis-Menten-dhnliches Ver-
halten, d. h. pro Transportzyklus wurde ein Glutamatmolekll transportiert. Die ermittelten
apparenten Ky-Werte bei den verschiedenen Haltespannungen waren im Rahmen der Mess-
genauigkeit identisch (siehe Abb. 3.1D und Tabelle 3.1).

Haltespannung [mV] -90 —-60 -30 0 30 60
Ku-Wert [uM] 52+05|70+20|60+09|59+13|57+11|51+20
n 5 9 9 9 7 7
Tabelle 3.1:

Apparente Ky,-Werte von EAAC1 fur Glutamat bei verschiedenen Haltespannungen (Mittelwert + SD).

3.1.2. Spannungsabhéangigkeit der Glutamat-induzierten Strome von EAACL1 bei
unterschiedlicher Verteilung des permeierenden Anions SCN~

Wie oben erwéhnt, resultierte der Glutamat-induzierte Strom bel EAAC1 aus zwel
unterschiedlichen Funktionen des Glutamattransporters — Anionenleitfahigkeit und Glutamat-
transport. In der Abwesenheit von permeierenden bzw. in der Anwesenheit von wenig perme-
ierenden Anionen wie Gluconat und Chlorid entsprach der detektierte Strom dem Glutamat-
Transportstrom. Im Gegensatz dazu ergab sich bei Verwendung von Thiocyanat, einem gut
permeierenden Anion, ein zusétzlicher Strom aufgrund der Anionenleitfahigkeit von EAACL.
Im Folgenden wurde die Spannungsabhéngigkeit der unterschiedlichen Stromkomponenten
untersucht.

In Abb. 3.2A und C (offene Kreise) wurde zunédchst die Anordnung gewahlt, in der
Glutamattransport und Anionenleitfahigkeit Stréme in die gleiche (negative) Richtung erzeu-
gen (hohe [SCNT] auf der intrazelluldren Seite). Aufgrund der Abwesenheit von Glutamat auf
der intrazelluléren Seite, konnte der Glutamattransport bei allen Haltespannungen nur ein-

warts-gerichtet sein. Zusétzlich fuhrte die Abwesenheit von extrazelluldren Thiocyanationen
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dazu, dass nur ein Ausstrom der Anionen beobachtet werden konnte. Daher fand im gesamten
untersuchten Spannungsbereich keine Umkehr des Stromsignals statt, sondern die Strom-
Spannungs-Kennlinie zeigte einen exponentiellen Verlauf und bel depolarisierenden Halte-
spannungen tendierten Anionenstrom und Glutamat-Transportstrom gegen Null.

In Abb. 3.2B wurde bei der selben Zelle wie in A von einer SCN -freien zu einer
SCN™-haltigen extrazelluldren Losung gewechselt (Mittelwerte siehe 3.2D, offene Kreise).
Damit konnen Anionen sowohl aus als auch in die Zelle flief?en und nur beim theoretischen
Umkehrpotenzial von —2 mV fur SCN™ bestand keine treibende Kraft mehr fir den Anionen-
strom. Die Verschiebung des tatséchlichen Umkehrpotenzials vom berechneten Wert (-2 mV)
resultierte aus der Uberlagerung des Anionenstroms mit dem negativen Glutamat-Transport-
strom. Da der Anionenstrom grof3er ist as der Glutamat-Transportstrom (siehe 3.5.), war die
ermittelte Strom-Spannungs-Kennlinie annghernd linear mit einem Umkehrpotenzial von ca.
+8mV.

Enthalt nur die extrazelluldre Losung SCN™, generieren der Einstrom der Anionen und
der Glutamat-Einwértstransport Strome in entgegensetzte Richtungen. Die entsprechende
Strom-Spannungs-Kennlinie (siehe Abb. 3.2C, geschlossene Quadrate) hatte ein Umkehrpo-
tenzia von —52 mV. Bei positiven Spannungen reduzierte sich das Stromsignal des Anionen-
stroms um das Stromsignal des Glutamat-Einwartstransportes. Bel stark negativen Spannun-
gen hingegen, bei denen der Einstrom der Anionen aufgrund des el ektrochemischen Gradien-
ten stark inhibiert war, wurde hauptsachlich der Glutamat-Transportstrom detektiert.

In Abwesenheit von SCN™ konnte der reine Glutamat-Transportstrom gemessen wer-
den (siehe Abb. 3.2D, geschlossene Quadrate). Dieser kehrte sich aufgrund der Abwesenheit
von intrazelluldrem Glutamat und Na', sowie extrazellularem K™ (zero-trans Bedingungen) im
untersuchten Spannungsbereich nicht um. Der Glutamat-Transportstrom zeigte eine schwach

exponentiellen Strom-Spannungs-K ennlinie mit einer e-fachen Zunahme pro ~ —-70 mV.
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Abb. 3.2: Spannungsabhangigkeit der Glutamat-indzierten Strdme von EAAC1 bei unterschiedlicher Ver-
teilung von SCN"™. (A) Differenzmessung von Spannungsspriingen einer HEK gaaci-Ganzzellableitung in An-
und Abwesenheit von 125 uM Glutamat (NaCl-haltige Badldsung, KSCN-haltige Pipettenldsung). (B) Dif-
ferenzmessung wie in A an der gleichen Zelle, wobei nun die intra- sowie die extrazellulére Losung fast
identische Konzentrationen an SCN™ (140 mM NaSCN extra- und 130 mM KSCN intrazellulér) enthielten. (C)
Strom-Spannungs-Kennlinien (Mittelwert + SD) mit extra- oder intrazelluldrem SCN™ von Messungen dar-
gestellt wiein A oder in Abb. 3.1A (Spannungsrampen und Ldsungswechsel). Bei SCN™ intrazellulér wurde eine
KSCN-haltige Pipettenldsung und NaCl-haltige Badldsung verwendet (offene Kreise, n = 6). Bei SCN~
extrazelluldr enthielt die Badlésung NaSCN, wahrend die Pipettenldsung KCl-haltig war (geschlossene
Quadrate, n = 5). Das beobachtete Umkehrpotenzial betrug —52 mV. Die Normierung erfolgte auf den Glutamat-
induzierten Strom bei 0 mV. (D) Strom-Spannungs-Kennlinien (Mittelwert + SD) des elektrogenen Glutamat-
Transportstroms (NaCl-haltige Badldsung, KCl-haltige Pipettenldsung, geschlossene Quadrate, n = 4) und bei
symmetrischer Anwesenheit des permeierenden Anions SCN™ (NaSCN-haltige Badlosung, KSCN-haltige
Pipettenlésung, offene Kreise, n = 4). Das Umkehrpotenzial bei symmetrisch SCN™ lag bei +8 mV. Die Nor-
mierung erfolgte auf den Glutamat-induzierten Strom bei 0 mV.
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Zur Untersuchung des Glutamat-Einwartstransportes durch EAACL erfolgten bel aus-
schlieflich extrazelluldrer Anwesenheit von Na* und ausschlieflich intrazelluldrer Anwesen-
heit von K™ Ganzzellableitung von EAAC1-exprimierenden HEK-Zellen. Unter diesen Bedin-
gungen wurde der Glutamattransporter in Abwesenheit von Glutamat in einem bestimmten
Zustand fixiert, bel dem die Glutamat-Bindungsstelle von der extrazelluldren Seite zuganglich
war, da die Kalium-induzierte Relokation des Transporters unter den gewahlten Bedingungen
(Abwesenheit von extrazelluldrem K*) nahezu irreversibel war. Ausgehend von diesem einen
Transporter-Zustand konnte nun das Verhalten von EAAC1 bel Applikation von Glutamat
beobachtet werden, wobei anfangs ale Transporterproteine die Glutamat-induzierten Reak-
tionen synchron durchlaufen. Da im Ldsungswechsel-Experiment die Zeitauflésung mit
50-200 ms zu gering war, wurden Photolyse-Experimente durchgefuihrt. Dabei erfolgt die
Substrat-Applikation durch photolytische Freisetzung (Laserpuls) von Glutamat aus aCNB-
caged Glutamat (112 = 21 us, ausfuhrliche Beschreibung siehe 2.2.6.), welches selber nicht an
den Transporter bindet (Grewer et a., 2000a).

3.1.3. Vorstationare Strome in Abhangigkeit von der Glutamatkonzentration

In Abb. 3.3A ist ein solches Photolyse-Experiment mit zwel unterschiedlichen Laser-
energien dargestellt, bel denen sich der Anteil des freigesetzten Glutamats unterschied (Kon-
zentrationsangabe, siehe Legende). In beiden Fallen konnte ein transienter Strom beobachtet
werden, welcher nach ~ 40-60 ms in einen stationdren Strom Uberging. Generell erfolgte die
Abschétzung der freigesetzten Glutamatkonzentration durch Vergleich mit Lésungswechsel-
Experimenten an der gleichen Zelle (Abb. 3.3B). Bei 0 mV Haltespannung und der Freiset-
zung von séttigenden Glutamatkonzentrationen (untere Kurve in Abb. 3.3A) wurde eine
mittlere Zeitkonstante (n = 10) von 0,8 + 0,1 ms fur den Signalanstieg und 9,4 + 0,9 ms fur
den Signalabfall des transienten Stroms gefunden. Beide Zeitkonstanten nahmen mit abneh-
mender Glutamatkonzentration zu. So ergab sich im abgebildeten Beispiel fur tansieg 2,0 ms
und fir taprar 12,5 ms (obere Kurve). Zudem verschob sich das Verhdtnis zwischen Spitzen-
strom und stationdrem Strom bei Abnahme der Glutamatkonzentration zugunsten des statio-
naren Anteils, wobel tapar l€tztlich unabhangig von der Glutamatkonzentration wurde und

einen konstanten Wert von =~ 20 + 8 ms erreichte (siehe Abb. 3.3D).
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Abb. 3.3: Vorstationédre Strome von EAACL in Abhangigkeit von der Glutamatkonzentration. Versuchs-
bedingungen A-D: KSCN-haltige Pipettenlosung, NaCl-hatige Badlosung. (A) Typische Ganzzellableitung
einer EAACIL-exprimierenden HEK-Zelle (Haltespannung 0 mV) nach Freisetzung von Glutamat durch Laser-
puls-Photolyse von o CNB-caged Glutamat. Durch den Einsatz von Graufiltern wurde die Laserenergie und da-
mit die freigesetzte Glutamatkonzentration variiert. Parameter: 250 mJ/cm?, tansieg 2,1 = 0,1 MS; Taprar 12,5 +
0,1 mS; lgaionar / Isize 1 : 2,3; 500 pM caged Glutamat ~ 15 uM freies Glutamat; 600 MJ/CNP?, Tansieg 0,8 £
0,1 ms; taptal 8,8 £ 0,1 MS; lgaiona / Ispitze 1 : 3,3; 500 pM caged Glutamat ~ 70 pM. Die Leckstréme wurden
subtrahiert. (B) Losungswechselexperiment an der gleichen Zelle wie in A. Bei 100 uM Glutamat (Balken) be-
trug der stationére Strom ~ 400 pA. (C) Abhangigkeit des Spitzenstroms von der Glutamatkonzentration im
Vergleich zum stationd@ren Strom. Parameter: Spitzenstrom (offene Kreise) Ky = 20 + 2 uM (n = 4), stationérer
Strom (gefillte Quadrate) Ky = 5,6 + 0,4 uM (siehe 3.1.1.). (D) Abhangigkeit der Geschwindigkeitskonstanten
fur den Anstieg (offene Kreise) und den Abfall (gefiillte Quadrate) des transienten Stromsignals von der Gluta-
matkonzentration. Die Anpassungen (durchgezogene Linien) der experimentellen Daten erfolgte mit Formeln
dargestellt im Anhang 6.1. [6A und B]. Die eingesetzten Parameter waren @, = 20, ®, = 0,5, kg = 2-10° M~'s™,
Kg=1200s", kyn = 300S™, Kk = 305, k, = 1400 s und ky, = 630 s . Der Verlauf der gestrichelte Linie
entspricht einer bimolekularen Reaktionskonstanten der Glutamatbindung an den Transporter mit ky =
2.10'M s undk ¢=250s™,

In Abb. 3.3C und D sind die Abhéngigkeiten der verschiedenen Parameter des transi-

enten Stroms von der Glutamatkonzentration dargestellt. Wahrend der stationdre Strom be-
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reits bei Glutamatkonzentrationen von ~ 6 UM halbmaximal aktiviert wurde, lag der Ky-Wert
fur den Spitzenstrom bel 20 + 2 uM (Abb. 3.3C). Ebenso konnte die Geschwindigkeitskon-
stante fur den Abfall des transienten Stromsignals (L/tapsa) Mit einer Gleichung ahnlich der
von Michaelis und Menten angepasst werden (siehe Anhang 6.1. [6A]), wobei der apparente
Km-Wert 21 + 8 uM betrug (Abb. 3.3D, geschlossene Quadrate). Daraus konnten die Ge-
schwindigkeitskonstanten fur die Glutamattranslokation (kiin) und die Kalium-induzierte Re-
lokation (ke des Transporters zu 300 s * bzw. 30 s * abgeschétzt werden (siehe auch 3.3.4.).
Die reziproke Anstiegszeit (Ltansieg) des transienten Stromsignals ist ebenfalls eine nicht-
lineare Funktion von der Glutamatkonzentration, séttigt aber bei noch héheren Konzentratio-
nen als bel Utaptar (Siehe 3.3D, offene Kreise). Wirde die Anstiegszeit des transienten Stroms
durch die Bindung von Glutamat an den Transporter bestimmt, misste sich eine lineare Ab-
hangigkeit zwischen Vtansieg Und der Glutamatkonzentration ergeben (gestrichelte Linie). Da
dies nicht beobachtet wurde, muss tansieg durch mehr as eine Reaktion bestimmt werden
(siehe Diskussion 4.2.1.). Die Anpassung erfolgte daher mit der in Anhang 6.1. dargestellten
Formel [6B], die eine Abschatzung der Geschwindigkeitskonstanten fir die Glutamatassozia-
tion- und dissoziation (kq und k_g) von 2:10° M~*s™* und 1200 s * sowie der Geschwindigkeits-
konstanten fiir den Ubergang zum permeablen Zustand und zuriick (k, und k) mit 1400 s

und 630 s * erméglichte.

3.1.4. Vorstationdre Messungen an EAAC1 in Ab- und Anwesenheit von SCN™
Die oben beschriebenen Messungen wurden in der Anwesenheit von intrazellulérem
Thiocyanat durchgefiihrt, sodass eine Summe aus Transportstrom und Glutamat-induziertem
Anionenstrom detektiert wurde, die beide ein Stromsignal in die gleiche Richtung verursach-
ten. In Abwesenheit von SCN™ trat in vorstationdren Messungen an EAACL (Abb. 3.4A) je-
doch ebenso ein transientes Stromsignal auf, welches in einen stationdren Strom Uberging.
Beim Vergleich mit Messungen mit intrazellularem SCN™ ergab sich, dass die Zeitkonstante
fur den Anstieg deutlich schneller war mit tansiey 0,4 = 0,1 ms und der Abfall des transienten
Stroms aus zwei Komponenten besteht mit taprain 1,6 £ 0,2 ms und tapsaiz 8,1 £ 0,6 ms. Bei
extrazelluldrer Anwesenheit von SCN™ erzeugen der Glutamattransport und die Anionenleit-
fahigkeit Strome in entgegengesetzte Richtungen (siehe 3.1.2.). Unter solchen Bedingungen
wurde, wie in Abb. 3.4B dargestellt, dennoch ein kleiner transienter Einwartsstrom beobach-

tet, der in einen langsamer-aktivierenden Auswartsstrom uberging.
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Abb. 3.4: Vorstationare Messungen an EAACL in Abhangigkeit von SCN™ und der Haltespannung. (A)
Ganzzellableitungen zweier HEKgaaci-Z€elle in Ab- und Anwesenheit (linke und rechte Achse) von intrazellul&
rem SCN™ (KCI- oder KSCN-haltigen Pipettenldsung, NaCl-haltigen Badldsung, 0 mV Haltespannung, Leck-
strome wurden subtrahiert). Parameter: ohne SCN™ tangieg 0,4 + 0,1 MS; Taptain 1,6 = 0,2 MS; Tapraiz 8,1 £ 0,6 ms;
1 mM caged Glutamat ~ 150 uM freies Glutamat; mit SCN™ Tansieg 0,7 £ 0,1 MS; Tapar 7,8 = 0,1 ms; 500 M
caged Glutamat ~ 80 uM freies Glutamat. (B) Bei einer KCl-haltigen Pipettenlésung und einer NaSCN-haltigen
Badl6sung (Haltespannung 0 mV, Leckstrome wurden subtrahiert) wurde bei der photolytischen Freisetzung von
~ 40 uM Glutamat (500 uM caged Glutamat) ein kleiner, einwérts-gerichteter transienter Strom beobachtet (t =
0,3 + 0,1 ms), der in einen Auswartsstrom Uberging (t = 2,7 + 0,6 ms). (C) Typische Ganzzellableitung einer
HEKgaaci-Z€elle in Anwesenheit von intrazelluldrem SCN™ bei unterschiedlichen Haltespannungen und Frei-
setzung séttigender Glutamatkonzentrationen (1 mM caged Glutamat ~ 200 uM freies Glutamat). Parameter:
—90 MV Tangieg 0,9 + 0,1 M8, Tapsar 3,3 £ 0,1 Ms; =60 MV Tangieg 0,7 + 0,1 M8, taptar 5,1 £ 0,1 ms; =30 MV Tapgiieg
0,6 + 0,1 ms, taprar 6,4 £ 0,1 ms; 0 MV Tangieg 0,6 + 0,1 MS, tapan 9,0 £ 0,1 ms; 30 MV Tangieg 0,6 £ 0,1 MS, Tapsa
14,3+ 0,2ms; 60 MV Tansieg 0,5 £ 0,3 MS, taprar 27,8 £ 1,1 ms. Die Leckstrome wurden subtrahiert. (D) Span-
nungsabhangigkeit der mittleren Geschwindigkeitskonstanten (Mittelwert + SD, n = 5) fir den Anstieg (offene
Kreise) und den Abfall (geflllte Quadrate) des transienten Stroms. Die durchgezogene Linie bei Litapta
entspricht der Anpassung mit den Gleichungen [6A], [10A und B] in Anhang 6.1. mit ®, = 20, ®, = 0,5, kg =
2.10'M's? ky=1200s™, kS, =210s?, k% =40s"und 2.5 =0,8.
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3.1.5. Vorstationare Messungen an EAAC1 in Abhangigkeit von der Haltespan-

nung

Fur die oben beschriebenen Messungen betrug die Haltespannung immer O mV. Im
Folgenden wurde nun der Einfluss des Potenzials auf den transienten Glutamat-induzierten
Strom untersucht (Abb. 3.4C). Dies geschah in Anwesenheit von intrazelluldrem SCN™, da
sonst das Stromsignal bei positiven Haltespannungen aufgrund der geringen Strome kaum
auswertbar war. Bel Freisetzung séttigender Glutamatkonzentrationen fuhrten dabel Halte-
spannungen von Uber 0 mV zu einer Verringerung des Spitzenstroms und einer Zunahme der
Zeitkonstante fir den Signalabfall. Umgekehrte Effekte zeigten sich bei einer Verringerung
der Haltespannung. In Abb. 3.4D sind die Geschwindigkeitskonstanten fiir den Signalanstieg
und Signalabfall als Funktion der Haltespannung dargestellt. Wahrend L/tapsar Stark durch die
angelegte Haltespannung beeinflusst war und bel negativen Haltespannungen gréf3er wurde
(e-fache Zunahme pro =~ —-80 mV), ergab sich fur L/tansieg NUr €ine schwache Spannungsab-
hangigkeit und mit umgekehrtem Vorzeichen. Generell trat jedoch fir beide Konstanten im
untersuchten Spannungsbereich keine Sattigung auf, noch wurde ein Minimum oder Maxi-

mum durchlaufen.

3.1.6. Inhibition durch TBOA

DL-threo-p-Benzyloxyaspartat (TBOA) ist ein Substratanalogon von Glutamat, das
nicht transportiert wird und daher als kompetitiver Inhibitor von EAAC1 eingesetzt werden
konnte. Bei den durchgefiihrten Experimenten wurde die Wirkung des Inhibitors auf den
Glutamat-Einwaértstransport von EAAC1 untersucht.

Neben den bereits erwahnten Funktionsweisen — Anionenleitféhigkeit und Glutamat-
transport — besitzt EAACL eine zusdtzliche Leckleitfahigkelt, die Glutamat-unabhéngig ist.
Dabel ist zu beachten, dass der gesamte Leckstrom der untersuchten HEK-Zellen aus zwei
Anteilen besteht. Der eine Anteil resultiert aus der basalen Leitfghigkeit der Zellmembran,
wahrend der zweite Antell durch die Expression von EAAC1 und die damit einhergehende
Glutamat-unabhangige Leckleitfahigkeit verursacht wird. Diese EAAC1-getragene Leckleit-
fahigkeit konnte nur in Anwesenheit von Thiocyanationen und nicht bei Chlorid-haltiger Bad-
oder Pipettenldsung detektiert werden. In wie weit unter SCN™-freien Bedingungen ein elek-
troneutraler Na'-K*-Austausch stattfand, kann nicht beurteilt werden. Die Applikation von
TBOA fuhrte bei intrazellularer Anwesenheit von SCN™ zu einem Auswartsstrom (siehe
Abb. 3.5A), der einer Inhibition des stetigen Einwéartsstroms aufgrund der Leckleitféhigkeit
(SCN™-Ausstrom) entspricht. Abhangig von der Konzentration an TBOA fuhrte die zusétz-
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liche Applikation von Glutamat zu einem geringeren Stromsignal im Vergleich zu Messungen
ohne Inhibitor. Die halbmaximale Inhibition bei 25 uM Glutamat lag bel ca. 5uM TBOA
(Abb. 3.5A und C). Fur die Inhibition des Leckstroms ergab sich ein K;-Wert von 0,6 uM
TBOA. Der daraus berechnete Wert fur K; in Anwesenheit von 25 uM Glutamat bel kompeti-
tiver Bindung von TBOA und Glutamat liegt mit dem oben bestimmten Ky-Wert von 6 uM
fur Glutamat bel 2 uM TBOA .
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Abb. 3.5: Inhibition durch TBOA. Versuchsbedingungen A-D: KSCN-haltige Pipettenl6sung. (A) Ganzzellab-
leitung eine HEK ganci-Zelle bei Applikation von 25 uM Glutamat in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit
von 5 bzw. 100 uM TBOA (0 mV Haltespannung). (B) Strom-Spannungs-Kennlinie des TBOA-induzierten
Stroms (5 UM TBOA) aus Ganzzellableitungen bei symmetrischen SCN™-Konzentrationen und extrazellulérem
Na" (NaSCN-haltige Badldsung, KSCN-hdltige Pipettenlésung, Mittelwert + SD, n = 3-4). Die Normierung
erfolgte auf das Signal bei 125 pM Glutamat. (C) Aus Experimenten (Mittelwert + SD, n = 3-5) wiein A darge-
stellt, wurde die apparente Inhibitionskonstante von TBOA in Anwesenheit von 25 uM Glutamat bestimmt. Eine
halbmaximale Inhibition des Glutamat-induzierten Stroms wurde mit einer TBOA-Konzentration von 4,8 +
0,3 UM erreicht. (D) Aus Experimenten (Mittelwert + SD, n = 4-8) wie in A dargestellt, wurde die apparente
Inhibitionskonstante von TBOA fir die Inhibition des Leckstroms (in Abwesenheit von Glutamat) bestimmt.
Dafir wurde das TBOA-induzierte Stromsignal auf den Glutamat-induzierten Strom bei 125 uM bezogen. Der
ermittelte K;-Wert betrug 0,6 £ 0,1 pM und die maximale Inhibition entsprach ca. 20 % des Glutamat-induzier-
ten Stroms.
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Da viele Na'-getriebene Transporter ilber einen Na'-getragenen Leckstrom verfiigen,
stellte sich die Frage, ob der beobachtete Leckstrom von einem Natriumeinstrom oder, wie
oben beschrieben, durch einen SCN™-Ausstrom verursacht wurde. Daher wurden folgende Be-
dingungen fir den in Abb. 3.5B dargestellten Versuch gewahlt. Natriumionen waren nur ex-
trazellulér vorhanden, wahrend SCN™ in symmetrischen Konzentrationen vorlag. Die Appli-
kation von TBOA bel einer Haltespannung von 0 mV ergab keine Stromantwort. Bei negati-
ven Spannungen wurde hingegen ein positiver Strom (Inhibition des SCN™-Ausstrom) beob-
achtet, wahrend es bel positiven Spannungen ein negativer Strom (Inhibition des SCN™-Ein-
strom) war. Zudem ergab sich eine fast linear Strom-Spannungs-Kennlinie, was nur zu erkla-

renist, wenn fur den Leckstrom en Fluss von SCN™ verantwortlich war.

Unter pathophysiologischen Bedingungen wie Energiemangel oder Sauerstoffunter-
versorgung kann EAAC1 den Auswartstransport von Glutamat aus der postsynaptischen Zelle
in den synaptischen Spalt katalysieren. Dieser Glutamat-Auswartstransport wurde an inside-
out patches von EAAC1-exprimierenden HEK-Zellen untersucht, bel denen die Glutamat-
Applikation von der intrazelluléren Seite erfolgen konnte. Mit hoher intrazellularer Natrium-
konzentration, ohne extrazellulares Na', hoher extrazelluldrer Kaliumkonzentration und einer

K*-freien intrazelluldren Losung war der Auswértstransport von Glutamat quasi irreversibel.

3.1.7. Stationdre Messungen an EAAC1 im inside-out patch

In Abb. 3.6A ist ein typisches inside-out patch-Experiment dargestellt, bei dem Gluta-
mat in verschiedenen Konzentrationen appliziert wurde. Da ein positives Stromsignal beob-
achtet wurde, ist der Auswartstransport ebenfalls elektrogen. Ausserdem enthielt die extrazel-
luldre Losung Thiocyanationen, sodass die Glutamat-induzierte Anionenleitfahigkeit einen
Strom in die gleiche Richtung generierte. Wahrend beim Glutamat-Einwartstransport der ap-
parente Ky-Wert ca. 6 uM betrug, wurde eine halbmaximale Aktivierung des Glutamat-Aus-
wartstransportes erst bei 280 uM Glutamat erreicht (Abb. 3.6C).

Da Anionenleitfahigkeit und Glutamattransport Strome in die gleiche Richtung er-
zeugten, ergab sich fir die Spannungsabhéngigkeit von EAAC1 im Auswartstransport-Modus
(Abb. 3.6B und D) ein positiver Glutamat-induzierter Strom im gesamten Spannungsbereich,
der bei negativen Spannungen gegen Null tendierte. In Abb. 3.6D wurde die Strom-Span-
nungs-Kennlinien des Glutamat-A uswartstransportes (geschlossen Quadrate) mit der entspre-

chenden Spannungsabhéngigkeit des Einwartstransportes (offene Kreise, bzw. invertiert als
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gepunktete Linie) verglichen, wobei deutlich wurde, dass der Auswartstransport von Glutamat

eine schwéchere Abhéangigkeit von der Spannung zeigte.
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Abb. 3.6: Stationare und vorstationare Messungen an EAAC1 im inside-out patch. Versuchsbedingungen
A-D: KSCN-haltige Pipettenlosung, NaCl-haltige Badlosung. (A) Typische patch clamp-Messung eines
HEKgaaci-patches bei 0 mV Haltespannung und unterschiedlichen Glutamatkonzentrationen (0,05, 0,5 und
2,0 mM, Baken). Die Leckstrome wurden subtrahiert. (B) Glutamat-induzierter HEKgaaci-patch-Strom bei
Haltespannungen von —60 bis +60 mV. Es wurden Spannungsrampen angelegt und 4 mM Glutamat (Balken) mit
Losungswechsel appliziert. Die Leckstrome wurden subtrahiert. (C) Bestimmung der apparenten Affinitéat for
Glutamat von EAAC1 im Auswaértstransport-Modus aus Messungen wie in A dargestellt (Mittelwert + SD, n =
8). Der ermittelte Ky-Wert betrug 280 + 20 uM. (D) Gemittelte Strom-Spannungs-Kennlinie (Mittelwert + SD, n
= 10) von EAACL im Auswartstransport-Modus aus Messungen wie in B dargestellt (geschlossene Quadrate).
Zum Vergleich ist die Strom-Spannungs-Kennlinie von EAAC1 im Einwartstransport-Modus abgebildet (offene
Kreise und invertiert als gepunktete Linie). Die Normierung erfolgte auf den Strom bei 0 mV. (E) Laser-Photo-
lyse-Experimente an einem HEK gaaci-inside-out-patch. Bedingungen und Parameter: 6 mM o CNB-caged Glu-
tamat ~ 1,8 mM freies Glutamat, KSCN-haltige Pipettenldsung, NaCl-haltige Badl6sung, Tansieg 0,4 = 0,1 ms,
Taptal 4,8 £ 0,1 ms. Der Leckstrom wurde subtrahiert.
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3.1.8. Vorstationare Messungen an EAAC1 im inside-out patch

Mit unendlichen Konzentrationsgradienten fiir Natrium- und Kaliumionen (Na’ in ho-
hen Konzentrationen intrazellular und K* in hohen Konzentrationen extrazellulér) konnten
alle Transporterproteine in einem Zustand festgehalten werden, in dem die Glutamat-Bin-
dungsstelle der intrazellularen Seite zugewandt war. Bei photol ytischer Freisetzung von Glu-
tamat aus caged Glutamat war, wie beim Einwartstransport, ein transientes Stromsignal zu
beobachten, das in einen stationdren Strom Uberging (siehe Abb. 3.6E). Die ermittelten Zeit-
konstanten fir den Signalanstieg lagen bel =~ 0,5 + 0,1 ms und fir den Signalabfall bei 4,4 +
1,0ms (n = 2) und zeigten einen eher biexponentiellen Abfall, der aufgrund der kleinen Am-

plitude der langsamen Komponente jedoch nicht ausgewertet werden konnte.

3.1.9. Verhéltnis zwischen Anionenleitféahigkeit und Glutamattransport bei

EAAC1

Der lineare Verlauf der Strom-Spannungs-Kennlinie von EAAC1 beim Glutamat-Ein-
waértstransport bel symmetrischen SCN-Konzentrationen (siehe Abb. 3.2D) deutete darauf
hin, dass der Anionenstrom im Vergleich zum Glutamat-Transportstrom sehr viel starker zum
Gesamtstrom beitrégt. Um das Verhéltnis beider Komponenten am Stromsignal zu bestim-
men, wurde an einer Zelle der Anionenstrom als Differenzstrom zwischen Gesamtstrom und
Glutamat-Transportstrom bestimmt. In Abb. 3.7A enthielt die intrazelluldre Losung keine
Thiocyanationen, sodass bei zusétzlicher Abwesenheit von extrazelluldrem SCN™ nur der Glu-
tamat-Transportstrom detektiert wurde (untere Kurve). Bel Applikation von Glutamat in An-
wesenheit von extrazelluldrem SCN™ ist das Signal des Glutamattransportes tberlagert von
dem positiven Stromsignal der einstromenden Anionen. Das ermittelte Verhdtnis zwischen
Glutamattransport und Glutamat-induzierter Anionenleitfahigkeit lag bei = 1 zu 3,7 + 0,7
(Abb. 3.7B).

Im Gegensatz dazu war bei EAACL im Einwértstransport-Modus (inside-out patch)
das Verhdltnis zwischen Glutamat-Transportstrom und Anionenstrom 1 zu 1,45 + 0,1 und

somit zugunsten des Transportstroms verschoben (Abb. 3.7B).
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Abb. 3.7: Verhdltnis zwischen Anionenleitfahigkeit und Glutamattransport bei EAACL. Versuchsbedin-
gungen: KCI-haltige Pipettenlésung, NaCl- bzw. NaSCN-haltige Badlosung. (A) Ganzzellableitung einer
HEKEgaaci-Z€elle in An- (obere Messung) und Abwesenheit (untere Messung) von extrazelluldrem SCN™ bei Ap-
plikation von 125 pM Glutamat (Balken) und einer Haltespannung von O mV. Die Leckstrome wurden subtra-
hiert. (B) linkes Bild, Mittleres Verhdltnis zwischen Anionenstrom und Glutamat-Transportstrom (Mittelwert +
SD, n = 6) aus Messungen dargestellt in A. rechtes Bild, Vergleich zwischen Glutamat-induziertem Anionen-
strom und Glutamat-Transportstrom bei EAACL im Auswaértstransport-Modus aus Messungen an inside-out
patches (Versuchsbedingungen wiein A und Applikation von 5 mM Glutamat, Mittelwert = SD, n = 4).

3.2. pH-Abhangigkeit des Glutamattransportes bei EAAC1

Der Glutamattransport durch EAACL ist gekoppelt an den Kotransport von einem
Proton (Zerangue und Kavanaugh, 1996a), womit sich die Frage ergab, ob Glutamat in seiner
protonierten Form transportiert wird (Zerangue und Kavanaugh, 1996b). In einem solchen
Modell bindet Glutamat zunéchst an den Transporter und wird nach einer pK-Anderung pro-
toniert. Dies entspricht einer streng sequentiellen Bindungsreihenfolge von Glutamat und H™.
Die verschiedenen moglichen Modelle zur Bindungsreihenfolge sind in Punkt 4.3. und im
Anhang 6.2. beschrieben und diskutiert. Im Folgenden wird nur auf dasjenige Modell einge-
gangen, welches alle experimentellen Daten erklart.

Die Messungen zur pH-Abhangigkeit erfolgten an der intra- sowie extrazelluléren
Membranseite, d. h. EAACL katalysierte den Glutamat-Einwarts- oder Auswartstransport.
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3.2.1. pH-Abhangigkeit der Affinitat von EAACL fur Glutamat im Einwarts- bzw.

Auswartstransport-Modus

Bel einer Haltespannung von 0 mV wurde bei unterschiedlichen pH-Werten Glutamat
in verschiedenen Konzentrationen appliziert und so die apparenten Ky-Werte von EAACI fir
Glutamat bestimmt. Mit Hilfe von Ganzzellableitungen an HEKgaaci-Ze€llen erfolgte dies fir
den Glutamat-Einwartstransport (Abb. 3.8A). Dabel wurde beobachtet, dass sich die Affinitét
von EAACL fur Glutamat im pH-Bereich zwischen 6,0 und 8,0 nicht signifikant éanderte
(siehe Abb. 3.8A, C und Tabelle 3.2). Im Gegensatz dazu stieg der Ky-Wert bel hoheren pH-
Werten deutlich an, sodass bei pH 10,0 nur noch eine 100fach geringere Affinitét von EAACL
fur Glutamat nachzuweisen war.

EAAC1 im Auswartstransport-Modus zeigte zwischen pH 6,0 und 8,0 qualitativ das
gleiche Verhalten und der Ky-Wert stieg von 34 uM (pH 6,0) auf 580 uM (pH 8,0) an. Wurde
die Protonenkonzentration auf der intrazellulédren Seite jedoch auf pH 4,8 erhoht, nahm die
Glutamataffinitét wieder dramatisch ab, auf einen Ky-Wert von 820 uM. Bel diesem pH-Wert
ist Glutamat (pK 4,4) bereits zu ca. 30 % protoniert, was jedoch nicht diesen starken Affini-
tétsabfall erklaren kann. Um Auszuschlief3en, dass diese Beobachtung auf eine Zunahme der
lonenstérke aufgrund des Succinat-Tris-Puffers zurtickzuf ihren war, wurde bei dem gleichen
Puffer der Ky-Wert fur Glutamat bei pH 7,4 im Einwértstransport-Modus bestimmt. Dabei
ergab sich kein Unterschied zu dem Wert bestimmt in Anwesenheit eines TrissMES-Puffers.

Da bei den durchgefiihrten Messungen neben dem Glutamat-Transportstrom auch die
Glutamat-induzierte Anionenleitfahigkeit detektiert wurde, erfolgte bei pH 10,0 eine zusétz-
liche Ky-Wert-Bestimmung bei symmetrischen Chloridkonzentrationen. Der ermittelte Wert
von 580 UM stimmte gut mit dem Wert von 610 uM in der Anwesenheit von SCN™ Uberein
(siehe Tabelle 3.2). Damit ist der Einfluss der Protonenkonzentration auf den Ky-Wert auf
eine pH-Abhangigkeit des Glutamattransporters und nicht auf eine Veranderung der Anionen-
leitfahigkeit zurtckzufihren.

In Abb. 3.8C sind die apparenten Ky-Werte als Funktion der Protonenkonzentration
dargestellt. Aus der Anpassung der experimentellen Daten mit einem Modell, bei dem die
Protonenbindung der Glutamatbindung vorausgeht (siehe Anhang 6.2.) konnte der pK-Wert
des Protonenakzeptors abgeschétzt werden. Dieser lag beim Glutamat-Einwartstransport von
EAACI1 bel =~ 8,0, wdhrend er beim Glutamat-Auswaértstransport zu etwa pK 6,5 verschoben

war.
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Abb. 3.8: pH-Abhangigkeit der Affinitat (Ky) von EAACL fur Glutamat und des Maximalstroms (I yax)-
Versuchsbedingungen A-B: KSCN-haltige Pipettenlésung pH 7,4, NaCl-haltige Badldsung /pH (siehe 2.2.7.),
0 mV Haltespannung. (A) Bestimmung der apparenten Ky-Werte fur Glutamat von EAAC1 im Einwértstrans-
port-Modus (HEK gaaci-Ganzzellableitung, n = 4-10) bei unterschiedlichen extrazelluléren pH-Werten. Parame-
ter: pH 6,0 (geschlossene Quadrate) Ky 5,6 + 0,7 uM, pH 8,0 (offene Dreiecke) Ky, 11,0 + 1,2 uM, pH 9,0 (ge-
schlossene Kreise) Ky, 35 + 3 uM, pH 10,0 (offene Raute) Ky, 610 + 50 uM. Normierung erfolgte auf I bei
sdttigender Glutamatkonzentration. (B) Bestimmung der apparenten Ky,-Werte fir Glutamat von EAAC1 im
Auswaértstransport-Modus (HEK gaaci-inside-out-patch, n = 4-10) bei verschiedenen intrazelluléren pH-Werten.
Parameter: pH 6,0 (geschlossene Quadrate) Ky, 34 + 5 uM, pH 7,4 (offene Dreiecke) Ky, 280 + 30 uM, pH 8,0
(geschlossene Kreise) Ky 580 + 90 uM. Normierung wie in A. (C) Halblogarithmische Darstellung der extra-
zelluléren (geschlossene Quadrate) und intrazelluléren (offene Kreise) apparenten Ky-Werte von EAACL fir
Glutamat (siehe Tabelle 3.2). Die Anpassung erfolgte entsprechend dem Modell THS (siehe 6.2.) fir den Ein-
warts- (durchgezogene Linie) und den Auswartstransport (gepunktete Linie). Parameter: K = 5,5 bzw. 28 pM
und K" = 1,1.10°® bzw. 3,010 M. (D) Einfluss des pH-Wertes auf den Glutamat-induzierten Strom von
EAAC1 im Einwértstransport-Modus bei 0 mV Haltespannung (Mittelwert + SD). (linkes Bild) Chlorid-hatige
Pipetten- und Badl6sung und séttigende Glutamatkonzentration (10facher Ky, n = 4), (mittleres Bild) KSCN-hal-
tige Pipettenlésung, NaCl-haltige Badltsung und séttigende Glutamatkonzentrationen (10facher Ky, n = 10),
(rechtes Bild) Bedingungen wie fir mittleres Bild mit Applikation von 125 uM Glutamat bei allen pH-Werten (n
= 7-10).
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pH extrazelluldrer Ky [UM] n intrazelluldrer Ky [UM]
4,8 820+ 70 4
6,0 58+ 0,7 6 34+5 10
7,0 94+18 4
7,4 59+13 10 270+ 30
8,0 11+1 9 580+ 90
9,0 36+3
10,0 610 + 50 10
580 £ 80 (Transportstrom) 5

Tabelle 3.2:
Apparente Ky,-Werte von EAAC1 fir Glutamat bei unterschiedlichen pH-Werten (Mittelwert + SD).

3.2.2. pH-Abhéangigkeit des Glutamat-induzierten Stroms bzw. Maximalstroms

Fur den Glutamat-Einwartstransport bei EAAC1 wurde zunachst in Anwesenheit von
Thiocyanationen die pH-Abhangigkeit des Glutamat-induzierten Stroms bei einer konstanten
Glutamatkonzentrationen von 125 uM ermittelt (siehe Abb. 3.8D rechtes Bild, Anionenstrom
und Transportstrom). Dabei nahm das Stromsignal mit abnehmender Protonenkonzentration
stetig ab und bel pH 10,0 wurde nur noch 1/10tel des Signalsim Vergleich zu pH 8,0 detek-
tiert. Séttigende Glutamatkonzentrationen ergaben hingegen bei Anwesenheit von SCN™ einen
leichten Anstieg von Ia mit Erhéhung der Protonenkonzentration (Abb. 3.8D mittleres Bild,
Summe aus Anionen- und Transportstrom) (siehe 4.3.5.). Ein qualitativ &hnliches Bild wurde
fUr den Glutamat-Auswartstransport von EAAC1 gefunden. Im Vergleich zu dem Signal bei
pH 8,0 betrug der Glutamat-induzierte Strom bei pH 6,0 1,27 + 0,03 und bei pH 7,4 1,13 +
0,04 (n = 3). Unter Bedingungen, bei denen nur der Glutamat-Transportstrom detektiert wur-
de (symmetrische Chloridkonzentrationen, 0 mV Haltespannung), fuhrten séttigende Gluta-
matkonzentrationen zu einer pH-Unabhangigkeit des Stromsignals (Abb. 3.8D linkes Bild).
Dieses Ergebnis spricht fir eine vorgelagerte Protonenbindung, der die Glutamatbindung
folgt (siehe 4.3.).

3.2.3. Einfluss des pH-Wertes auf das transiente Stromsignal von EAAC1

Die stationdren Messungen zur pH-Abhangigkeit von EAACL lief3en sich mit einem
sequentiellen Bindungsmodell erkléaren, bei dem die Protonenbindung vor der Glutamatbin-
dung stattfindet. Mit Hilfe vorstationdrer Messungen wurde dieses Modell fir EAACL im
Glutamat-V orwartstransport-Modus Uberpruft.
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Ausgehend von einer Konformation, bei der die Glutamat-Bindungsstelle aller Trans-
portermolekille von der extrazelluldren Seite zuganglich ist (hoch Na™ und K*-frei extrazellu-
lar, hoch K* und Na'-frei intrazellulér), erfolgte die photolytische Freisetzung von séttigenden
Glutamatkonzentrationen bel pH-Werten zwischen 6,0 und 9,0. In Abb. 3.9A ist dies bel-
spielhaft an einer HEKgaaci-Z€lle dargestellt, bei der durch Anwesenheit von intrazelluléaren
Thiocyanationen zusétzlich zum Glutamat-Transportstrom die Glutamat-induzierte Anionen-
leitfahigkeit detektiert wurde. Dem entsprechend unterschied sich der stationare Strom bei
den unterschiedlichen pH-Werten (siehe Abb. 3.8D, mittleres Bild). Die Zeitkonstanten fir
den Anstieg und den Abfall des transienten Stromsignals zeigten jedoch keine pH-Abhéngig-
keit (Mittelwerte siehe Abb. 3.9B), was mit einer vorgelagerten schnellen Protonenbindung
Ubereinstimmt (siehe 4.3.).
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Abb. 3.9: Einfluss des pH-Wertes auf das transiente Stromsignal von EAAC1. Versuchsbedingungen:
KSCN-haltige Pipettenlosung pH 7,4, NaCl-haltige Badltsung /pH (siehe 2.2.7.). Haltespannung O mV. (A)
Laserpuls-Photolyse-Experimente von o CNB-caged Glutamat an einer EAAC1-exprimierenden HEK-Zelle bei
unterschiedlichen extrazelluldren Protonenkonzentrationen. Parameter: pH 6,0 und pH 7,4, 1 mM caged Gluta-
mat ~ 125 pM freies Glutamat, Tangieg 0,8 £ 0,1 ms bzw. 0,8 £ 0,1 ms, und taprar 10,7 + 0,1 ms bzw. 10,8 +
0,1 ms, pH 9,0, 4 mM caged Glutamat ~ 500 pM freies Glutamat, tansieg 0,9 = 0,1 MS, Tapra1 12,9 £ 0,1 ms. Die
Leckstrome wurden subtrahiert. (B) Mittelwerte (+ SD, n = 3) flir Utansgieg UNd L/taprar @US Messungen darge-
stelltin A.

3.2.4. Einfluss des pH-Wertes auf die Strom-Spannungs-Kennlinie von EAAC1
Aus den vorstationdren Messungen an EAACL lief3 sich schlief3en, dass die Protonbin-
dung schnell erfolgt und nicht geschwindigkeits-bestimmend fur den Transportzyklus von
EAACL ist (siehe 4.3.2.). Im Folgenden wurde daher getestet, in welchem Spannungsbereich
diese Aussage giiltig ist und ob die H*-Bindung spannungsabhangig ist. Bei pH-Werten zwi-
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schen 6,0 und 9,0 wurden die Strom-Spannungs-Kennlinien bei jewells séttigenden Glutamat-
konzentrationen fUr den Glutamat-Transportstrom alein (Abb. 3.10A) bzw. zusammen mit
dem Glutamat-induzierten Anionenstrom (Abb. 3.10B) unter stationdren Bedingungen be-
stimmt. Dabel ergab sich kein Einfluss des pH-Wertes auf die Spannungsabhéngigkeit der
EAAC1-getragenen Strome beim Glutamat-Einwartstransport. Fur den Glutamat-Auswarts-
transport wurde bei pH 6,0 im Vergleich zu pH 7,4 ebenso keine signifikante Beeinflussung

der Strom-Spannungs-Kennlinie durch die Protonenkonzentration gefunden (n = 10-12).
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Abb. 3.10: Einfluss des pH-Wertes auf die Strom-Spannungs-Kennlinie von EAACL. (A) Strom-Span-
nungs-Kennlinien fir EAAC1 im Einwértstransport-Modus (Mittelwert + SD, n = 3-7) bei Verwendung einer
K Cl-haltigen Pipettenldsung pH 7,4 und einer NaCl-haltigen Badldsung mit pH 6,0 (geschlossene Quadrate), pH
7,4 (offene Kreise) und pH 9,0 (geschlossene Dreiecke). Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte mit Spannungsram-
pen und schnellem Losungswechsel mit jeweils sittigenden Glutamatkonzentrationen (12facher Ky). (B) Bedin-
gungen wiein A nur mit Austausch der Pipettenldsung zu einer Lésung mit SCN™ (Mittelwert + SD, n=5-7).

3.2.5. Kinetischer Isotopen-Effekt

Ein Proton-Kotransport ist im Stromsignal &quivalent zu einem Hydroxid-Gegentrans-
port. Daher kann die beobachtete intrazelluldre pH-Verschiebung beim Glutamattransport
durch einen H*-Kotransport oder einen OH -Gegentransport ausgelGst werden. Diese Frage-
stellung kann durch das Auftreten eines Isotopeneffektes beim Austausch von *H durch %D
Uberprift werden.

Unter stationdren Bedingungen reduzierte der Austausch von Protonen gegen Deute-
rium-lonen den Glutamat-induzierten Strom um ca. 20 %, wie in Abb. 3.11A dargestellt. In
vorstationdren zeitaufgel 6sten Messungen, bei denen Informationen Uber schnelle Schritte des

Transporters nach Glutamat-Applikation zuganglich sind, fuhrte der Isotopen-Austausch zu



Ergebnisse 57

einem langsameren Abfall (~ 60 %) des transienten Stromsignals (siehe Abb. 3.11B und C).
Der Anstieg des Stroms zeigte jedoch keinen I sotopeneffekt (siehe Abb. 3.11D).
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Abb. 3.11: Kinetischer 1sotopen-Effekt. Versuchsbedingungen A-C: KSCN-haltige Pipettenldsung, NaCl-hal-
tige Badlésung (H,0, pH 7,4 oder D,O, pD 7,7), Hatespannung 0 mV, EAACL im Einwartstransport-Modus.
(A) Ganzzellableitung einer HEKgaaci-Z€elle bei Applikation von 1 mM Glutamat (Balken) in einer D,O-Bad|6-
sung (linkes Bild) und zum Vergleich in einer H,O-Badldsung (rechtes Bild). Die Leckstrome wurden subtra-
hiert. (B) Laserpuls-Photolyse-Experimente von caged Glutamat an zwei unterschiedlichen HEK gaaci-Z€llen in
einer D,O- oder H,O-Badltsung. Die Leckstréme wurden subtrahiert, der Strom invertiert und der Abfall des
Signals durch folgende Formel {In [(I1(t) - lsaiona) / (Ispitze = lsaionar)]} linearisiert. Die Zeitkonstante fir den Ab-
fall des transienten Stromsignals ergab sich damit aus der Steigung der Kurve. Parameter: H,O-Badldsung (pH
7,4) 1 mM caged Glutamat ~ 125 uM freies Glutamat, Tangieg 0,8 = 0,1 ms und tapsa 10,8 = 0,1 ms; D,O-Badl6-
sung (pD 7,7), 1 mM caged Glutamat ~ 125uM freies Glutamat, tansieg 1,0 = 0,1 ms und tapar 16,5 + 0,1 ms.
(C) Mittelwerte (+ SD) fir Tanstieg UNd Taptai VON 3 unterschiedlichen Zellen fir HO zu DO Tapsiieg 0,9 = 0,06 ms
bzw. 0,9 £ 0,07 ms, tapa; 10,5+ 1,2 msbzw. 18,3 + 2,0 ms.
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3.3. Einfluss der Na'-Konzentration auf EAAC1-assoziierte Strome

Die Glutamattranslokation durch EAAC1 ist an den Kotransport von drei Natriumio-
nen gekoppelt. Im folgenden Abschnitt wurde die Frage gestellt, in wie weit zum einen die
Bindung der Natriumionen und Glutamat an den Transporter geordnet verlauft und zum ande-
ren wie intrazelluldres Na™ (und Glutamat) die vorstationdre Kinetik des Transporters beein-
flusst. Daflr wurden verschiedene Modelle mit unterschiedlichen Bindungsreihenfolgen in
Erwéagung gezogen und mit den experimentellen Daten verglichen. Die Entwicklung eines
Modells zur Erklarung der Daten wird in der Diskussion (siehe 4.4. und Anhang 6.3.) aus-
fuhrlich diskutiert, sodass im Folgenden nur die Ergebnisse zur Na'-K onzentrati onsabhangig-
keit von EAACL versehen mit den entsprechenden Kurvenanpassungen dargestellt sind.

Die Bestimmung der Bindungsreihenfolge von Na" und Glutamat erfolgte fur ihre
Bindungsstellen auf der extrazelluldren Seite von EAAC1 und wurde mit Hilfe von Ganzzell-
ableitungen durchgefihrt. Die intrazellulére Losung war frel von Natriumionen und enthielt
hohe Konzentrationen an K*. Damit war sowohl die Kalium-induzierte Relokation des Trans-
porters als auch die Na'-induzierte Translokation quasi irreversibel und EAAC1 katalysierte
die Glutamataufnahme in die Zelle. Auf der extrazelluldren Seite wurde Na' in verschiedenen
Konzentrationen angeboten, wobei ein Teil der Natriumionen durch das nicht-bindende Ka-

tion Cholin® ersetzt wurde.

3.3.1. Na'-Konzentrationsabhangigkeit der Affinitat von EAAC1 fur Glutamat

Bel verschiedenen extrazelluldren Natriumkonzentrationen wurde Glutamat in unter-
schiedlichen Konzentrationen appliziert und der apparente Ky-Wert fir Glutamat bestimmt
(siehe Abb. 3.12A und Tabelle 3.3). Dabei ging eine Verringerung der Na'-K onzentration mit
einer Abnahme der Affinitdt von EAACL fur Glutamat einher. Die gefundene Na'-Konzen-
trationsabhangigkeit der ermittelten Ky-Werte (Abb. 3.12C) stimmt mit Modellen tberein, bel

denen Natriumbindungsreaktionen sowohl vor as auch nach der Glutamatbindung erfol gen.

Na' [mM] | 140,0 85,5 49,3 311 22,0 17,5 15,3 10,0 50
Ku[pM] |72£13[{98+04|19+1 | 30+3 | 51+4|69+8|109+9 |120+4 | 375+ 50

n 9 4 4 3 6 7 4 5 3

Tabelle 3.3:
Apparente Ky-Werte von EAACL fur Glutamat in Abhangigkeit von der extrazelluldren Na'-Konzentration
(Mittelwert + SD).
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Abb. 3.12: Na'-Konzentrationsabhangigkeit der Affinitat (Ky) fir Glutamat, der Leckleitfahigkeit und
des Maximalstroms (I ,ax) Von EAACL. Versuchsbedingungen A-D: KSCN-haltige Pipettenldsung und NaCl-
haltige Badl6sung /Na (siehe 2.2.7.), Haltespannung 0 mV. (A) Bestimmung der apparenten Ky-Werte fur Gluta-
mat bei unterschiedlichen Natriumkonzentrationen (n = 3-9). Die Normierung erfolgte auf den Maximalstrom.
Parameter: 140 mM Na" (geschlossene Quadrate) Ky 7,2 + 1,2 uM; 85,5 mM Na'(offene Kreise) Ky 9,8 +
0,4 uM; 49,3 mM Na'(geschlossene Dreiecke) Ky 18,8 = 1,3 uM; 31,1 mM Na'(offene Dreiecke) Ky 30 *
3uM; 22,0mM Na' (geschlossene Kreise) Ky 50 + 4 uM; 17,5 mM Na'(offene Quadrate) Ky, 70 + 8 uM;
10,0 mM Na" (geschlossene Raute) Ky 120 = 4 uM und 5,0 MM Na'(offene Raute) Ky 375 + 50 uM. (B)
Bestimmung des apparenten Ky-Wertes fir Na™ in Abwesenheit von Glutamat durch Inhibition der Na'-
abhangigen Leckleitfahigkeit mit TBOA in Konzentrationen von 6 pM (140 mM Na') bis 280 uM (5 mM Na’)
(Mittelwert +£ SD, n = 3). Die Normierung erfolgt auf das Signal bei 1 mM Glutamat. Die durchgehende Linie
entspricht dem Modell TNaSN& (Hillgleichung, Hillkoeffizienten = 1), wéhrend die gepunktete Linie das
Modell TNa,SNa (Hillgleichung, Hillkoeffizienten = 2) darstellt. (C) Doppeltlogarithmische Darstellung der er-
mittelten Ky-Werte fir Glutamat in Abhangigkeit von der Na'-Konzentration (siehe Tabelle 3.3). Symbolik wie
in B (Formeln siehe 6.3.). (D) Na'-Konzentrationsabhangigkeit des Maximalstroms bei sittigenden Glutamat-
konzentrationen (10facher Ky) normiert auf das Signal bei 85,6 mM Na' (Mittelwert + SD, n = 4). Die Symbolik
entspricht der in B (Formeln siehe 6.3.).
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3.3.2. Abhangigkeit des Glutamat-unabhangigen Leckstroms bei EAAC1 von

der Natriumkonzentration

EAAC1 verfugt Uber einen Glutamat-unabhangigen Leckstrom, der von Anionen ge-
tragen wird und nicht von Natriumionen (siehe 3.1.6.). Dieser Leckstrom von EAACL1 konnte
durch die Applikation des Inhibitors TBOA bestimmt werden und nahm, wie in Abb. 3.12B
dargestellt, mit Verringerung der extrazellulzren Na'-Konzentration ab. Daher konnte der Ky-
Wert fir diese Natriumbindungsreaktion(en) in der Abwesenheit von Glutamat bestimmt
werden, wobel immer séttigende Konzentrationen an TBOA eingesetzt wurden. Der apparente
Km-Wert lag (unter der Annahme, dass zwei Na™ binden) bei 20 mM (Modell TNaSNa, siehe
Diskussion 4.4.). Wenn die Leckleitfahigkeit durch die Bindung von nur einem Natriumion
induziert wirde (Modell TNaSNa), ergabe sich ein Ky,-Wert von 80 mM.

3.3.3. Na'-Konzentrationsabhangigkeit des Maximalstroms von EAAC1

Der Maximalstrom von EAAC1 bel den verschiedenen Natriumkonzentrationen wurde
durch Einsatz jeweils sdttigender Glutamatkonzentrationen erreicht. Wie jedoch in Abb.
3.12D zu sehen ist, nahm der Glutamat-induzierte Maximalstrom mit Verringerung der Na'-
Konzentration ab. Dieses Verhalten lasst sich mit der Bindung von ein oder zwei Na™ nach
der Glutamatbindung erkléaren. Fur die Affinitdt von EAAC1 ergaben sich damit apparente
Km-Werte von ca. 22 mM im Falle einer Natriumbindung und ca. 8 mM wenn zwei Natrium-
bindungsreaktionen nach der Glutamatbindung auftreten. Wenn alle Natriumionen vor Gluta-

mat binden, ware der Maximalstrom unabhangig von der Na'-Konzentration (siehe 4.4.).

3.3.4. Einfluss der extrazellularen Natriumkonzentration auf den vorstationaren

Strom von EAAC1

Ahnlich wie bei der pH-Abhéngigkeit von EAAC1 (siehe 3.2.3) wurden durch Laser-
puls-Photolyse versucht, séttigende Konzentrationen an Glutamat freizusetzt und der Einfluss
der Na'-Konzentration auf den transienten Strom zu bestimmt (siehe Abb. 3.13A). Dabei ver-
schob die Verringerung der extrazelluldren Natriumkonzentration das Verhéltnis zwischen
Spitzenstrom und stationdrem Strom zugunsten des stationaren Anteils (Abb. 3.13C) und die
Zeitkonstante fiir den Abfall des transienten Signals nahm mit niedrigen Na'-K onzentrationen
zu (Abb. 3.13B). Im Gegensatz dazu ist die Anstiegszeit Na'-unabhéngig (Abb. 3.13B oben).
Aus der Na'-Konzentrationsabhangigkeit von Ltapa konnten nach den Formeln dargestellt
in Anhang 6.3. die Geschwindigkeitskonstanten fir die Glutamattranslokation (knin) und die
Kalium-induzierte Relokation (kqicx) des Transporters abgeschétzt werden. Sie lagen im Be-
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reich von ~ 145 s fiir kyn und ~ 20 ms™ fiir ke und stimmen damit qualitativ mit den Wer-

ten aus der Glutamat-K onzentrationsabhangigkeit (siehe 3.1.3.) Gberein.
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Abb. 3.13: Einfluss der extrazellularen Natriumkonzentration auf den vor stationdren Strom von EAACL.
Versuchsbedingungen A-C: KSCN-haltige Pipettenldsung, NaCl-haltige Badldsung /Na (siehe 2.2.7.), 0 mV
Haltespannung. (A) Ganzzellableitung von zwei HEK gaaci-Zellen bei unterschiedlichen Na'-Konzentrationen
(140, 49,3, 17,5 und 10,0 mM) nach photolytischer Freisetzung von Glutamat aus aCNB-caged Glutamat. Pa-
rameter: 140 mM Na" ~ 150 uM freies Glutamat (1 mM caged Glutamat) tangieg 0,9 + 0,1 ms und tapsar 9,5 +
0,1 ms; 49,3 mM Na’ ~ 400 uM freies Glutamat (2 mM caged Glutamat) Tansieg 0,7 £ 0,1 ms und tapsan 14,4 +
0,1 ms; 17,5 mM Na’ ~ 800 uM freies Glutamat (4 mM caged Glutamat) Tansieg 0,8 £ 0,1 ms und tapran 21,1 +
0,1 ms; 10,0 mM Na’" ~ 1 mM freies Glutamat (4 mM caged Glutamat) tapsai 0,9 + 0,1 ms und Tanstieg 34,6 +
0,9 ms. Der stationdre Strom wurde normiert entsprechend der Na'-Konzentrationsabhangigkeit des Maximal-
stroms (Abb. 3.12D). Die Leckstrome wurden subtrahiert. (B) Mittelwerte (= SD, n = 3-4) der Geschwindig-
keitskonstanten 1/tangieq (Offene Kreise) und 1/tapa (geschlossenen Quadrate) aus Messungen dargestellt in A.
Die durchgezogene Linie entspricht einem Bindungsordnungsmodell, bei dem der Glutamatbindung eine Na'-
Bindung vorausgeht, wahrend es bei der gepunkteten Linie zwei vorgelagerte Natriumbindungsschritte sind
(siehe Anhang 6.3.). (C) Das Verhdtnis zwischen Spitzenstrom und stationdrem Strom (Mittelwert + SD, n = 3-
4) vergroferte sich mit zunehmender extrazellularer Natriumkonzentration von 1,4 + 0,1 bei 10,0 mM Na' zu 2,7
+ 0,5 bei 140 mM Na'. Die Anpassung der Daten erfolgte mit einer modifizierten Hillgleichung {1 = (Imac-1) -
[Glutamat]/(Ky + [Glutamat]), Hillkoeffizient = 1}.

Des weiteren lieen sich aus der Na'-K onzentrationsabhangigkeit von 1/taprar die Dis-
soziationskonstanten fur Natriumbindungsreaktionen abschétzen. Die Affinitét des Transpor-

ters fir Natriumionen, die nach Glutamat binden, lag bei einem apparenten Kp-Werten von
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~ 25 mM fir den Fall, das es zwel Natriumbindungsreaktionen sind und bei ~ 100 mM, wenn

ein Natriumion nach Glutamat bindet.

3.3.5. Einfluss der intrazellularen Natriumkonzentration auf den vorstationaren
Strom von EAAC1
In Abwesenheit von intrazelluldren Kaliumionen und statt dessen Anwesenheit von
Na" und Glutamat katalysiert EAAC1 den Austausch von intra- und extrazelluldrem Glutamat
(sog. Homoexchange). Aufgrund der Glutamat-induzierten Anionenleitfahigkeit wird dabel in
Anwesenheit von SCN™ ein stationdres Stromsignal beobachtet (siehe 1.2.4.). Daher stellte
sich die Frage, in wie weit die Abwesenheit von intrazelluléren Kaliumionen die beobachteten

Zeitkonstanten des transienten Stromsignals beeinflusst.
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Abb. 3.14: Einfluss der intrazelluldaren Na'-K onzentration auf den vor stationéren Strom von EAACL. (A)
Laserpuls-Photolyse-Experiment an einer HEKgaaci-Z€elle mit einer NaSCN-haltigen Pipettenldsung, die zu-
sétzlich 5mM Glutamat und kein K* enthielt und einer NaCl-haltigen Badldsung (140 mM Na'). Parameter:
~ 150 pM freies Glutamat (1 mM caged Glutamat) Tangiegr 0,8 = 0,1 ms und Tangiegz 7,5 = 0,0 ms. Die Halte-
spannung betrug 0 mV. Die Leckstrome wurden subtrahiert. Der anféngliche schnelle Spitzenstrom in positive
und negative Richtung ist ein Artefakt des Lichtpulses und wurde auch ohne caged Glutamat beobachtet. (B)
Experiment wie in A nach Austausch des intrazellularen SCN™ zu ClI”. Parameter: ~ 100 uM freies Glutamat
(1 mM caged Glutamat) tansieg 0,7 = 0,1 M8, Taprair 1,2 + 0,2 msund taptaiz 12,0 £ 0,5 ms.

Die photolytische Freisetzung von extrazellul&rem Glutamat in séttigender Konzentra-
tion dargestellt in Abb. 3.14A fihrte zu einem Stromsignal, dass sich nicht in den Zeitkon-
stanten aber dem Vorzeichen seiner Amplituden von dem Signal beim Glutamat-Einwarts-
transport (siehe 3.1.3. und 3.2.3.) unterschied. Findet der vollstandige Glutamat-Transportzy-
klus statt falt das transiente Stromsignal auf seinen stationaren Anteil ab, da andere, nicht-

anionenleitfahige Zustande bevdlkert werden. Im Homoexchange-Modus hingegen kann nach
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der Glutamattranslokation die Aktivierung der Anionenleitfahigkeit von der intrazelluléren
Seite erfolgen, sodass eine weitere Stromzunahme beobachtet wird.

Im Gegensatz dazu wird in Abwesenheit von Thiocyanationen nur ein transientes
Stromsignal beobachtet, das wie beim normalen Glutamat-Transportstrom (siehe 3.1.4.) biex-
ponentiell abfallt (siehe Abb. 3.14B). Die Zeitkonstanten taptai; Mit 1,2 £ 0,2 ms und tapfaiz
mit 12,0 + 0,5 ms liegen damit im dhnlichen Zeitbereich, wie die beiden Anstiegszeiten in
Anwesenheit von SCN™. Ein stationarer Strom kann aufgrund des elektroneutralen Homoex-

changes von intra- und extrazellul&rem Glutamat nicht beobachtet werden.

3.3.6. Transiente Strome bei EAAC1 nach Spannungsspringen

Bel EAAC1 gehen der Glutamatbindung ein oder zwel Natriumbindungsreaktionen
voraus. Befinden sich diese Natriumbindungsstellen im elektrischen Feld der Membran, ist
die Bindung elektrogen und durch Veranderung der Haltespannung kann das Gleichgewicht
zwischen Na'-beladenen und Na'-freien Transporter verschoben werden (Loo et al., 1993;
Wadiche et a., 1995b). Bei Spannungsspringen ergeben sich dann transiente Strome auf-
grund solcher Natriumionenbewegungen. Solche kapazitiven Stréme werden allerdings auch
durch das Umladen der Membran bei Anderungen der Haltespannung verursacht. Daher muss
der Anteil der Membrankapazitét am transienten Stromsignal ermittelt und subtrahiert wer-
den. Dies kann nicht durch Differenzbildung nach Entfernen des extrazelluldren Na" erfolgen,
dasich dabei EAAC1-unspezifische Na'-Leitfahigkeiten der Zellmembran stark andern.

In Abb. 3.15A wurden daher Spannungssprung-Experimente in der An- und Abwesen-
heit von TBOA durchgefiihrt. TBOA bindet und stabilisiert damit den Na'-bel adenen Zustand
des Transporters, was zu einer Inhibition der transienten Ladungsbewegung bel der Natrium-
bindungsreaktion fuhrt. Damit kann die Eigenkapazitédt der Zellembran bestimmt werden.
Nach Differenzbildung zeigte sich immer noch en transientes Stromsignal, was eine elektro-
gene Na'-Bindung anzeigt. Die Differenz der Messungen vor und nach der TBOA-Applika-
tion ergaben keinen Unterschied, d. h. die Leitfahigkeit der Zelle hat sich wéhrend dem Expe-
riment nicht gedndert. Die ermittelten Zeitkonstanten fir den Abfall des transienten Stroms
war spannungsunabhéangig und mit ca. 0,2 ms sehr schnell bzw. im Rahmen der Zeitaufl6sung
des Spannungsklemme-Experimentes. Die Ladungsverschiebung beim Sprung auf die neue
Haltespannung und wieder zuriick war im Rahmen der Messgenauigkeit identisch, was ein

typisches Kriterium fir kapazitive Stromeist (Abb. 3.15B).
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Abb. 3.15: Transiente Stréme bei EAAC1 nach Spannungsspriingen. Versuchsbedingungen: KCl-haltige
Pipettenl6sung, NaCl-haltige Badldsung /Na (siehe 2.2.7.). (A) TBOA-inhibierbare vorstationare Strome in der
Anwesenheit von 140 mM extrazellularem Na'. (obere Messung) Differenzmessung zwischen 100 mV Span-
nungsspriingen von Ganzzellableitungen einer HEK gaaci-Ze€lle in Ab- und Anwesenheit von TBOA (6 uM). Die
Zeitkonstante fur den Stromsignalbfall beim Sprung von 0 auf 100 mV betrug 0,15 + 0.02 ms und beim RUck-
sprung 0,17 + 0,02 ms. (untere Messung) Kontrollmessung, Differenz zwischen dem Spannungssprung vor und
nach der TBOA-Applikation. (B) Gemittelte Werte (+ SD aus drei Messungen) der verschobenen Ladung (Inte-
gration des Stromsignals Uber 2 ms) wahrend des Spannungssprungs von O mV nach 100, 50, —50 oder
—100 mV. Ein dhnliches Ergebnis wurde bei einer weiteren Zelle beobachtet.

3.4. Andere Substrate von EAAC1 und Funktion von mutanten
EAAC1

3.4.1. Serinsulfat und Phosphoserin als Substrate von EAAC1

Aus der Literatur ist bekannt, dass Glutamattransporter neben L-Glutamat auch andere
Substrate wie zum Beispiel DL-Aspartat transportieren. Daher wurden fur EAACL im Ein-
waértstransport-Modus andere Substrate getestet, die sich im pK-Wert stark von Glutamat un-
terschieden.

In Abb. 3.16A wurden vergleichende Messungen mit 1 mM Glutamat bzw. Serinsulfat
durchgefiihrt. Trotz des niedrigen pK-Wertes von L-Serin-O-sulfat (< 0), trat ein Einwérts-
strom auf. Der beobachtete Unterschied in der Signalamplitude kdnnte entweder auf nicht-
sdttigende Konzentrationen an Serinsulfat hindeuten, oder auf eine Verringerung der Trans-
portrate oder auf eine geringere Anionenleitfahigkeit. Ebenso wie bei Serinsulfat konnte auch
mit O-Phospho-L-serin ein stationares Stromsignal bei EAAC1 beobachtet werden. Phospho-
serin hat einen pK-Wert von 5,9 und kann damit in dem fur HEK-Zellen experimentell zu-
ganglichen pH-Bereich (pH 6 bis 10) titriert werden. Die Affinitét von EAACL fur Phospho-
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serin war jedoch mit einem apparenten Ky-Wert von 5,8 mM sehr gering (Abb. 3.16B), so-
dass keine weiteren Versuche zum Verhalten des Transporters gegentiber protonierten und

deprotonierten Substraten unternommen wurden.
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Abb. 3.16: Serinsulfat und Phosphoserin als Substrate von EAACL. Versuchsbedingungen A und B: KSCN-
haltige Pipettenlosung, NaCl-haltige Badlésung, Haltespannung 0 mV. (A) Ldsungswechselexperimente mit
1 mM Glutamat (linkes Bild, Balken) oder 1 mM L-Serin-O-sulfat (rechtes Bild, Balken) an einer HEKgaacs-
Zelle. Die Leckstréme wurden subtrahiert. (B) Die Bestimmung des Ky-Wertes (Mittelwert + SD, n = 4) von
EAACI1 fur O-Phospho-L-serin ergab 5,8 + 1,2 mM. Die experimentellen Daten normiert auf das Signal bei
10 mM Phosphoserin wurden mit einer Miachelis-Menten-Glel chung angepasst.

3.4.2. D-Aspartat als Substrat von EAAC1

Wie bereits ober erwdhnt, wird D-Aspartat von EAACL transportiert. Im Folgenden
wurden die Eigenschaften von D-Aspartat als Substrat von EAACL unter stationéaren Bedin-
gungen genauer bestimmt.

Dabel ergab sich bei jewells séttigenden Substratkonzentrationen (siehe Abb. 3.17A),
dass der Strom bel Aspartat um 46 + 4 % verringert war im Vergleich zu dem Strom bei Glu-
tamat. Dieses Ergebnis war unabhéngig davon, ob nur der Glutamat-Transportstrom oder
auch der Substrat-induzierte Anionenstrom (Abb. 3.17D) beobachtet wurde. Damit entspricht
das Verhdltnis zwischen Anionenleitfahigkeit und Substrattransport bei Aspartat dem bel Glu-
tamat. Im Gegensatz dazu unterscheiden sich die apparenten Ky-Werte fir Aspartat und Glu-
tamat recht deutlich, mit 1,2 uM fir Aspartat im Vergleich zu ca. 6,0 uM fur Glutamat (siehe
Abb. 3.17B).
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Abb. 3.17: D-Aspartat als Substrat von EAAC1. Versuchsbedingungen A-C: KSCN-haltige Pipettenldsung,
NaCl-haltige Badltsung, Haltespannung O mV. (A) Ganzzellableitung einer HEKgaaci-Zelle bei Applikation
von 80 UM D-Aspartat (linkes Bild, Balken) und zum Vergleich von 1 mM L-Glutamat (rechtes Bild, Balken).
Die Leckstrome wurden subtrahiert. (B) Bestimmung der Affinitdt von EAACL fir D-Aspartat (Mittelwert + SD,
n = 5). Die experimentellen Daten normiert auf das Signal bei 100 uM Aspartat wurden mit einer Michaglis-
Menten-Gleichung angepasst. Der Ky-Wert betrug 1,2 + 0,1 uM. (C) Vergleich der Maximalstrome induziert
durch L-Glutamat (1 mM) und D-Aspartat (100 uM) bei Verwendung einer KSCN-haltigen (Anionenstrom, n =
2) oder einer KCl-haltigen Pipettenldsung (Transportstrom, n = 3).

3.4.3. Funktion von mutanten EAAC1

Aus der pH-Abhéangigkeit des Glutamattransportes bei EAAC1 geht hervor, dass der
Transporter selbst protoniert wird. Im Folgenden wurde durch Punktmutationen versucht, den
Protonakzeptor von EAACI zu finden. Bei gezielter Mutagenese mit konservativem Amino-
saureaustausch entstanden die Mutanten R444K und H295K, die sich beide gut in HEK-Zél-
len exprimieren lief3en (siehe unten). In GLT-1 sind die entsprechend homologen Aminosau-
ren Arginin 479 und Histidin 326 und liegen auf Helix 8 bzw. Helix 6 (sehe Abb. 1.2
(Grunewald und Kanner, 2000)).
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Unter Einwértstransport-Bedingungen (hoch Na© extrazellulér, hoch K* intrazellular)
und symmetrischem pH von 7,4 konnte trotz Expression kein Glutamat-induziertes Strom-
signal nachgewiesen werden. Da der pK-Wert von Lysin in Wasser bel 10,8 liegt, wurde der
intrazelluldre pH-Wert auf 10,5 erhoht, um so die Deprotonierung auf der intrazelluléren Seite
zu erleichtern. Auch unter diesen Bedingungen zeigten beide Mutanten kein Signal.
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Abb. 3.18: Stationdre Messungen an den EAAC1-Mutanten R444K und H295K im Homoexchange-M o-
dus. Versuchsbedingungen A-D: NaSCN-haltige Pipettenlosung mit 5mM Glutamat (Homoexchangel 6sung
siehe 2.2.7.), NaCl-haltige Badldsung, Haltespannung 0 mV. (A) Ganzzellableitung einer R444K-exprimieren-
den HEK-Zelle bei Applikation von 1 und 4 mM Glutamat (Balken). Die Leckstrome wurden subtrahiert. (B)
Ganzzellableitung einer H295K -exprimierenden HEK-Zelle bel Applikation von 0,3 und 4 mM Glutamat (Bal-
ken). Trotz schnellen Lésungswechsels erfolgte die Aktivierung von H295K sehr langsam. Die Leckstrome wur-
den subtrahiert. (C) Die Bestimmung der Affinitat von R444K fur Glutamat (Mittelwert + SD, n = 3) ergab einen
Ku-Wert von 1,8 + 0,3 mM. Die Normierung erfolgte auf das Signal bei 4 mM. (D) Die Bestimmung der Affi-
nitdt von H326K fir Glutamat (Mittelwert + SD, n = 3) ergab einen Ky-Wert von 310 + 40 uM. Die Normierung
erfolgte auf das Signal bei 4 mM.

Mit intrazelluldrem Na* und Glutamat, wenn EAAC1 im sogenannten Homoexchange-
Modus arbeitet, konnte fir beide Mutanten in Anwesenheit von Thiocyanationen ein Gluta-

mat-induziertes Stromsignal gemessen werden (siehe Abb. 3.18A und B). Dieses Signal resul-
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tiert aus der mit EAAC1-assoziierten Anionenleitfahigkeit, die im Homoexchange-Modus
permanent aktiviert werden kann (siehe 1.2.4.). Die Bestimmung der apparenten Ky-Werte
fUr Glutamat unter diesen Bedingungen ist in Abb. 3.18C und D dargestellt. Die Affinitéten
fur Glutamat waren bei beiden Mutanten herabgesetzt, mit 1,8 mM im Fall von R444K und
310 uM im Fall von H295K. Beim Wildtyp unterscheidet sich der Ky-Wert fur Glutamat im
Homoexchange-Modus nicht wesentlich von dem im Einwértstransport-Modus (C. Grewer

unveroffentlichte Daten).
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4. Diskussion

Die im vorangegangenen Kapitel dargestellten Experimente zeigen, dass sich die Ex-
pression von EAAC1 kloniert aus Rattenretina in HEK-Zellen gut fur die elektrophysiologi-
sche Charakterisierung des Transporters eignete. HEK-Zellen besitzen keine endogenen
Glutamat-abhangigen Systeme, sodass ale beobachteten Glutamat-induzierten Prozesse auf
EAACI zuriickzuftuihren sind. Mit Ganzzellableitungen unter definierten ionalen extra- und
intrazelluldren Bedingungen und bestimmtem Haltepotenzial konnte somit der Glutamattrans-
porter von der extrazelluldren Seite charakterisiert werden. Eine hohe Uberexpression von
EAAC1 erlaubte zudem die Beschreibung des Transporters von der intrazelluldren Seite, in-
dem inside-out patches von transfizierten HEK-Zellen gezogen wurden. Die durchschnittliche
Anzahl an exprimierten Transporterproteinen pro Zelle lag bei etwa 5-10°% entsprechend ei-
nem stationdren Glutamat-Transportstrom von ~ —50 pA bei 0 mV und einer Wechselzahl von
30 s (siehe 4.2.3.). Daraus ergibt sich eine abgeschétzte Dichte von ~ 4-10° Transporter pro
um® HEK-Zellmembran, vergleichbar mit der Uberexpression von EAAT2 in Oozyten
(Wadiche et a., 1995b). Mit Hilfe der Laserpuls-Photolyse von aCNB-caged Glutamat, bei
der eine Zeitauflosung von ~ 100 ps erzielt wird (Grewer et al., 2000b; Wieboldt et al., 1994),

war es dartiber hinaus moglich, einzelne Schritte im Transportzyklus aufzul Gsen.

4.1. Charakterisierung der drei Funktionen von EAACL1

Mit Hilfe von stationéren und vorstationaren Messungen erfolgte die Analyse der drel
Funktionsweisen — Glutamattransport, Glutamat-induzierte Anionenleitfahigkeit und Gluta-
mat-unabhéngige Leckleitfahigkeit — von EAACL im Einwértstransport-Modus. Dabel wurde
zunachst von Bedingungen ausgegangen, in denen die ko- und gegentransportierten lonen
(Na', H" und K™) in hohen Konzentrationen vorlagen und nur die Glutamatkonzentration oder
die Spannung variiert wurde. Damit konnte ein vorlaufiges Transportmodell (siehe Abb. 4.1)
erstellt werden, das durch Messungen von EAACL im Auswartstransport-Modus erganzt
wurde.

Um zu verdeutlichen, welche Funktion bzw. welcher Transport-Modus von EAAC1 in
dem jeweiligen Kapitel (hauptséchlich) diskutiert wird, wurden Piktogramme eingefiigt, die
das Transportprotein in dem entsprechenden Transport-Modus darstellen. Die extrazelluldre

Seite von EAAC1 zeigt im Piktogramm nach oben.
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4.1.1. Glutamattransport
Sind Kaliumionen nur intrazellulér und Natriumionen nur ex-
trazelluldr vorhanden, lauft der Glutamat-Einwartstransport quasi ir-

reversibel ab. Unter diesen Bedingungen konnte bei Anwesenheit von

Chlorid, einem Anion fir das der Transporter nahezu impermeabel
ist, der Transportstrom von EAACL beobachtet werden. Dieser war
einwarts-gerichtet (negativ), da pro Transportzyklus zwei positive Ladungen in die Zelle ver-
schoben wurden (Levy et al., 1998; Zerangue und Kavanaugh, 1996a) und nahm mit hyperpo-
larisierendem Membranpotenzial leicht exponentiell zu (= e-fache Zunahme pro —70 mV,
siehe 3.1.2.). Darlber hinaus wurde keine Séttigung bei negativen Haltespannungen beob-
achtet und es ergab sich keine Stromumkehr, was fir die nur extrazelluldre Anwesenheit von
Na" und Glutamat (sog. zero-trans Bedingungen (L&uger, 1991)) charakteristisch ist. Diese
Ergebnisse stehen in guter Ubereinstimmung mit Messungen von Kanai und Mitarbeitern
(Kanai et al., 1994b), die humanen EAAC1 in Oozyten exprimierten.

Im Laserpuls-Photol yse-Experiment trat neben dem stationaren Stromsignal zusétzlich
ein anfanglicher transienter Strom auf, der auf einen schnellen elektrogenen Schritt zu Beginn
des Transportzyklus schlief3en 1asst (siehe 3.1.4. und 4.4.3.). Dieser Schritt ist nicht geschwin-
digkeits-bestimmend fir den Transportzyklus, da sich sonst kein transientes Signal sondern
ein kontinuierlicher Anstieg zum Plateau des stationaren Stroms ergeben miisste.

4.1.2. Trennung zwischen Anionenleitfahigkeit und Glutamattransport

Enthdlt die Versuchddsung Thiocyanat, en
Anion fur das EAAC1 hoch permeabel ist (Eliasof und
Jahr, 1996; Wadiche und Kavanaugh, 1998), wird ne-
ben dem Glutamattransport auch die Glutamat-indu-
zierte Anionenleitfahigkeit detektiert. Dabei wurde be-

obachtet, dass die Anwesenheit von Thiocyanationen die Affinitét von EAAC1 fur Glutamat
(Km-Wert ~ 6 uM) nicht beeinflusst (siehe 3.2.1.), was Beobachtungen anderer Gruppen be-
stétigt (Billups et al., 1996; Mennerick et a., 1999). Ebenso wird die Zykluszeit nicht durch
den Anionenstrom veréndert (Wadiche et a., 1995a). Mit Hilfe verschiedener Experimente
konnten die beiden Komponenten — Transportstrom und Anionenstrom — des Glutamat-indu-
zierten Stromsignal getrennt untersucht werden.

Bel symmetrischen SCN™-Konzentrationen auf beiden Seiten der Membran war die

Strom-Spannungs-K ennlinie nahezu linear und es ergab sich ein Umkehrpotenzia von +8 mV
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und nicht ein Wert von —2 mV, der flr einen reinen Anionenstrom zu erwarten ware (siehe
3.1.2.). Die Verschiebung der Stromumkehr zu positiver Spannung resultiert aus dem Gluta-
mat-Transportstrom, der beim berechneten Umkehrpotenzial von —2mV (keine treibende
Kraft fur Anionen) weiterhin zu einem negativen Stromsignal fuhrte. Dartiber hinaus deutet
der lineare Verlauf der Strom-Spannungs-Kkennlinie auf den gréf3eren Beitrag der Anionen-
leitfahigkeit zur detektierten Spannungsabhangigkeit hin.

Generieren Anionenleitfdhigkeit und Glutamattransport Strome in unterschiedliche
Richtungen (SCN™ extrazelluldr) wirde sich fir den reinen Anionenfluss permanent ein posi-
tiver Strom ergeben, der keine Stromumkehr zeigte. Dies wurde bel Haltespannungen
> -52 mV beobachtet, wahrend bei Haltespannungen < -52 mV hauptséchlich der Glutamat-
Transportstrom zum Signal beitrug (siehe 3.1.2.).

Bel einem Haltepotenzial von 0 mV wurde das Verhdltnis zwischen den Glutamat-in-
duzierten Stromen des Anionenflusses und des Glutamattransportes zu ~4 zu 1 bestimmt
(siehe 3.1.9.), was darauf hindeutet, dass die Einzelkanalleitfahigkeit sehr klein ist und sich
daher nicht durch Einzelkanalmessungen bestimmen lasst. Das Verhdtnis zwischen Anionen-
und Transportstrom ist unabhangig von der Art des Substrates, wie Versuche mit Aspartat
(siehe 3.4.2.) und Serin (Li et al., 2000) zeigten. Dies steht im Widerspruch zu Messungen
von Wadiche und Mitarbeitern (Wadiche et al., 1995a) am glialen EAATL, die eine gestei-
gerte Anionenleitfahigkeit bei Aspartat im Vergleich zu Glutamat beobachteten (siehe 4.5.).

Wie oben bereits beschrieben, trat bei der Untersuchung des reinen Glutamat-Trans-
portstromes im Photolyse-Experiment ein transientes Stromsignal auf, welches sich durch
einen schnellen Anstieg und biexponentiellen Abfall auszeichnete. Bei Anwesenheit von
intrazelluldrem SCN™, wenn zusétzlich zum Glutamattransport die Anionenleitfahigkeit
detektiert wurde, zeigte sich eine langsamere Kinetik und ein monophasischer Abfall fir das
transiente Stromsignal. Im Vergleich dazu wurde mit extrazellul&ren Thiocyanationen ein
kontinuierlich ansteigender Auswaértsstrom beobachtet, dem ein kleines transientes negatives
Stromsignal voraus ging (siehe 3.1.4.). Dieser anfangliche transiente Strom wurde aufgrund
der schnelleren Kinetik dem Einsetzen des Glutamattransportes zugeordnet (Einwartsstrom),
wéahrend der langsam-aktivierende Auswaértsstrom die Anionenleitfahigkeit, d. h. den Ein-
strom von SCN™ in die Zelle widerspiegelte (Grewer et a., 2000b). Die schnellere Aktivie-
rung des Glutamat-Transportstromes wurde auch von Bergles und Jahr (Bergles und Jahr,
1997) vorgeschlagen und von Otis und Kavanaugh ebenso nachgewiesen (Otis und
Kavanaugh, 2000).
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Diese Beobachtungen zeigen somit, dass 1) Thiocyanat die Funktion von EAAC1 als
Glutamattransporter nicht beeinflusst, 2) Anionen- und Glutamat-Transportstrom Kinetisch
aber nicht thermodynamisch miteinander gekoppelt sind und 3) der Glutamat-Transportstrom
bzw. die Glutamat-induzierte Ladungsverschiebung schneller aktiviert als der Anionenstrom
(siehe4.4.3)).

4.1.3. Glutamat-unabhangige Leckleitfahigkeit
Wie bei den gliden Glutamattransportern EAAT1 und EAAT2
(Lebrun et al., 1997) konnte der Glutamat-Einwértstransport bei EAAC1

v

durch den kompetitiven Inhibitor DL-threo-p-Benzyloxyaspartat (TBOA)

geblockt werden (Ki = 5 uM bei 25 uM Glutamat, siehe 3.1.6.), in Einklang mit Messungen
von Shimamoto und Mitarbeitern (Shimamoto et al., 2000). In Abwesenheit von Glutamat
und in Anwesenheit von intrazellulérem Thiocyanat |6ste TBOA zusétzlich einen Auswarts-
strom (K; = 0,6 uM) aus, der auf einer Inhibition der Leckleitfahigkeit beruhte. Dieser Gluta-
mat-unabhéngige Leckstrom wird von Anionen getragen, da bel symmetrischen Konzentra-
tionen von SCN™ sich beim Umkehrpotenzial kein TBOA-induzierter Strom ergab, wahrend
ansonsten die Strom-Spannungs-Kennlinie linear verlief (siehe 3.1.6.). Wurde die Leckleit-
fahigkeit durch einen Na'-Fluss verursacht (Kanai et a., 1995; Schwartz und Tachibana,
1990), durfte sich aufgrund der asymmetrischen Na'-Verteilung keine Stromumkehr ergeben.
Fur EAAT2 wurde von Otis und Jahr bereits eine Glutamat-unabhéngige Leckleitfahigkeit fur
Anionen vorgeschlagen (Otis und Jahr, 1998), allerdings fehlte der explizite Nachweis fur
einen Anionen- statt einem Na'-Fluss. Da keine Leckleitfahigkeit bei der Abwesenheit von
Na’ beobachtet wurde (Schwartz und Tachibana, 1990), wird vermutet, dass der Glutamat-
unabhangige Anionenstrom von der extrazellul&ren Natriumkonzentration abhangt (siehe
4.4.1).

4.1.4. Transportmodell fur EAAC1

Aufgrund der oben beschriebenen Ergebnisse lasst sich, analog zu friher vorgeschla-
genen Modellen (Otis und Jahr, 1998; Wadiche und Kavanaugh, 1998), ein vereinfachtes
Transportmodell fir EAACL aufstellen (siehe Abb. 4.1). Dabel wurden aus Grinden der
Ubersichtlichkeit die kotransportierten Kationen zunachst vernachlassigt. In Abb. 4.1 ist der
Transportzyklus von EAACL beschrieben als die Bindung des Substrates S auf der extrazellu-
léren Seite an den unbeladenen Transporter T unter Bildung von TS. Nach Translokation tber

die Membran mit der Geschwindigkeitskonstanten kni, (T*S), gibt der Transporter das Sub-
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strat intrazelluldr ab und der unbeladene Transporter T* pendelt mit der Geschwindigkeits-

konstanten kg wieder zur extrazelluldren Seite (T). Zusétzlich verflgt der unbeladene
Transporter (ber eine Glutamat-unabhéngige Leckleitfahigkeit, die als T bezeichnet wurde.
Die Glutamat-induzierte Anionenleitfahigkeit TS, die im Vergleich zum Glutamattransport

verzogert einsetzt, wurde zunéchst in Analogie zu Liganden-gesteuerten lonenkandlen als

diskreter Zustand angenommen.

— k' K k -
T <—_.k,” T+S ——= TS ———TS
np np
kruok | khin
K*,

T*+S &—«——S T*S

Abb. 4.1: Modell zum Glutamattransport und zur Anionenleitfahigkeit bei EAACL. Der Transportzyklus
von EAACL kann beschrieben werden als die Bindung des Substrates S an den unbeladenen Transporter T auf
der extrazelluléren Seite der Membran unter Bildung von TS. Die entsprechenden Zusténde mit der Bindungs-
stelle zur intrazelluléren Seite zugewandt sind mit dem Index * versehen. Die Geschwindigkeitskonstanten fir
die Substrattransokation und die Relokation des unbeladenen Transporters wurde als ki, und kg bezeichnet.
Zustzlich zum Transportzyklus verfiigt EAACL (iber eine Glutamat-unabhéngige Leckleitfahigkeit (T ) und
eine Glutamat-induzierte Anionenleitfahigkeit (T_S). Die entsprechenden Geschwindigkeitskonstanten wurden
askp, Ky bzw. k, und ki, bezeichnet.

4.1.5. Glutamat-Auswartstransport von EAACL1
EAACL ist reversibel. Dreht man den Na'- und K*-Konzentra-
tionsgradienten Uber die Membran um, fihrte die intrazellulére Appli-

kation von Glutamat zum Glutamat-Auswartstransport, wobei die Affi-

nitét fur Glutamat auf der intrazelluldren Seite ~ 45fach geringer war

als auf der extrazelluléren Seite (siehe 3.1.7.). Der Glutamat-Auswartstransport war ebenso
mit einer Ladungsverschiebung tber die Membran assoziiert, zeigte jedoch im Vergleich zum
Einwértstransport eine schwachere Spannungsabhangigkeit (siehe 3.1.7.), was in Einklang zu
Arbeiten anderer Gruppen steht (Noda et al., 1999; Szatkowski et al., 1990). Die Bestimmung
der Strom-Spannungs-Kennlinienen im Einwérts- und Auswartstransport-Modus wurde mit

SCN™ durchgefihrt, welches das Glutamat-induzierte Stromsignal verstérkte. Allerdings lag
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das Verhdltnis zwischen Glutamattransport und Anionenleitfahigkeit beim Glutamat-Aus-
wartstransport bei ~ 1 zu 1,5 und nicht bel 1 zu 4 wie beim Glutamat-Einwartstransport (siehe
3.1.9.). Daher konnte die geringere Spannungsabhangigkeit auch auf den geringeren Anteil
der Anionenleitfahigkeit beim Glutamat-induziertem Auswaértsstrom zurtickgefihrt werden,
da der Transportstrom eine schwéachere Spannungsabhangigkeit zeigt als der Anionenstrom.
Fur das oben beschriebene Modell ergibt sich somit, dass nach der Bindung von Glutamat auf

der intrazelluldren Seite auch ein anionenleitféhiger Zustand TS gebildet werden kann, der

jedoch in geringerem Ausmal3 besetzt wird a's der entsprechende Zustand fur die extrazellu-

|&re Seite (TS). Ob ein direkter Ubergang zwischen TS und T'S stattfindet, 14sst sich aus
den durchgefihrten Experimenten nicht bestimmen.

Wie bei EAACL im Einwartstransport-Modus wurde am inside-out patch im Photo-
lyse-Experiment ein transientes Stromsignal beobachtet. Der transiente Anteil zeigte jedoch
trotz SCN™-Anwesenheit eine schnellere Kinetik als bei EAAC1 im Einwértstransport-Modus
(siehe 3.1.8.) und war in seinem zeitlichen Signalverlauf eher mit dem Glutamat-Transport-
strom von EAAC1 im Einwartstransport-Modus zu vergleichen. Dies ist konsistent mit dem
geringeren Beitrag der Anionenleitfdhigkeit beim Glutamat-induzierten Stromsignal von
EAAC1 im Auswartstransport-Modus.

Diese Ergebnisse zeigen, dass EAACL prinzipiell reversibel, seine Funktionen bzw.
Eigenschaften jedoch asymmetrisch sind. Dies hat z. B. im Fall der geringen Affinitét von
EAACI fur Glutamat auf der intrazellul&ren Seite den Vorteil, dass der Auswartstransport

von Glutamat unter physiologischen Bedingungen stark inhibiert ist.

4.2. Einzelne Schritte im Transportzyklus und ihre Elektrogenitat

Der transiente Strom von EAAC1, der nach ~ 50 ms in einen stationéren Strom Uber-
ging, lie3 sich in Anwesenheit von Thiocyanationen mit zwei Exponentialfunktionen (tansieg
und taprai) anpassen und wurde durch verschiedene Parameter beeinflusst. Wahrend eine Er-
niedrigung der extrazellul&ren Natrium- und Glutamatkonzentration sowie eine Erhéhung der
Haltespannung zu einem Verschwinden des transienten Stromsignals fuhrten (siehe 3.3.4.,
3.1.3. und 3.1.5.) konnten beide Phasen des transienten Stromsignals in Abwesenheit von in-
trazellularem K™ bei EAAC1 im Homoexchange-Modus nachgewiesen werden (siehe 3.3.5.).
Aufgrund dieser unterschiedlichen Effekte auf die beobachteten Zeitkonstanten wurden tansieg

und tapra bestimmten K*-unabhangigen Schritten im Transportzyklus zugeordnet.
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4.2.1. Glutamatbindung und Ubergang zum anionenleitfahigen Zustand TS

Die schnelle Anstiegszeit des transienten Stroms in Anwe-
senheit von SCN™ mit = 1,0 ms war nur gering spannungsabhangig
(siehe 3.1.5.) und konnte bet EAAC1 im Glutamattransport-Modus
wie auch im Homoexchange-Modus in Abwesenheit von intrazellu-

larem K* nachgewiesen werden (siehe 3.3.5.). Daraus ergibt sich,

dass die beobachtete Reaktion K*-unabhéngig sein muss. Im Gegen-

satz dazu zeigte die Anstiegszeit eine hyperbolische Abhangigkeit von der Glutamatkonzen-
tration (siehe 3.1.3.). Wiirde tansieg allein mit der Bindung von Glutamat an den Transporter
assoziiert sein, musste sich eine lineare Abhangigkeit von der Glutamatkonzentration ergeben,
da die Geschwindigkeitskonstante der Glutamatbindung direkt proportional zur Glutamat-
konzentration ist. Dies wurde jedoch nicht beobachtet, sodass tansieg durch mehr als eine
Reaktion bestimmt werden muss. In dem oben angefiihrten Modell Abb. 4.1 schlief3t sich
nach der Glutamatbindung entweder der Ubergang zum anionenleitfahigen Zustand TS oder
die Glutamattranslokation an. Die letztere Reaktion ist mit der Verschiebung von positiver
Ladungen in der Zelle verbunden. Daher misste tansieg el Negativen Haltespannungen
geringer sein, und nicht, wiein 3.1.5. fur die reziproke Anstiegszeit dargestellt, bei positiven

Potenzialen leicht zunehmen. Aus diesem Grund wird angenommen, dass Tansieg di€

Glutamathindung sowie die Bildung des anionenleitfahigen Zustands TS widerspiegelt. Mit
dieser Annahme lé&sst sich aus der beobachteten Glutamat-Konzentrationsabhéngigkeit die
Reaktionskonstante fir die Bindung von Glutamat an den Transporter berechnen (siehe
Anhang 6.1. [6B] und 3.1.3.). Sielag bei 2:10’ M~*s™* und entsprach damit den Geschwindig-
keitskonstanten ionotroper Glutamatrezeptoren (Clements et al., 1992), die jedoch eine andere
Struktur der Glutamat-Bindungsstelle aufweisen als die Glutamattransporter. Fir die Disso-

Ziation wurde eine Geschwindigkeitskonstante von 1200 s * abgeschétzt.

4.2.2. Glutamattranslokation

Die Zeitkonstante fur den langsamen Abfall des transienten Stromsignals bei EAAC1
im Glutamattransport-Modus in Anwesenheit von intrazellularem SCN™ und einer Haltespan-
nung von 0 mV lag bei ~ 8,0 ms und zeigte neben einer Na'-K onzentrationsabhangigkeit eine
starke Spannungsabhangigkeit (siehe 3.3.4. und 3.1.5.). Diese durchlief im gesamten unter-
suchten Spannungsbereich von —90 bis +60 mV weder Minimum oder Maximum noch ergab

sich eine Séttigung. Unter K*-freien Bedingung bei EAAC1 im Homoexchange-Modus trat in
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Anwesenheit von Thiocyanationen nach schnellem Anstieg des Stromsignals eine Zeitkon-
stante im gleichen Zeitbereich wie tapa jedoch mit negativer Amplitude auf (siehe 3.3.5.).
Ebenso wurde fir den reinen Glutamat-Transportstrom unter Homoexchange-Bedingungen
als auch unter Transportbedingungen eine langsame Phase mit dhnlicher Zeitkonstante im
biexponentiellen Abfall des transienten Stroms beobachtet (siehe 3.3.5.). Der gleiche Zeitbe-
reich der detektierten Zeitkonstanten spricht daftr, dass jeweils die gleichen Zyklusschritte
beobachtet werden, die damit eindeutig unabhangig von der intrazelluldren Kaliumkonzentra-
tion sind.

Aufgrund der Spannungsabhangigkeit von tapsa Wurden drei mogliche Reaktionen in
Betracht gezogen: 1) Eine spannungsabhéngige extrazelluldre Na'-Bindungsreaktion miisste
bei niedrigen Haltepotenzialen eine Séttigung der Geschwindigkeitskonstanten zeigen. Dies
wurde jedoch nicht beobachtet (siehe 3.1.5.). 2) Eine schnelle spannungsabhangige intrazellu-
|are Na'-Dissoziation wiirde mit einer Spannungsunabhangigkeit von tapra €inhergehen. Dies
steht ebenso im Widerspruch zum experimentellen Befund (siehe 3.1.5). Ausserdem durfte
bei einer intrazelluléren Dissoziation die langsame Zeitkonstante nicht unter Homoexchange-
Bedingungen bei hohen intrazelluldaren Natriumkonzentrationen auftreten. Als dritte Moglich-
keit 3) wird daher vorgeschlagen, dass der Abfall des transienten Stromsignals durch die
spannungsabhiangige Na'-getriebene Glutamattransl okation bestimmt ist. Bei Messungen von
EAAC1 im Glutamat-Einwartstransport-Modus mit SCN™ fallt das transiente Stromsignal auf
einen stationdren Wert ab, da mit der Glutamattranslokation weitere nicht-anionenleitfahige
Zustande bevdlkert werden (siehe 3.1.3. und Abb. 4.1). Im Gegensatz dazu ist bei EAACL im
Homoexchange-Modus nach der Glutamattranslokation die Aktivierung der Glutamat-
induzierten Anionenleitfahigkeit von der intrazellularen Seite moglich (siehe 4.1.5.), sodass
das Stromsignal weiter zunimmt (siehe 3.3.5.).

Bel Abwesenheit von Thiocyanationen (Messung des Transportstroms) wurde ebenso
diese langsame Zeitkonstante beim Abfall des transienten Stroms auf das stationdre Strom-
signal nachgewiesen (siehe 3.1.4. und 3.3.5.). Die Zuordnung dieser Zeitkonstanten zur
Glutamattranslokation hat zur Konsequenz, dass diese Reaktion nicht den geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt fur den Transportzyklus darstellen kann, da sich sonst unter reinen
Transportbedingungen kein transienter Strom ergeben wirde. Dieses Ergebnis steht im Ge-
gensatz zu stationdren Messungen von Kana und Mitarbeitern, die als geschwindigkeits-be-
stimmenden Schritt die Glutamattranslokation vorschlugen (Kanai et al., 1995).

Fur dasin Abb. 4.1 dargestellte Modell wurde bei der Berechnung angenommen, dass

die Glutamatbindung (siehe 4.2.1.) und die Ubergénge in die anionenleitfahigen Zustande T
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und TS im schnellen Vorgleichgewicht sind (siehe Anhang 6.1. [6A]). Damit konnten aus der
Glutamatabhéngigkeit von 1/tapa die Geschwindigkeitskonstanten der Translokation und
Relokation des Transporters von 300 s fiir kyi, und 30 s fiir ks bei O mV Haltepotenzial
abgeschétzt werden (siehe 3.1.3.), wobel ki, um das e-fache pro ~—-80 mV zunahm (siehe
3.1.5.). Die Annahme des schnellen Vorgleichgewichtes fir die Bindung und die Dissoziation
von Glutamat an EAACL ist bel den oben abgeschétzten Geschwindigkeitskonstanten (siehe
4.2.1.) ab Konzentrationen von 10-15 uM méglich.

4.2.3. Geschwindigkeits-bestimmender Schritt im Transportzyklus
Da bel sittigenden Glutamatkonzentrationen Glutamatbindung
und Glutamattranslokation nicht geschwindigkeits-bestimmenden sind,

stellt sich die Frage, welcher Schritt im Transportzyklus die Zyklus-

dauer bestimmt und damit hauptséchlich fur die Eigenschaften des
Transporters unter stationéren Bedingungen verantwortlich ist.

Die Strom-Spannungs-Kennlinie des Glutamat-Transportstroms (siehe 3.1.2.) wurde
unter stationdren Bedingungen aufgezeichnet. Da sich hier eine Zunahme des Stromsignals
bei niedrigen Haltespannungen zeigte, muss der geschwindigkeits-bestimmende Schritt im
Transportzyklus entweder mit der Verschiebung von positiver Ladung nach innen oder nega-
tiver Ladung nach aussen gekoppelt sein. Dies kdnnte eine spannungsabhéngige Na'-Disso-
Ziation sein, die jedoch bei anderen Transportern meist schnell ablauft (siehe Na'/Ca®*-Aus-
tauscher (Lauger, 1987)). Daher sind eine spannungsabhangige Konformationsanderung bzw.
die Kalium-induzierte Relokation als langsamer Schritt im Transportzyklus wahrscheinlicher.
Im letzteren Falle misste der unbeladene Transporter Uber eine Eigenladung von < -1 verfu-
gen, sodass bel der Relokation netto negative Ladung aus der Zelle verschoben wird.

Die Affinitét des Transporters fir Glutamat unter stationaren Bedingungen ist bel der
Annahme eines schnellen Vorgleichgewichtes (fir die Bindung von Glutamat und die Uber-
gange in die anionenleitfahigen Zustande) bestimmt durch die Geschwindigkeitskonstanten
fur die Glutamattranslokation (kn,) und die Kalium-induzierte Relokation (k) des Trans-
porters von der intra- zur extrazelluldren Seite (siehe Anhang 6.1. [SA]). Wéren beide Schritte
elektrogen und zeigten eine gleich grof3e entgegengesetzte Polaritét, wirde sich fur den Ky-
Wert unter stationaren Bedingungen keine Spannungsabhangigkeit ergeben. Dies stimmt mit
den experimentellen Beobachtungen tberein (siehe 3.1.1.) und deutet damit darauf hin, dass
die Kalium-induzierte Relokation des Transporters elektrogen und geschwindigkeits-bestim-
mend fUr den gesamten Transportzyklus ist. Aus der Spannungsunabhangigkeit der Affinitét
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von EAACI fur Glutamat kann daher nicht auf eine spannungsunabhangige Glutamatbin-
dungsreaktion geschlossen werden (siehe 4.4.4.). Fir die entsprechende Geschwindigkeits-
konstante ks wurde bei einer Haltespannung von O mV ein Wert von ~ 30 s * abgeschatzt,
wobel alle—70 mV die Rate um das e-fache zunahm.

Transportiert EAAC1 Aspartat anstelle von Glutamat, wurde ein um ca. 40-50 % ver-
ringerter stationdrer Maximalstrom gemessen (siehe 3.4.2.), was bei gleicher Ladung der Sub-
strate nur durch eine Verringerung der Wechsel zahl erklért werden kann. In Anwesenheit von
Glutamat ist die Kalium-induzierte Relokation des Transporters der geschwindigkeits-be-
stimmende Schritt (siehe oben). Die entsprechende Zeitkonstante sollte sich aber in Anwesen-
heit von Aspartat nicht &ndern. Daher ist vermutlich die Aspartattranslokation sehr viel lang-
samer as die Glutamattranslokation und fuhrt zu der beobachteten Zunahme der Zykluszeit,
die sich aus der Summe von Ukyin, und Uk ergibt. Ist die Substratbindung an den Trans-
porter geschwindigkeits-bestimmend fur den Transportzyklus, lasst sich damit auch der Un-
terschied der apparenten Ky-Werte unter stationaren Bedingungen fur Aspartat mit ~ 1,2 uM
im Vergleich zu Glutamat mit ~ 6 UM erklaren.

In Abb. 4.2 ist mit Hilfe der ermittelten Parameter fir das entwickelte Transportmodell
aus Abb. 4.1 die Spannungsabhangigkeit der stationare und vorstationédre Strome von EAAC1
als Simulation dargestellt. Sie stimmen gut mit den gemessen Daten Uberein, was fur dieses

einfache Transportmodell spricht.
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Abb. 4.2: Simulationen zur Spannungsabhangigkeit von EAAC1. (A) Simulation des stationdren Glutamat-
Transportstroms und des Glutamat-induzierten Anionenstroms der Experimente in 3.1.2. entsprechend den Glei-
chungen Anhang 6.1. [4], [7A, B] und [10A, B]. Parameter: Kp = 50 uM, k3, =300s™, k%, =40s™, @, =20,
®,=05v=4fS,z=-2und d = 0,8. (B) Simulation der vorstationdren Messungen aus 3.1.5. mit numerischer
Integration der Differentialgleichungen, die das Reaktionsschemain Abb. 4.1 beschreiben. Parameter: wie in A
und ky=210'M's ™, k 4=1000s ", k, = 1400 s und k,, = 700 s
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4.2.4. Physiologische Situation an der Synapse

Dasin Abb. 4.1 dargestellte Modell war Grundlage fir die Berechnung verschiedener
Parameter im Transportzyklus von EAACL in Hinblick auf die Expression dieses Glutamat-
transporters in der Membran der postsynaptischen Nervenzelle. Zu Beginn des synaptischen
Ubertragungsprozesses liegt das Membranpotenzial der postsynaptischen Nervenzelle bei
seinem physiologischen Ruhepotenzial von ~ —80 mV. Die Wechselzahl liegt in diesem Fall
fir EAAC1 bei ~ 100 s, wahrend zum Beispiel der gliale Glutamattransporter EAAT2 nur
eine Wechselzahl von 15 s aufweist (Wadiche et al., 1995b). Wie bereits in Kapitel 1.4. er-
wahnt, ist diese Wechselzahl nicht ausreichend fir eine schnelle Entfernung des Glutamats
aus dem synaptischen Spalt beim Ubertragungsprozess. Daher wurde angenommen, dass die
anfangliche hohe Glutamatkonzentration allein durch die Bindung an eine grofRe Zahl von
Transportern in der postsynaptischen Membran verringert wird (Diamond und Jahr, 1997,
Weadiche et al., 1995b).

Mit Hilfe der hier durchgefihrten vorstationdren Messungen, konnte die "intrinsische"
Affinitdt von EAACL fur Glutamat abgeschétzt werden. Sie lag 1/4tel niedriger as bei statio-
naren Messungen, bel denen der gesamte Transportzyklus in die Messung mit eingeht (siehe
Anhang 6.1. [5A]). Fir die Glutamatbindung ergab sich dabel eine Dissoziationskonstante
von Kp ~ 50 uM, wobel die Gleichgewichtseinstellung der Glutamatbindung bel physiolo-
gischen Glutamatkonzentrationen (3mM wahrend synaptischer Aktivitdt) in weniger as
200 s ablauft. Damit kann wahrend dem Zeitraum des gesamten synaptischen Ubertragungs-
prozesses von > 1 ms eine Dissoziation des Glutamats vom Transporter erfolgen und so zu
einer weiteren Stimulation der postsynaptischen Membran fihren. Erst die Translokation von
Glutamat in die postsynaptische Zelle ermdglicht also die Beendigung der glutamatergen Er-
regung der Postsynapse.

Der Glutamatbindung schlieft sich die elektrogene Translokation von Glutamat tber
die Membran an mit einer Geschwindigkeitskonstanten ki, von ~ 800 s bei einer Haltespan-
nung von —80 mV. Wahrend der synaptischen Aktivitét ist die postsynaptische Membran je-
doch depolarisiert, was zu einer Verringerung der Translokationsrate fuhrt. Entsprechend dem
oben entwickelten Modell, in dem EAAC1 Uber eine Eigenladung von < -1 verflgt, geht
nicht nur die Glutamattranslokation sondern auch die Kalium-induzierte Relokation des
Transporters mit einer Ladungsverschiebung Gber die Membran einher. Dies hat den Vortell,
dass die zu verschiebenden zwel positiven Nettoladungen pro Transportzyklus auf zwel Reak-
tionsschritte verteilt sind und so eine starke Inhibierung der Glutamattranslokation unter de-

polarisierten Bedingungen verhindert werden kann.
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4.3. Protonentransport bei EAAC1

Fur den glialen Glutamattransport in der Retina wurde gefunden, dass bel konstanter
Glutamatkonzentration der induzierte Strom bel einem pH von = 7,0 ein Maximum aufweist
(Billups und Attwell, 1996). Im Gegensatz dazu, zeigte der neuronale Glutamattransporter
EAACI1 bei niedrigen pH-Werten in Anwesenheit von SCN™ keine Abnahme sondern eine
leichte Zunahme im Glutamat-induzierten Strom, wahrend bei hohen pH-Werten ebenso eine
Verringerung der Stromantwort beobachtet wurde (siehe 3.2.2.). Aufgrund dieser ungeklarten
pH-Abhéangigkeit wurde der Protonentransport von EAACL genauer untersucht. Dafr wur-

den zuné&chst verschiedene Modelle in Betracht gezogen.

4.3.1. Modelle zur Bindungsreihenfolge von Glutamat und Proton

6 verschiedene Modelle sind fur die Bindung von Proton und Glutamat an EAAC1
moglich: 1) Die Protonenbindung erfolgt schnell vor der Glutamatbindung (THS), 2) die
Protonenbindung erfolgt langsam vor der Glutamatbindung (THS langs. Bdg.), 3) die Pro-
tonenbindung erfolgt nach der Glutamatbindung (TSH), 4) das Proton bindet zuerst an Gluta-
mat und anschlief3end an den Transporter (SHT), 5) Proton und Glutamat binden gleichzeitig
an den Transporter (SHT-sim.) und 6) die Protonenbindung findet entweder vor oder nach der
Glutamatbindung statt (THS/ TSH). Die entsprechenden Gleichungen fir die Konstanten Ky-
Wert fur Glutamat, Glutamat-induzierter Maximalstrom (Ima) und Geschwindigkeitskon-
stante L/tapa) fUr das transiente Stromsignal sind im Anhang Kapitel 6.2. aufgelistet und gra-
phisch in Abb. 4.3 dargestellt.

Bel Einsatz séttigender Glutamatkonzentrationen wurde fur den
Transportstrom keine pH-Abhéngigkeit gefunden (siehe 3.2.2.). Dies

bedeutet, dass die Modelle bel denen die Protonenbindung langsam

oder ungeordnet oder nach der Glutamatbindung erfolgt (THS langs.
Bdg., THS/ TSH, TSH) ausgeschlossen werden kénnen. Wird das pro-
tonierte Glutamat vom Transporter gebunden oder Proton und Glutamat binden gleichzeitig
(SHT und SHT-sim.), ergibt sich fir log(Ky) eine lineare Abhangigkeit von der Protonen-
konzentration. Diese wurde, wie in Punkt 3.2.1. dargestellt, nicht nachgewiesen, sodass nur
das Modell THS, bel dem das Proton schnell und vor dem Glutamat gebunden wird, mit den

experimentellen Daten von EAACL1 Ubereinstimmt.
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Abb. 4.3: Simulation zur pH-Abhéngigkeit von EAACL fir die verschiedenen M odelle. (A) Simulation zur
pH-Abhéangigkeit von Ky,. Parameter fiir die Modelle THS, THS langs. Bdg., THS/ TSH, TSH: K® = 40 pM, K"
=1-10® M; firr das Modell SHT und SHT-sim: K>K" = 4.10° M bzw. K™ = 1.10°® M2. (B) Simulation zur pH-
Abhangigkeit von | . Parameter: K" = 1.10® M. Gleichungen siehe Anhang 6.2 dargestellt. Abgesehen von
dem Modell THSlangs. Bdg., bei dem von einer langsamen Protonenbindungsreaktion ausgegangen wird, wurde
fUr die anderen Modelle angenommen, dass die Bindungen von Proton und Glutamat an EAAC1 im schnellen
Vorgleichgewicht sind und der Strom durch die nachfolgende Glutamattransl okation bestimmt ist.

Im Modell THS ist es moglich, eine niedrige Protonenkonzentration durch eine hohe
Glutamatkonzentration auszugleichen, da durch die nachfolgende Glutamatbindung die proto-
nierte Form des Transporters stabilisiert wird. Daraus ergibt sich die beobachtete pH-Unab-
hangigkeit des Transportstroms bei sdttigenden Glutamatkonzentrationen (siehe 3.2.2.). Die-
ses Ergebnis wurde Gberprift durch vorstationdre Messungen an EAACL.

4.3.2. Protonenbindung an EAAC1

Mit Hilfe der Laserpuls-Photolyse wurde die vorstationére Kinetik von EAAC1 zwi-
schen pH 6,0 und 9,0 untersucht. Die Freisetzung séttigender Glutamatkonzentrationen fihrte
dabel im untersuchten pH-Bereich weder bel der Anstiegszeit noch bei der Geschwindigkeits-
konstanten fur den Abfall des transienten Stromsignals zu einer Anderung (siehe 3.2.3.). Die
pH-Unabhangigkeit von Ltapar (bzw. der Geschwindigkeit der Glutamattranslokation, siehe
4.2.2.), kann nur damit erklart werden, dass der Besetzungsgrad der Transporter im Proton-
und Glutamat-gebundenen Zustand (THS) bei den verschiedenen pH-Werten gleich war. Die-
se Beobachtung beruht wie oben bei den stationdren Messungen auf der Tatsache, dass eine
niedrige Protonenkonzentration durch eine entsprechend hohe Glutamatkonzentration ausge-
glichen werden kann. Dartiber hinaus zeigt die pH-Unabhangigkeit von L/tansieg (bzw. der

Geschwindigkeit fir die Glutamatbindung und den Ubergang zum anionenleitfahigen Zu-
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stand, siehe 4.2.1.), dass sogar bel Protonenkonzentrationen von 1 nM die Protonenbindung
schnell erfolgte und nicht geschwindigkeits-bestimmend war. Damit muss die Geschwindig-
keit fr den Protonenaustausch zwischen EAACL und der Losung oder dem Puffer relativ
hoch sein, wobei eine Geschwindigkeitskonstante (pseudo-erster Ordnung) von 1000s™ ab-
geschétzt wurde. In wassriger Ldsung betragt die Geschwindigkeitskonstante fur einen Pro-
tonenaustausch 10” bis 10" M™s™ (Eigen und Hammes, 1963), sodass der beobachtete Wert
bei pH 9,0 durchaus realistisch ist.

Nachdem fir die Protonenbindung bei einer Haltespannung von 0 mV nachgewiesen
wurde, dass sie sehr schnell ablauft, wurde die Spannungsabhangigkeit des Glutamat-indu-
zierten Stroms bei unterschiedlichen pH-Werten untersucht. Im pH-Bereich zwischen 6,0 und
9,0 wurde bel séttigender Glutamatkonzentration keine Veradnderung nachgewiesen (siehe
3.2.4.). Damit ergibt sich fur die Protonenbindung, dass sie bel keiner Spannung geschwin-

digkeits-bestimmend fir den Transportzyklus wurde.

4.3.3. Protonen-Bindungsstelle bei EAACL1

Die Bestimmung der Affinitdt von EAACI fur Glutamat fuhrte wie oben erwéhnt zu
dem Ausschluss der Modelle SHT und SHT-sim., die eine lineare Abhangigkeit von log(Kw)
und der Protonenkonzentration vorhersagen. Fir EAACL im Einwartstransport-Modus wurde
hingegen beobachtet, dass die Ky-Werte bei Protonenkonzentrationen unter 10 nM drastisch
anstiegen, wahrend im pH-Bereich zwischen 6,0 und 8,0 die Affinitat fur Glutamat nahezu
pH-unabhéngig war (siehe 3.2.1.). Aus der Anpassung der Ky-Werte an das Modell THS
konnte damit ein apparenter pK-Wert des Protonakzeptors in EAACL auf der extrazelluléren
Seite von ~ 8,0 abgeschétzt werden. Zhang und Mitarbeiter schlugen vor, dass Histidin 326
im Transmembransegment (siehe 1.3.1.), das auch in EAAC1 konserviert ist (His295, siehe
4.3.8.), den Protonakzeptor in GLT-1 darstellt (Zhang et a., 1994). Da jedoch der ermittelte
pK 8,0 nur einem apparentem Wert entspricht, kommen auch andere Aminosaurereste als Ak-
zeptor in Frage. Der apparente pK ist, neben der Dissoziationskonstante fir das Proton, be-
stimmt von andere Geschwindigkeits- und Gleichgewichtskonstanten fiir die kotransportierten
lonen und zudem beeinflusst von lokalen pH-Unterschieden, die sich aufgrund der Oberfl&
chenladung ergeben. Aus diesem Grund kann die Frage nach der H'-Bindungsstelle in
EAAC1 mit diesem Experiment nicht endgultig beantwortet werden.

Bel EAACL im Auswartstransport-Modus wurde bereits im pH-Bereich zwischen 6,0
und 8,0 ein starker Anstieg im Ky-Wert beobachtet. Die Affinitét fur Glutamat auf der intra-

zelluldren Seite bei physiologischem pH 7,4 war etwa ~ 45fach erniedrigt im Vergleich zur
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extrazelluldren Seite (siehe 4.1.5.), konnte jedoch durch Erhdhung der Protonenkonzentration
gesteigert werden. Da die entsprechenden Maximalstrome bei séttigender Glutamatkonzentra-
tion auch im Auswartstransport-Modus unabhangig vom pH waren, kann man davon ausge-
hen, dass die Bindungsreihenfolge von Proton und Glutamat an den Transporter auf der intra-
zelluldren Seite die gleiche ist wie auf der extrazelluldren Seite. Aus der Abhéngigkeit der
Glutamataffinitdt von der Protonenkonzentration lief3 sich der pK-Wert fir den Protonakzep-
tor auf der intrazelluléren Seite abschétzen. Dieser lag bel < 6,5 und war damit mindestens um
1,5 pK-Einheiten im Vergleich zur extrazelluléaren Seite verschoben. Die Anderung in der
Zuganglichkeit der H*-Bindungsstelle von der extra- oder der intrazelluléren Seite geht dem-
nach mit einer Verschiebung des pK-Wertes des Protonakzeptors in EAACL einher.

Entgegen dem bisher in allen Punkten zutreffenden Modell THS, bei dem das Gluta-
mat in seiner anionischen Form an die protonierte Form des Transporters bindet, fihrte eine
sehr hohe intrazellulére Protonenkonzentration zu einem erneuten Abfall in der Affinitat von
EAACL fur Glutamat auf der intrazellularen Seite. Diese Beobachtung kann nicht auf einen
erhdhten Anteil an Glutamat (pK 4,4) in seiner protonierten Form als Glutaminsaure (= 30 %)
zurlckgefuhrt werden, da der Ky-Wert bei pH 4,8 um das ~ 20fache anstieg. Fur gliale Trans-
porter der Retina wurde fur die Natriumbindungsstelle auf der extrazellul&ren Seite vorge-
schlagen, dass Proton und Na" kompetitiv binden kénnen, was zu einer Abnahme des Glu-
tamat-induzierten Stroms bei niedrigen pH-Werten fuhrt (Billups und Attwell, 1996). Fir den
neuronalen Glutamattransporter EAACL konnte im pH-Bereich zwischen 6,0 und 10,0 kein
derartiger Effekt beobachtet werden. Dies schliefdt aber nicht aus, dass sich ein solcher
kompetitiver Mechanismus zwischen Proton und Natriumion bei einem sehr geringen pH-
Wert von 4,8 fur die Natriumbindungsstelle auf der intrazelluldre Seite ergibt. Dartiber hinaus
muss in Betracht gezogen werden, dass ein pH-Wert < 5 nicht nur die Struktur des Transpor-
ters beeinflussen kann sondern auch die Oberflachenladung der Membran, was in beiden Fal-
len zu einer veranderten Kinetik von EAACL fihren kann. Die Veradnderungen der Mem-
branei genschaften bel geringen pH-Werten (pH 5-5,5) zeigte sich auch darin, dass sich nur
Messungen an kleinen Membranflachen wie dem inside-out patch aber nicht im Ganzzell-
Modus realisieren lief3en.

4.3.4. Modell zum Protonentransport bei EAAC1
Aus den oben beschriebenen Messungen geht hervor, dass der Protonakzeptor das
Transporterprotein selber ist. Die entsprechende Aminosdure weist einen apparenten pK-Wert

von ~ 8,0 auf, wenn sie zur extrazellularen Seite gewandt ist. Der Wechsel der Bindungsstelle
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auf die intrazelluléren Seite geht mit einer pK-Verschiebung von > 1,5 pK-Einheiten einher.
Bei physiologischem pH (7,3) ist damit die H*-Bindungsstelle von EAAC1 bei extrazelluldrer
Zuganglichkeit hauptsachlich protoniert, wahrend sie auf der intrazelluléren Seite Uberwie-
gend deprotoniert vorliegt (siehe Abb. 4.4). Die Glutamatdissoziation auf der zytosolischen
Seite wird somit durch die Verschiebung des pK-Wertes des Protonakzeptors kontrolliert.

pK = 8,0 '
T+H —/——— TH'+S ——— THS
rick khin

pK < 6,5 K*,

T*"+H *—= T*H'+S *—— T*HS

Abb. 4.4: Modédl zur Protonen- und Glutamatbindung bei EAACL. Der unbeladene Transporter T bindet
zuerst das Proton unter Bildung von TH*. Danach wird Glutamat in seiner anionischen Form S~ gebunden (THS)
und es findet die Trandokation Uber die Membran mit der Geschwindigkeitskonstanten ki, zum Zustand T*HS
statt. Auf der intrazelluldren Seite wird zundchst Glutamat und anschlief3end das Proton abgegeben. Kyin und Kk
sind die entsprechenden Geschwindigkeitskonstanten fir die Glutamattranslokation oder die Relokation des un-
beladenen Transporters, Ky und K* 4 entsprechen den Dissoziationskonstanten fur Glutamat auf der extra- und
intrazelluldren Seite. Mit dem Zustand THS ist die Glutamat-induzierte Anionenleitfahigkeit des Transporters
assoziiert (siehe Abb. 4.1).

Das hier vorgestellte Modell (siehe Abb. 4.4) kann neben den in Kapitel 3.2. darge-
stellten Daten auch eine Reihe von nicht vollsténdig verstandenen Beobachtungen in der Lite-
ratur erkldren. Im Modell THS stellt die anionische Form von Glutamat die aktive Substrat-
form fur EAACL dar, wie bereits von Nelson und Mitarbeitern fir den Glutamattransport im
Nierenepithel vorgeschlagen wurde (Nelson et al., 1983). Fur Cystein, einem weiteren Sub-
strat von EAATS, ergab sich bei der Bestimmung der Ky-Werte bei pH 7,5 und 8,5 kein Un-
terschied, wahrend die Konzentration der deprotonierten Form von Cystein (pK 8,3) um das
4,5fache angtieg (Zerangue und Kavanaugh, 1996b). Daraus folgerten die Autoren, dass
Cystein und analog dazu auch Glutamat sowohl in seiner deprotonierten als auch in seiner
protonierten Form gebunden werden kann. Damit wirde sich folgende Reaktionsfolge
ergeben: erst bindet Glutamat an den Transporter, durch die Bindung wird der pK-Wert der y-
Carboxylgruppe des gebundenen Glutamats (pK 4,4) erhdht was letztlich zur Protonierung
des Glutamats fuhrt. Diese Schlussfolgerung wurde bereits von Slotboom und Mitarbeitern
angezweifelt (Slotboom et al., 1999a), da L-Serin-O-sulfat mit einem pK < 0 ein Substrat fur
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EAAT1 und EAAT2 (Mitrovic et al., 1998) und auch fur den neuronalen Glutamattransporter
EAACI1 (siehe 3.4.1)) darstellt. Entsprechend misste die pK-Verschiebung von Serinsulfat
nach der Bindung an den Transporter ~ 7 pK-Einheiten betragen, was als sehr unwahrschein-
lich einzustufen ist. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass sich die Stochiometrie
beim Transport von Serinsulfat &ndert und womoglich gar kein Proton kotransportiert wird.
Ebenso im Widerspruch zu einer Protonierung des Substrates nach Bindung an den
Transporter steht die beschriebene Erhéhung des Ky-Wertes fir Cystein bel niedrigen pH-
Werten (Zerangue und Kavanaugh, 1996b). Wenn sowohl die protonierte al's auch die depro-
tonierte Form von Cystein binden kann, dirfte sich die Affinitét des Transporters bel sinken-
dem pH nicht &ndern. Mit einem Modell bei dem das Substrat in seiner anionischen Form
nach dem Proton bindet, wie es oben und in Abb. 4.4 fir EAACL beschrieben wurde, ist die
pH-Abhéangigkeit des Ky-Wertes fir Cystein wie folgt zu erklaren. Bel niedrigen als auch bei
hohen Protonenkonzentrationen nimmt jeweils die Affinitét des Transporters fir Cystein ab,
daim ersten Fal der Anteil an deprotoniertem Cystein und damit an Substrat abnimmt, und
im zweiten Fall die Protonenbindungsstelle des Transporters nicht mehr abgeséttigt ist. Es
ergibt sich damit ein Minimum fir den Ky-Wert fir Cystein, was experimentell bei einem

pH-Wert von ~ 8,0 gefunden wurde (Zerangue und Kavanaugh, 1996b).

4.3.5. pH-Abhangigkeit der Glutamat-induzierten Anionenleitfahigkeit
Wahrend bei der Detektion des Glutamat-Transportstroms bei
sdttigenden Glutamatkonzentrationen der Maximalstrom nicht pH-ab-

hangig war, wurde in Anwesenheit von SCN™ eine leichte Zunahme des
Stroms bei abnehmenden pH-Werten nachgewiesen (siehe 3.2.2.).

Ware diese Beobachtung auf einen pH-abhéngigen Ubergang zum anionenleitfahigen
Zustand TS (siehe Abb. 4.1.) zuriickzufiihren, miisste die Anstiegszeit des transienten Strom-

signals, die Informationen fiir den Ubergang zu TS enthalt (siehe 4.2.1.), eine pH-Abhangig-
keit zeigen. Dies war jedoch nicht der Fall (siehe 3.2.3.). Wie in der Einleitung beschrieben,
kann bei dem neuronalen Glutamattransporter EAAT4 eine zusétzliche Glutamat-induzierte
Protonenleitfahigkeit in Anwesenheit von Arachidonsaure auftreten (Fairman und Amara,
1999). Wére SCN™ in der Lage einen solchen Protonenfluss auszulésen, misste sich die
Spannungsabhéangigkeit fur die verschiedenen pH-Gradienten unterscheiden, was jedoch, wie
in Kapitel 3.2.4. dargestellt, nicht beobachtet wurde.

Aus diesen Grinden erscheint es wahrscheinlich, dass die pH-Abhangigkeit der
Glutamat-induzierten Anionenleitfahigkeit auf eine pH-sensitive Geschwindigkeitskonstante
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fUr den Trang okationsprozess von SCN™ Uber die Membran zurtickzufihren ist. Da die beob-
achtete pH-Abhangigkeit sehr schwach war und zudem keinen deutlichen Wendepunkt zeigte,
d. h. nicht auf eine einzelne titrierbare Gruppe zurtickgeht, kénnte der Einfluss der Protonen-

konzentration auf einer Anderung der Oberflachenladung des Proteins beruhen (Fersht, 1999).

4.3.6. Proton-Kotransport versus OH™-Gegentransport

Die oben geschilderten Messungen lief3en sich
ebenso mit einem OH™-Gegentransport wie mit e-
nem Proton-Kotransport erklaren, da beide elektrisch

aquivalent sind. Aus diesem Grund wurde der Effekt

des H'-Isotops Deuterium auf die Kinetik der
EAAC1-assoziierten Strome untersucht. Der Austausch einer H,O-haltigen zu einer D,O-hal-
tigen Losung fuhrte bel vorstationaren Messungen zu einer Zunahme der Zeitkonstanten fir
den Abfall des transienten Stromsignals, wahrend die Zeitkonstante fur den Anstieg unverén-
dert blieb. Wie oben beschrieben ist die Anstiegszeit mit der Glutamatbindung und dem Auf-
treten des anionenleitfahigen Zustands assoziiert (siehe 4.2.1.). Da die Glutamatbindung nach
der Protonenbindung oder der OH™-Dissoziation erfolgt, kann die Freisetzung von séttigenden
Glutamatkonzentrationen mégliche Isotopen-Effekte ausgleichen. Die Zeitkonstante fir den
Abfall des transienten Stromsignals reflektiert die Glutamattranslokation tber die Membran
(siehe 4.2.2.). Daher durfte sich im Falle eines OH -Gegentransportes keine Veranderung
durch den Isotopenaustausch ergeben. Hingegen ist die beobachtete Abnahme der Geschwin-
digkeitskonstante um ~ 60 % vergleichbar mit Isotopeneffekten anderer Protonen-transpor-
tierender Systeme wie Lactose Permease (Viitanen et a., 1983), Bakteriorhodopsin (le Coutre
und Gerwert, 1996) und Cytochrom C Oxidase (Hallen et a., 1994; Ruitenberg et al., 2000).
Die stationdren Eigenschaften des Transporters sind hauptsachlich durch den langsamsten
Schritt im Transportzyklus bestimmt, der bei EAAC1 die Kalium-induzierte Relokation des
Transporters darstellt (siehe 4.2.3.). Aus diesem Grund sollte sich weder bei einem Proton-
Kotransport noch einem OH™-Gegentransport, aufgrund des geringen Massenunterschiedes
zwischen OH™ und OD", ein Isotopen-Effekt im stationéren Signal zeigen. Experimentell lief3
sich nur eine geringfugige Reduktion des stationaren Stromes nachweisen.

Der beobachtete kinetische Deuterium-Effekt auf die Glutamattranslokation spricht fiir
einen Proton-Kotransport bei EAACL, wie er auch von Zerangue und Kavanaugh (Zerangue

und Kavanaugh, 1996a) vorgschlagen wurde. Allerdings 183t sich nicht ausschlief3en, dass
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sekundére Isotopen-Effekte fur die Verlangerung der Zeitkonstanten fir den Abfall des tran-

sienten Stroms verantwortlich sind.

4.3.7. Physiologische Relevanz der pK-Verschiebung des Protonakzeptors
Obwohl die synaptischen Vesikel, in denen Glutamat gespeichert ist, einen pH von 5,0
bis 5,5 aufweisen (Stdhof, 1995), éndert sich der pH-Wert im synaptischen Spalt bel der
Glutamatausschittung nur geringfigig, sogar bei sténdiger Reizung (Gottfried und Chedler,
1996). Dadie Affinitét von EAAC1 im pH-Bereich zwischen 6,0 und 8,0 nahezu konstant ist,
kann unter physiologischen Bedingungen der Glutamattransport als quasi pH-unabhéngig be-
trachtet werden. Im Gegensatz dazu konnen unter pathophysiologischen Bedingungen wie
Ischamie die extra- und intrazelluldre Protonenkonzentration auf Werte von ~ 6 UM ansteigen
(Mutch und Hansen, 1984; Silver und Erecinska, 1992). Damit nimmt die Wahrscheinlichkeit
zu, dass die Protonenbindungsstelle auf der zytosolischen Seite von EAACL, die einen pK-
Wert von < 6,5 aufweist, protoniert ist und EAAC1 den Auswaértstransport von Glutamat kata-
lysiert. Bel einer kinstlich induzierten Energieunterversorgung konnte bereits nachgewiesen
werden, dass ein grof3er Teil des extrazelluldaren Glutamats im synaptischen Spalt aus dem
Auswartstransport von Glutamattransportern stammt (Jabaudon et al., 2000; Ross et al.,
2000). Die intrazelluldre Ansauerung unter pathophysiol ogischen Bedingungen kdnnte daher

wesentlich als Ausl6ser zu diesem Prozess beitragen.

4.3.8. Mutanten R444K und H295K

Durch konservativen Aminosaure-Austausch wurde versucht,
den Protonakzeptor von EAAC1 zu identifizieren. Die dabel entstan-
dene Mutanten R444K und H295K zeigten bei Anwesenheit von intra-

zellularem Na', Glutamat und SCN~ (Homoexchange-Modus) Gluta-

mat-induzierte Stréme aufgrund der Glutamat-induzierten Anionenleit-
fahigkeit. Im Gegensatz dazu konnten keine Transportstrome fir R444K und H295K detek-
tiert werden, was darauf hindeutet, dass entweder die Dissoziationsschritte auf der intra-
zelluldren Seite gestort sind oder die Kalium-induzierte Relokation des Transporters, wie bei
den GLT-1-Mutanten E404 und Y403 (Kavanaugh et a., 1997; Zhang et a., 1998), nicht
mehr stattfindet. Durch eine Erh6hung des intrazelluléren pH-Wertes sollte eine mogliche
Inhibierung der Protonendissoziation auf der zytosolischen Seite ausgeglichen werden, was in

beiden Féllen jedoch nicht méglich war.
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Unter Homoexchange-Bedingungen war die Affinitdt des Wildtyp-Transporters nicht
wesentlich veréndert gegentiber Transportbedingungen (C. Grewer, unvertffentlichte Daten),
wobei der apparente Ky-Wert bei ~ 6 uM Glutamat lag. Im Gegensatz dazu fihrten die einge-
bauten Mutationen zu einer drastischen Abnahme der Affinitdt fir Glutamat mit einem Ky-
Wert von 1,8 mM im Fall von R444K und 310 uM im Fall von H295K. In wie weit dieser
Verlust der Affinitdt auf eine reduzierte Protonierung, die vor der Glutamatbindung erfolgen

muss, zurlckzufUhren ist, kann nicht beurteilt werden.

4.4. Bindung und Transport von Natriumionen bei EAAC1

Beim Glutamattransport durch EAAC1 werden pro Transportzyklus zwei positive La-
dungen in die Zelle verschoben. Aus den Ergebnissen diskutiert in Kapitel 4.2.2. und 4.2.3.
ergeben sich zwei spannungsabhangige Schritte im Transportzyklus von EAAC1 - die Gluta-
mattranslokation und die Kalium-induzierte Relokation des unbeladenen Transporters. Fir
beide Reaktionen wurde der Anteil des elektrischen Feldes tber der Membran, der von einer
Ladung durchquert wird (5), bestimmt (siehe Anhang 6.1. [10A, B] mit z = 1 bzw. -1,
(Lauger, 1991)). Da der Abfall des transienten Stroms mit der Glutamattranslokation
assoziiert ist, konnte aus der Spannungsabhangigkeit der Zeitkonstanten (e-fache Zunahme
pro —80 mV) der Anteil 6 zu ~60-65 % abgeschétzt werden. Fir die Kalium-induzierte
Relokation lag 6 bei ~ 70-75 %, entsprechend einer e-fachen Zunahme des stationéren Gluta-
mat-Transportstroms pro —70 mV. Wadiche und Mitarbeiter ermittelten fur den glialen Gluta-
mattransporter EAAT2 mit Hilfe von Spannungsspriingen eine spannungsabhangige Na'-Bin-
dung, die vor der Glutamatbindung stattfindet (Wadiche et al., 1995b). Fir EAACL1 in Oocy-
ten konnte bisher keine solche Natriumbindungsstelle innerhalb des elektrischen Feldes nach-
gewiesen werden (Kanai et a., 1995; Kanai et al., 1994b).

Im Folgenden wurde fir EAAC1 versucht, weitere spannungsabhéngige Schritte im
Transportzyklus zu isolieren. In diesem Zusammenhang wurde auch die Bindungsreihenfolge

von Na' und Glutamat an den Transporter untersucht.

4.4.1. Glutamat-unabh&angige Na*-Bindung(en)

Beim Spannungssprung-Experiment wurden fir EAAC1 in HEK-Zellen Na'-abhan-
gige TBOA-sensitive Strome beobachtet (siehe 3.3.6.), die aus der elektrogenen Bindung von
einem und mehreren Natriumionen vor der Glutamatbindung resultieren (Glutamat-unabhan-

gige Na'-Bindung). Dies ist analog zu den Ergebnissen von Wadiche und Mitarbeitern fiir
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EAAT2 (Wadiche et al., 1995b). Allerdings liegt der Anteil des elektrischen Feldes (6 ), der
von der verschobene Ladung passiert wird, bei 25-30 % und nicht bei 41 % wie fir EAAT2
(Wadiche et a., 1995b). Des weiteren ist die Ladungsbewegung bei EAAC1 20mal schneller
alsbel EAAT2, was darauf hindeutet, dass sie nicht fur die detektierten transienten Stréme bei
photol ytischer Freisetzung von Glutamat verantwortlich ist.

In Kapitel 4.1.3. wurde fur die Glutamat-unabhangige Leckleitfahig-

keit von EAAC1 vorgeschlagen, dass sie von der extrazellularen Natrium-

konzentration abhangt. Stationare Messungen der Glutamat-unabhéngigen v
Leckleitfahigkeit mit séttigenden TBOA-Konzentrationen und unterschiedlichen Natri-
umkonzentrationen zeigten, dass eine Verringerung der Natriumionen zu einer Abnahme des
TBOA-induzierten Stromes fihrte (siehe 3.3.2.). Daraus ergeben sich drel Schlussfolgerun-
gen. 1) Die Glutamat-unabhéngige Leckleitfahigkeit ist Na'-abhangig. 2) Nach der TBOA-
Bindung an EAAC1 erfolgt keine weitere Natriumbindungsreaktion, da sonst eine Abnahme
im TBOA-induzierten Strom bei niedrigen und hohen Natriumkonzentrationen zu beobachten
sein musste. 3) Der apparente Ky-Wert fiir die Na'™-Bindung(en) liegt in der Abwesenheit von
Glutamat bei 80 mM (ein Natriumion) bzw. bei 20 MM (zwei Na").

4.4.2. Modelle zur Bindungsreihenfolge von Na* und Glutamat an EAAC1

Fir die Bindungsreihenfolge von Na* und Glutamat an den Transporter wurden finf
verschiedene Mdglichkeiten in Betracht gezogen: 1) alle drel Natriumionen binden vor
Glutamat (TNagS), 2) das dritte Natriumion bindet nach Glutamat (TN&SNa), 3) zwei Natri-
umionen binden nach Glutamat (TNaSNa&), 4) alle drei Natriumbindungsreaktionen finden
nach der Glutamatbindung statt (TSNag) und 5) die Bindungsreihenfolge von Glutamat und
Na' ist beliebig (TNasS / TSNag). Die entsprechenden Gleichungen fur die Konstanten Ky-
Wert fur Glutamat, Glutamat-induzierter Maximalstrom (Ina) und Geschwindigkeitskonstan-
te Utaprar des transiente Stroms sind im Anhang in Kapitel 6.3. aufgelistet. Dabei wurde in
allen Modellen von einer Natriumbindungsreaktion im schnellen Vorgleichgewicht ausgegan-
gen (Lauger, 1987).

Aufgrund der oben beschriebenen Na'-abhangigen TBOA-sensitiven transienten Stro-
me konnte Modell 4, bei dem alle Natriumionen nach Glutamat binden, ausgeschlossen wer-
den. Finden dagegen alle Natriumbindungsschritte vor der Glutamatbindung statt, musste der
Maximalstrom bei séttigender Glutamatkonzentration unabhéngig von der Natriumkonzen-
tration sein, da eine niedrige Natriumkonzentration durch eine hohe Glutamatkonzentration

kompensiert werden kann. Wie jedoch in Kapitel 3.3.3. dargestellt, zeigte der Maximalstrom
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eine deutliche Abhangigkeit von der Natriumkonzentration. Ein beliebige Bindungsreihen-
folge fur Natriumionen und Glutamat bedingt eine Unabhangigkeit des Ky-Wertes fur Gluta-
mat von der Na'-Konzentration. Dies steht im Widerspruch zu der beobachteten Abnahme der
Affinitdt von EAAC1 fir Glutamat bel Verringerung der Zahl der Natriumionen (siehe
3.3.1.). Daher kommen nur die beiden Modelle 2 und 3 in Frage, bei denen die Bindung se-
quenziell stattfindet und der Glutamatbindung Natriumbindungsschritte sowohl vor- als auch
nachgelagert sind. Die experimentellen Daten lassen allerdings zwischen den beiden Méglich-
keiten — TNaSNa, oder TNaSNa — keine sichere Unterscheidung zu (siehe 3.3.1. und 3.3.3.).
Im Gegensatz dazu wurden in der Literatur bisher nur Modelle vorgeschlagen, bei denen ent-
weder ale Natriumionen vor (Otis und Jahr, 1998) oder nach Glutamat binden (Kanner und
Bendahan, 1982). Mit Hilfe von vorstationdren Messungen wurden die Ergebnisse aus den
stationdren Messungen Uberpriift. Der Einfachheit halber wird im Folgenden immer nur auf
das Modell TNaSNa, eingegangen, die Uberlegungen gelten aber genauso fur das Modell
TNaSNa.

4.4.3. Glutamat-abhangige Na*-Bindung(en)
Die photolytische Freisetzung von Glutamat fihrt zu einem

transienten Strom, aufgrund des synchronen Ubergangs zum anionen-

leitfahigen Zustand und aufgrund der nicht geschwindigkeits-bestim-
menden elektrogenen Glutamattranslokation Uber die Membran (siehe v
4.1.2. und Abb. 4.1). Bei Reduktion der extrazellularen Natriumkonzentration nahm bei
sdttigender Glutamatkonzentration die Zeitkonstante fir den Abfall des transienten Signalan-
teils (taprar) zu und die Amplitude des transienten im Vergleich zum stationdren Strom ver-
ringerte sich, wahrend die Anstiegszeit (tansieg) Unabhangig von der Natriumkonzentration
war (siehe 3.3.4.).

Die Geschwindigkeit der Glutamattranslokation, die durch tapsg bestimmt wird (siehe
4.2.2.), ist abhéngig von der Anzahl der Transporter im vollstandig beladenen Zustand (drei
Na’, Glutamat und H") und damit beeinflusst durch die extrazelluldren Natriumkonzentration.
Das Gleichgewicht der nach der Glutamatbindung erfolgenden Natriumbindungsreaktionen
kann nicht durch eine Erhéhung der Glutamatkonzentration zum Zustand des vollstéandig be-
ladenen Transporters verschoben werden. Dadurch nimmt bel einer geringen Natriumkonzen-
tration die Anzahl an Transportern in diesem Zustand ab, sodass sich die Zeitkonstante tapfal
entsprechend vergrof3ert, was experimentell nachgewiesen wurde. Damit stimmen die vorsta

tiondren Messungen von tapra gut Uberein mit den stationéren Messungen fur den Maximal-
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strom bei séttigenden Glutamatkonzentrationen und beweisen, dass der Glutamatbindung
mindestens eine Natriumbindungsreaktion folgt.
Aufgrund der Abhéngigkeit der Zeitkonstanten fir den Anstieg des transienten Stroms

von der Glutamatkonzentration, wurde tansieq der Bindung von Glutamat und dem Ubergang

zum anionenleitfahigen Zustand TS zugeordnet (siehe 4.2.1.). Die Natriumbindungsreaktio-
nen, die nach der Bindung von Glutamat an EAAC1 erfolgen, beeinflussen die Bildungsge-

schwindigkeit des anionenleitfahigen Zustandes. Aus diesem Grunde miisste tansieg ahaNgig

sein von der Natriumkonzentration, wenn diese Zeitkonstante auch den Ubergang zu TS re-
flektiert (wiein Modell Abb. 4.1). Da tansieq jedoch Na'-unabhangig ist, wurde in das Modell
ein weiterer Reaktionsschritt aufgenommen. Sehr wahrscheinlich handelt es sich bei dieser
Reaktion um eine Glutamat-induzierte Konformationsanderung (siehe Abb. 4.5). Diese Kon-
formationséanderung ermdglicht die Bindung weiterer Natriumionen an EAACL (Glutamat-
abhangige Na'-Bindung) und ist langsam im Vergleich zu den anschlieRenden Natriumbin-
dungsreaktionen und dem Ubergang zum anionenleitfahigen Zustand in einem Zeitbereich
von 0,5-1 Millisekunde. Ein weiterer wichtiger Grund fir die Annahme eines zusétzlichen
Reaktionsschrittes ist, dass 1/tansieg Nicht linear mit der Glutamatkonzentration zunimmt

(siehe 3.1.3.) und daher durch mindestens eine zwei-stufige Reaktion bestimmt sein muss.

4.4.4, Weitere elektrogene Natriumbindungsreaktionen an EAAC1

Der Vergleich der Zeitkonstanten des transienten Stroms bei Glutamattransport und
Glutamat-induzierter Anionenleitfahigkeit zeigt, dass 1) der Glutamat-Transportstrom bzw.
die Glutamat-induzierte Ladungsverschiebung friher aktiviert als der Anionenstrom (siehe
3.1.4. und 4.1.2.) und 2) die Zeitkonstanten des biexponentiellen Abfalls des transienten Sig-
nals beim Glutamat-Transportstrom mit ~ 1,0 ms und ~ 8,0 ms im gleichen Zeitbereich liegen,
wie die Zeitkonstanten fir die oben postulierte Konformationséanderung und die Glutamat-
trangokation im An- und Abstieg des transienten Signals beim Anionenstrom. Die Verschie-
bung der fur die Konformationsanderung bestimmenden Geschwindigkeitskonstante in die
abfallende Phase des transienten Stromsignals fordert eine weitere Einwértsbewegung von
positiver Ladung zusétzlich zur Glutamattranslokation oder eine Auswértsbewegung von ne-
gativer Ladung aus der Zelle. Damit kann die Glutamatbindung, bei der negative Ladung in
die Zelle verschoben wird, nicht fir den Einwértsstrom verantwortlich sein, sondern muss,
wie von Wadiche und Mitarbeitern vorgeschlagen wurde (Mennerick et a., 1999; Wadiche et
al., 1995b), elektroneutral verlaufen.
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Fur die beobachtete Ladungsverschiebung beim transienten Einwartsstroms in Abwe-
senheit von SCN™ gibt es mehrere mogliche Ursachen: 1) Die Konformationsdnderung geht
mit einer Verschiebung von positiver Ladung in die Zelle einher. 2) Die der Glutamatbindung
vorgelagerte elektrogene Na'-Bindung ist nicht gesittigt, d. h. der Grofteil der Transporter
liegt in der Na'-freien Form vor. 3) Die Kalium-induzierte Relokation, die mit der Verschie-
bung von negativer Ladung nach aussen verbunden ist (siehe 4.2.3.), ist nicht geséttigt, d. h.
der Grof3teil der Transporter liegt in einer Form vor, in der die Bindungsstelle zur intrazellulé
ren Seite gewandt ist. 4) Die Natriumdissoziation auf der intrazelluldren Seite ist elektrogen.
5) Die der Konformationsanderung nachgelagerte Na'-Bindung ist elektrogen. Im ersten Fall
musste die Geschwindigkeitskonstante fur die Deaktivierung der schnellen Stromkomponente
mit abnehmenden Haltepotenzia schneller werden. Dies steht im Widerspruch zu den experi-
mentellen Daten, die nur eine geringe Spannungsabhangigkeit zeigen und eine leichte Zunah-
me bei positiven Haltespannungen ergaben (siehe 3.1.5.). Im Falle 2) und 3) wirde die Frei-
setzung einer séttigenden Glutamatkonzentration das Gleichgewicht der anfanglichen elektro-
genen Na'-Bindung bzw. der Kalium-induzierten Relokation verschieben, was vergleichbar
mit einem Spannungssprung-Experiment (siehe 3.3.6.) zu einem zusétzlichen negativen Strom
fihren wirde. Dies kann mit niedrigen extrazelluléren Natriumkonzentrationen Uberpruft
werden, bei denen das Gleichgewicht mehr auf der Seite des Na'-freien bzw. des K*-belade-
nen Transporters liegt. Mit der Applikation von Glutamat musste nun ein grof3erer transienter
Strom detektiert werden, was jedoch nicht der Fall war (C. Grewer unverdffentlichte Daten).
Dariliber hinaus zeigt sich bei EAACL im Homoexchange-Modus in Abwesenheit von intra-
zellularen Kalium- und Thiocyanationen ebenso ein transientes Stromsignal mit gleichem
zeitlichen Verlauf (siehe 3.3.5.), sodass die beobachtete Ladungsverschiebung nicht K*-ab-
hangig sein kann. Die Homoexchange-Experimente (siehe 3.3.5.) schlief3en auch eine elektro-
gene Natriumdissoziation auf der intrazelluldren Seite aus (Fall 4), da mit hohen intrazellu-
laren Natriumkonzentrationen die Natriumdissoziation gehemmt werden musste. Daher lassen
sich die experimentellen Daten am besten mit einer elektrogenen Na'-Bindung nach der Kon-
formationsanderung erklaren. Ist diese Natriumbindungsreaktion im Vergleich zur Konforma-
tionsanderung schnell, fuhrt die elektrogene Bindung zu der beobachteten Verschiebung der
positiven Ladung, wahrend die Geschwindigkeitskonstante und ihre Spannungsabhéngigkeit
durch die langsamere el ektroneutrale Konformati onsumwandlung bestimmt wird.



Diskussion 93

4.4.5. Elektrogene Schritte und Glutamat-induzierte Konformationsanderung im

Transportzyklus von EAACL1

In Abb. 4.5 ist ein Modell zum Na'-abhangigen Glutamattransport von EAAC1 darge-
stellt, das mit allen experimentellen Daten im Einklang steht. Der ersten schnellen und elek-
trogenen Natriumbindungsreaktion an EAAC1 folgt die Glutamatbindung. Diese ruft eine
K onformationszanderung hervor, die weitere schnelle und elektrogene Bindungen von Na' er-
moglicht. Erst wenn alle drei Natriumionen, Glutamat und das Proton (nicht dargestellt) an
den Transporter gebunden sind, findet die elektrogene Glutamattransl okation statt.

K Nal-2 K S k K Na2-3
T+Na'|&e&—— | TNa,+S «—— TNa,S <—k_k> T'Na,,S + Na'| &——>|T'Na,,SNa,,
A ‘

kruok khi"
T*Na,,SNa,.,

Abb. 4.5: Bindung und Transport von Natriumionen bei EAACL. Der unbeladene Glutamattransporter T
bindet zunéchst ein oder zwei Natriumion (TNay.,), wobei die Bindungsstelle des Natriumions im elektrischen
Feld der Membran liegt. Danach erfolgt eine spannungsunabhéngige Glutamatbindung zu TNa;.,S, die eine
elektroneutrale Konformationsénderung ausl6st unter Bildung von T'Nay.,S. Dadurch ist EAACL in der Lage
weitere Natriumionen zu binden, wobei diese Bindungen wieder elektrogen sind (T'Na;..SNay.1). Anschlief?end
erfolgt die elektrogene Glutamattransokation zur zytosolischen Seite (T*Na.,SNay.;). Die grau unterlegten
Reaktionen sind elektrogen.

Bel niedrigen extrazelluléren Natriumkonzentrationen nimmt der Glutamat-induzierte
Maximalstrom aufgrund der geringeren Besetzung des Zustandes TNaSNa, ab. Dies geht mit
einer Zunahme der Zeitkonstanten der Glutamattranslokation einher, die in Kapitel 3.3.4. ex-
perimentell (taprai) Nachgewiesen wurde. Die Zeitkonstante der Glutamat-induzierten Kon-
formationsanderung kann durch zwei Na'-abhangige Reaktionen, die Bildung von TNaS und
die Folgereaktionen von T'NaS, beeinflusst werden. Die Zahl der Transporter im Zustand
TNaS bleibt konstant, wenn niedrige Natriumkonzentrationen durch séttigende Glutamatkon-
zentrationen ausgeglichen werden. Hingegen nimmt bel geringer Natriumkonzentration die
Zahl der Transporter im Zustand T'NaS zu, da die nachfolgenden Natriumbindungsreaktionen
verlangsamt sind. Dies hat zur Folge, dass die beobachtete Zeitkonstante zunehmen muss.
Wie in 3.3.4. jedoch dargestellt, wurde experimentell fir die Zeitkonstante der Konformati-
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onsinderung (tansieg) k€ine Abhangigkeit von der Na'-Konzentration nachgewiesen. Diese
Diskrepanz ist wahrscheinlich auf eine doch nicht séttigende photolytische Freisetzung von
Glutamat aus caged Glutamat bei niedrigen Na'-K onzentrationen zuriickzufiihren, da dort der
Km-Wert fir den stationdren Strom bereits sehr hoch lag und noch dazu der transiente Spit-
zenstrom einen 4mal hoheren Ky-Wert als der stationére Strom aufweist (siehe 3.1.3.).

Das Modell in Abb. 4.5 sagt voraus, dass mit Verringerung der Glutamatkonzentration
sowohl die Geschwindigkeitskonstante fur die Glutamattranslokation als auch fur die Kon-
formationsanderung abnimmt. Dies wurde experimentell in Kapitel 3.1.3. nachgewiesen.

Wie oben beschrieben, kann die Zeitkonstante der Glutamat-induzierten Konformati-
onsanderung durch die Na'-abhéngigen Folgereaktionen von T'NaS beeinflusst werden. Diese
Folgereaktionen sind im Gegensatz zur Konformationsadnderung selbst elektrogen, sodass die
Spannungsabhéangigkeit der nachfolgenden Natriumbindungsreaktionen die beobachtete Zeit-
konstante beeinflusst. Da hohe Haltepotenziale das Verhéltnis zwischen T'NaS und T'NaSNa,
(siehe Abb. 4.5) zugunsten von T'NaS verschieben, nimmt somit die beobachtete Zeitkon-
stante fur die Konformationsénderung ab, was experimentell in Kapitel 3.1.5. nachgewiesen
wurde.

Zhang und Kanner schlugen aufgrund von Versuchen an GLT-1 zur Zuganglichkeit
verschiedener Aminosauren (ausgetauscht durch Cystein) fur Sulfhydrylreagenzien vor, dass
die Glutamatbindung eine Konformationsinderung auslost. Dies betrifft Aminosdurereste,
welche selbst nicht an der Glutamatbindung beteiligt sind (Zhang und Kanner, 1999). Da
diese Konformationsanderung auch durch die Bindung des Inhibitors Kainat induziert wurde,
der nachweidlich nicht transportiert wird, kann es sich nicht um Substrattranslokation an sich
handeln (Zhang und Kanner, 1999). Die hier fir EAAC1 nachgewiesene elektroneutrale Glu-
tamat-induzierte Konformationsdnderung ist ein Bewels fur solche strukturellen Veranderun-

gen des Transporters vor der eigentlichen Glutamattransl okation.

4.4.6. Abhangigkeit der Glutamat-induzierten Anionenleitfahigkeit von der Na-
triumkonzentration
Aus der Na'-Abhéngigkeit des Glutamat-induzierten Anionen-
stroms (siehe 3.3.3.) bei séttigenden Glutamatkonzentrationen geht her-

v

vor, dass die Glutamat-induzierte Anionenleitfahigkeit nur von einem
Zustand des Transporters ausgehen kann, bel dem alle drei Natriumionen gebunden sind.
Wirde die Glutamat-induzierte Anionenleitfahigkeit mit allen Glutamat-gebundenen Zustan-

den assoziiert sein, dirfte bei séttigenden Glutamatkonzentrationen der Glutamat-induzierte
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Strom nicht bei niedrigen Natriumkonzentrationen abnehmen, wie es in 3.3.3. experimentell
nachgewiesen wurde. Ware der Ubergang zum anionenleitfahigen Zustand nur vom Zustand
TNaS mdglich, misste eine Erhdhung der Natriumkonzentration zu einer Abnahme des
Glutamat-induzierten Anionenstroms filhren, was nicht gefunden wurde (siehe 3.3.3.). Folgen
der Glutamatbindung zwel weitere Natriumbindungsreaktionen, ist die experimentell gefun-
dene Abnahme des Glutamat-induzierten Anionenstroms auch mit einem Modell vereinbar,
bei dem vom vollbeladenen Transporter (TNaSNa&,) und dem Transporter, der Glutamat,
Proton und zwei Natriumionen gebunden hat (TNaSNa), der Ubergang zur Anionenleitfahig-
keit moglich ist. Dieses Modell steht jedoch im Widerspruch zu den Experimenten mit As-
partat, die im Folgenden beschrieben werden.

Bel Messungen mit Aspartat (siehe 3.4.2.) wurde die beobachtete Verringerung der
Wechselzahl auf eine langsamere Aspartattranslokation im Vergleich zur Glutamattransl oka-
tion zurickgefihrt (siehe 4.2.3.). Damit misste sich der Zustand des Transporters, in dem
Aspartat, Proton und drei Natriumionen gebunden sind, anreichern und der Ubergang zum
anionenleitfahigen Zustand vermehrt stattfindet. Damit ergéabe sich ein erhdhter Anteil des
Anionenstroms am Gesamtstrom, entsprechend den Beobachtungen von Wadiche und Mit-
arbeitern fur den glialen Transporter EAAT1 (Wadiche et a., 1995a). Fur den neuronalen
Glutamattransporter EAAC1 konnte jedoch keine solche Verschiebung zugunsten des Anio-
nenstroms nachgewiesen werden (siehe 3.4.2.). Daher scheinen die Substrattranslokation und
die Anionenleitfahigkeit eng miteinander gekoppelt zu sein. Aus diesem Grund wird ange-
nommen, dass nur der voll beladenen Transporter anionenleitfahig ist und nicht zusétzlich ein
Zustand bei dem der Transporter Substrat und Proton aber nur zwei Natriumionen gebunden
hat.

Die elektrogenen Natriumbindungsreaktionen nach der Glutamat-induzierten Konfor-
mationsanderung als auch vor der Glutamatbindung erfiillen die Funktion einer Schaltladung
beim Ubergang zu den anionenleitfahigen Zustanden (Bezanilla, 1985). Im Gegensatz zu den
klassischen Torstromen beim Offnen von Kanalen, die aufgrund von elektrogenen Konforma-
tionsanderungen entstehen, sind im Fall von EAACL1 die Natriumionen die Schaltladungen,
die reversibel und spannungsabhangig an den Transporter binden. Ein dhnliches Modell
wurde fur den spannungsabhéangigen Chloridkanal CIC-0 vorgeschlagen, bei dem das perme-
ierende Anion selbst die Schaltladung des Kanals darstellt (Pusch et al., 1995).
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4.5. Untersuchungen an EAAC1 und Vergleich mit einem anderen

Na’-getriebenen Transporter

Im folgenden Abschnitt wird ein Gesamtmodell mit den drei Funktionen von EAAC1
entwickelt, in welchem auf die geordnete Bindungsreihenfolge der Substrate sowie auf die
spannungsabhangigen und die geschwindigkeits-bestimmenden Reaktionen im Transport-
zyklus eingegangen wird. Ebenso erfolgt eine vergleichende Betrachtung der in dieser Arbeit

erzielten Ergebnisse mit dem Na'-getriebenen Glucosetransporter SGLT1.

4.5.1. Gesamtmodell fur EAAC1

In Abb. 4.6 wurde versucht, alle oben beschriebenen Ergebnisse in einem Gesamtmo-
dell fur die EAAC1-Funktionen zu vereinen. Der unbeladene Transporter T besitzt eine Ei-
genladung von < -1 (siehe 4.2.3.) und bindet zundchst ein Natriumion. Die entsprechende
Bindungsstelle liegt im elektrischen Feld der Membran und somit ist die Bindung spannungs-
abhangig (siehe 4.4.1.). Der Na'-gebundene Transporter TNa verfiigt tber eine Glutamat-un-
abhangige Leckleitfahigkeit, die von Anionen getragen ist (siehe 4.1.3.). Fur die Glutamat-un-
abhangige Leckleitfahigkeit wird, analog zur Glutamat-induzierten Anionenleitfahigkeit (sie-
he 4.4.6.), eine enge Kopplung zwischen Translokation des Substrates und Anionenfluss an-
genommen. Demnach wiirde EAAC1 Uber einen elektroneutralen Leerlaufzyklus verfugen,
bei dem extrazelluldres Na' gegen intrazelluldres K* ausgetauscht wird. Dies konnte die von
Kanai und Mitarbeitern beobachtete Natriumionenaufnahme (**Na) in Abwesenheit von Glu-
tamat erkléren (Kanai et al., 1995). Findet vor der ersten Natriumbindungsreaktion bereits die
Protonenbindung an EAACL statt, wére der Na'-K*-Austausch elektrogen und mit einer
intrazelluldren Ansduerung verbunden. Da in Abwesenheit von Thiocyanationen kein Gluta-
mat-unabhéangiger Leckstrom beobachtet wurde (siehe 3.1.6.), und eine intrazelluldre Ansiue-
rung nur beim Glutamattransport beschrieben ist (Bouvier et a., 1992) wird davon ausgegan-
gen, dass die Bindung des Protons nach der ersten Na'-Bindung erfolgt. Die Messungen zur
Na'-K onzentrationsabhangigkeit der EAAC1-Funktionen lieen keine Unterscheidung zwi-
schen den Modellen zu, ob vor Glutamat ein oder zwel Natriumionen binden. Ist der vorge-
schlagenen Leerlaufzyklus el ektroneutral, kann nur der Zustand TNa mit der Leckleitfahigkeit
assoziiert sein. Wirden zwel Natriumionen vor Glutamat an EAACL binden, muisste die Glu-
tamat-unabhangige Leckleitfahigkeit durch hohe Natriumkonzentrationen abnehmen. Wie je-
doch in Kapitel 3.1.6. dargestellt, findet nur bei niedrigen Natriumkonzentrationen ein Abnah-
me des Leckstromes stett, was darauf hindeutet, dass erst ein Natrium an EAAC1 bindet und

anschlief3end ein Proton, Glutamat und zwei weitere Natriumionen binden.
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Abb. 4.6: Gesamtmodell fir EAACL. Der mit einem Natriumion, dem Proton und Glutamat beladenen Trans-
porter T durchléuft eine Konformationsanderung, wobei die neue Konformation mit dem Index ' gekennzeichnet
wurde. Ist die Bindungsstelle von EAACL zur intrazelluléren Seite gewandt, wurden die entsprechenden Zu-
sténde mit dem Index * versehen. Spannungsabhéngige Reaktionen sind dunkel unterlegt. Zusténde bzw. Reak-
tionen, die mit einer Anionenleitfahigkeit assoziiert sind, wurden hell unterlegt. Aufgrund der Ubersichtlichkeit

wurden bei den abgebildeten Bindungsreaktionen nur die Reaktanten fir EAACL im Glutamat-Einwértstrans-
port-Modus dargestelt.

Die Bindung des Protons auf der extrazelluldren Seite ist bei physiologischem pH-
Wert aufgrund des pK-Wertes des Protonakzeptors in EAACL von ~ 8,0 beglnstigt (siehe
4.3.4.). Ihr schlief}t sich die elektroneutrale Bindung von Glutamat in seiner anionischen Form
an (siehe 4.4.4. und 4.3.4.). Wahrend die bisher besprochenen Bindungsreaktionen auf der
extrazelluldren Seite schnell abliefen, stellt die Glutamat-induzierte Konformationsanderung

eine vergleichsweise langsame Reaktion mit < 1 ms dar (siehe 4.4.3.). Die folgenden el ektro-
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genen Natriumbindungsreaktionen hingegen sind wieder im schnellen Vorgleichgewicht und
fihren zum vollstandig beladenen Transporter. Mit diesem Zustand ist die Glutamat-indu-
zierte Anionenleitfahigkeit assoziiert, wobei angenommen wird, dass der Anionenfluss an die
Substrattrans okation gekoppelt ist. Diese Uberlegung beruht auf der Tatsache, dass unabhén-
gig vom Substrat bzw. der Wechselzahl das gleiche Verhéltnis zwischen Anionenstrom und
Glutamat-Transportstrom bestimmt wurde, wie im Fale von Glutamat und Aspartat (siehe
4.4.6.) bzw. Serin (Li et al., 2000). Die Substrattranslokation ist fir Glutamat mit einer Ge-
schwindigkeitskonstanten von kin ~ 300 s fiir den Transportzyklus nicht geschwindigkeits-
bestimmend (siehe 4.2.2.).

Auf der intrazelluléren Seite ist die Reithenfolge der Substratdissoziation nur in Bezug
auf Protonen und Glutamat untersucht worden. Kanner und Bendahan al's auch Otis und Jahr
schlugen vor, dass vor der Glutamatdissoziation alle bzw. mindestens ein Natriumion an die
intrazelluldre Seite abgegeben werden muss (Kanner und Bendahan, 1982; Otis und Jahr,
1998). Wie oben beschrieben, findet die Glutamatdissoziation vor der Protonendissoziation
statt (siehe 4.3.4.) und wird durch diese aufgrund der pK-Verschiebung des Protonakzeptors
um ~ 1,5 pK-Einheiten stark begiinstigt (siehe 4.3.4.). Die Affinitét von EAAC1 fur Glutamat
auf der intrazelluléren Seite ist daher im Vergleich zur extrazelluldren Seite 45fach reduziert.
Der Transportzyklus wird durch die Kalium-induzierte Relokation des Transporters vervoll-
standigt, wobel diese Reaktion elektrogen ist und beim Glutamattransport mit einer Ge-
schwindigkeitskonstante von 30 s den geschwindigkeits-bestimmenden Schritt darstellt (sie-
he 4.2.3.).

4.5.2. Vergleich der Ergebnisse von EAAC1 mit dem Na'-getriebenen Glucose-

transporter SGLT1

Der Na'-getriebene Glucosetransporter ist ein sekundar-aktiver Transporter, der den
elektrochemischen Gradienten von Na' fur die Glucoseaufnahme in die Epithelzellen des
Darms nutzt. Im Gegensatz zum EAACL, dessen Glutamattransport durch den Kotransport
von drei Natriumionen, einem Proton und dem Gegentransport von einem Kaliumion energe-
tisiert ist, werden beim SGLT1 pro Glucosemolekil nur zwel Natriumionen kotransportiert
(Kaunitz et al., 1982). Ebenso unterschiedlich sind die vorgeschlagenen Topol ogiemodelle fiir
SGLT1 mit 14 Transmembrandomanen (Turk und Wright, 1997) im Vergleich zu EAAC1 mit
8 Transmembrandomanen (siehe 1.1.2.), und wahrend EAACL eine Anionenleitfahigkeit
aufweist (sehe 4.1.2. und 4.1.3.), findet bei SGLT1 ein gerichteter Wassertransport statt (Loo
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et a., 1996). Dennoch besitzen beide Transportersysteme gemeinsame Eigenschaften, auf die
im Folgenden eingegangen wird.

Beide Transportproteine verfiigen tber eine Eigenladung < -1 ((Kessler und Semenza,
1983), siehe 4.2.3.) und die Relokation des Transporters ist elektrogen und stellt den ge-
schwindigkeits-bestimmenden Schritt im Transportzyklus dar ((Parent et al., 1992), siehe
4.2.3.). Die Substrat-abhangige Translokation hingegen findet in beiden Systemen nicht ge-
schwindigkeits-bestimmend statt (siehe 4.2.2.), ist aber im Falle von SGLT1 elektroneutral
wahrend bel EAACL positive Ladung in die Zelle verschoben wird (siehe 4.2.2.). Dartber
hinaus kann bei beiden Transportern eine Na'-abhangige Leckleitfahigkeit beobachten wer-
den ((Chen et al., 1997; Parent et al., 1992), siehe 4.4.1. und 4.5.1.), dieim Falle von EAACL1
allerdings noch mit einer zusétzlichen Anionenleitfahigkeit assoziiert ist (siehe 4.1.3.). Wei-
tere Gemeinsamkeiten sind die elektrogene(n) extrazellulare(n) Natriumbindungsreaktion(en)
((Hazama et al., 1997; Loo et a., 1993), siehe 4.4.1.) und die geordnete Bindung von Substrat
und Kosubstrat an den Transporter ((Chen et al., 1997; Parent et al., 1992), siehe 4.3.1., 4.4.2.
und 4.5.1.).

Na'-getriebene Transporter teilen damit viele gemeinsame Eigenschaften, die ein ver-
gleichendes Arbeiten ermdglichen und damit die funktionelle Untersuchung von Transportern

erleichtern.
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5. Zusammenfassung der Arbeit

In dieser Arbeit wurde der neuronale Glutamattransporter EAACL (Excitatory Amino
Acid Carrier 1), kloniert aus Rattenretina, in HEK- (Human Embryonic Kidney-) Zellen tran-
sient exprimiert und mit Hilfe der patch clamp-Technik elektrophysiologisch untersucht. Der
Glutamattransport ist gekoppelt an den Kotransport von drei Natriumionen und einem Proton
und den Gegentransport von einem Kaliumion. Damit werden pro Transportzyklus zwei posi-
tive Nettoladungen in die Zelle verschoben. Zusétzlich zum Glutamattransport verfugt der
EAACI1 Uber eine Glutamat-induzierte Anionenleitfahigkeit, die nicht thermodynamisch an
den Glutamattransport gekoppelt ist und besonders deutlich bel chaotropen Anionen (wie
SCN") in Erscheinung tritt. Eine weitere Funktion des Transporters ist seine Glutamat-un-
abhangige Leckletfahigkeit. Mit Hilfe von Ganzzellableitungen unter definierten ionalen
extra- und intrazellul&ren Bedingungen und bestimmtem Haltepotenzial erfolgte die Charak-
terisierung des Glutamattransporters von der extrazellularen Seite. Eine hohe Uberexpression
von EAACL in den HEK-Zellen, mit einer durchschnittlichen Dichte von ~ 4-10° Transporter
pro pm? Zellmembran, erlaubte zudem die Beschreibung des Transporters von der intrazellu-
laren Seite, durch Messungen am inside-out patch.

Stationdre Messungen an EAACL unter kontrollierten Spannungs- und ionalen Bedin-
gungen lief3en verschiedene Aussagen zu Uber 1) die Bindungsreihenfolge von Glutamat und
den kotransportierten lonen an den Transporter, 2) den Anteil der Anionenleitfahigkeit am
Glutamat-induzierten Gesamtstrom 3) die Abhangigkeit der Glutamat-unabhangigen Leckleit-
fahigkeit und der Glutamat-abhangigen Anionenleitfahigkeit von der Protonen- und Natrium-
konzentration und 4) die Identifikation des Ladungstragers beim EAAC1-assoziierten Leck-
strom. Bei den durchgefihrten vorstationdren Messungen handelte es sich meist um Substrat-
sprung-Experimente mit Hilfe der Laserpuls-Photolyse von aCNB-caged Glutamat. Damit
konnte 1) der geschwindigkeits-bestimmende Schritt im Transportzyklus ermittelt werden, 2)
Geschwindigkeitskonstanten verschiedener Teilreaktion im Transportzyklus von EAACL ab-
geschétzt werden und 3) die Spannungsabhangigkeit von Teilreaktionen identifiziert werden.
Die Kombination von stationaren und vorstationdren Messungen mit Hilfe der Laserpuls-Pho-
tolyse sowie die Kombination von Ganzzellableitungen und inside-out patches ermdglichte
damit eine umfassende kinetische Untersuchung der verschiedenen Funktionen von EAACL
und fuhrten zu dem im folgenden beschriebenen Transportmodell.

EAACL bindet auf der extrazelluldren Seite zundchst ein Natriumion, wobei die Natri-
umbindungsstelle im elektrischen Feld der Membran liegt (= 25-30 %). Dieser Na'-beladene
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Transporterzustand ist assoziiert mit einem Glutamat-unabhangigen Leckstrom, der von Anio-
nen getragen ist. Der Na'-Bindungsreaktion schliefit sich eine elektroneutrale Protonenbin-
dung an. Der apparente pK-Wert des Protonakzeptors in EAACL liegt bei =~ 8, sodass unter
physiologischen Bedingungen EAAC1 hauptséchlich in seiner protonierten Form vorliegt.
Die nachfolgende Glutamatbindung (Kp = 50 uM) ist ebenfalls spannungsunabhangig und er-
folgt mit einer Geschwindigkeitskonstanten von = 2:10'M s ™. Sie |6st eine elektroneutrale
Konformationsanderung aus, die in einem Zeitbereich von 0,5-1 Millisekunde stattfindet und
damit langsam ist im Vergleich zu den anschlieffenden elektrogenen Na'-Bindungsreaktionen.
Der vollstandig beladene Transporters trangloziert in einem spannungsabhangigen Prozess
(=~ 60-65 % des el ektrischen Felds) Glutamat Uber die Membran mit einer Geschwindigkeits-
konstanten von ~800s™* bei einem physiologischen Membranpotenzial von —80 mV. Der
Glutamat-Transportprozess ist mit der Glutamat-induzierten Anionenleitfahigkeit assoziiert,
wobei sich beim Glutamat-Einwartstransport ein Verhaltnis zwischen Transport- und Anio-
nenstrom (von SCN") von 1 zu 4 ergab, wahrend es beim Glutamat-Auswartstransport bei 1
zu 1,5 lag. Die Dissoziationsfolge auf der intrazelluldren Seite wurde nur fur den Protonen-
Glutamat-Kotransport bestimmt und war in umgekehrter Reihenfolge zur extrazelluléren
Seite. Verschiedene Mechanismen férdern auf der zytosolischen Seite die Dissoziation des
Glutamates, bzw. verhindern den Glutamat-Auswartstransport. So fiihrt die Anderung der Zu-
ganglichkeit des Protonakzeptors zur zytosolischen Seite zu einer Verschiebung des appa
renten pK-Wertes zu ~ 6,5. Damit liegt EAACL unter physiologischen Bedingungen auf der
intrazelluldren Seite hauptsachlich deprotoniert vor, was die Glutamatdissoziation fordert.
Ebenso ist die Affinitdt mit einem 45fach erhdhten Ky-Wert im Vergleich zur extrazelluldren
Seite stark herabgesetzt. Die Relokation des Transporters erfolgt nach der Bindung eines Ka-
liumions und stellt mit einer Geschwindigkeitskonstanten von ~ 100 s * (bei éinem Membran-
potenzial von —80 mV) den hauptséchlich geschwindigkeits-bestimmenden Schritt im Trans-
portzyklus dar. Bel der Relokation handelt es sich um einen elektrogenen Prozess (= 70-75 %
des elektrischen Felds), wobei negative Ladungstrager Uber die Membran verschoben werden.
Daher muss der Transporter Uber eine Eigenladung von < -1 verfligen. Daraus ergibt sich,
dass die zu transportierende Nettoladung von zwel positiven Ladungen pro Transportzyklus
auf zwei Reaktionsschritte verteilt ist.

Der neuronale Glutamattransporter EAACL verfugt damit Uber verschiedene Mecha-
nismen, den Transportprozess in Richtung Glutamataufnahme in die postsynaptische Nerven-
zelle zu fordern, entsprechend seiner physiologischen Aufgabe, die Glutamatkonzentration im

synaptischen Spalt gering zu halten.
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6. Anhang

6.1. Glutamatkonzentrations- und Spannungsabhangigkeit

Nach dem in Abb. 4.1 dargestellten Modell erfolgten Herleitungen zu den im Ergeb-
nisteil bestimmten Konstanten wie Ky-Werte und Geschwindigkeitskonstanten. Dabel wurden
die Gleichgewichtskonstanten fur den Ubergang zwischen Anionen-permeablen und nicht-
permeablen Zustand in der Ab- oder Anwesenheit von Glutamat als ®; und ®, bezeichnet.
Die Dissoziationskonstante Kp fur Glutamat an den Transporter ist der Quotient aus kg4 und Ky
und die Konzentration der Transporter unter Beobachtung wurde als[To] dargestellt.

Unter der Annahme, dass die Bindungs- und Dissoziationsschritte im Transportzyklus
sowie die Uberginge zwischen permeablen und nicht-permeablen Zustanden schnell sind,
kann das Modell in Abb. 4.1 as ein zwei-Zustands-Modell aufgefasst werden. Dabei wurden
die Zustande bei denen die Glutamat-Bindungsstelle von der extrazelluléren Seite zugénglich
sind zu einem Zustand A zusammen gefasst, wahrend die Zusténde bei denen die Glutamat-
Bindungsstelle von der intrazelluléren Seite zugéanglich ist (mit * gekennzeichnet) zu einem
Zustand B zusammen gefasst wurden. Der Ubergang zwischen A und B ist durch die Ge-
schwindigkeitskonstanten kyin und kiicx gegeben. Fir die Bestimmung des stationéren Stroms
ist damit nur noch die relative Besetzung des Glutamat-gebundenen Transporterzustands (Pys)
im angenommenen V orglei chgewicht entscheidend. Dieser Anteil ist gegeben durch:

) 8
e KM T0,)+ S 1a,) H

Fur den Transportstrom gilt (siehe 1.5.):

l stationar — [TO] e(Zhin % PTS khin ~ Zriick % kr‘uckj [2]

wobei der zeitliche Verlauf der Konzentrationen an [A] und [B] gegeben ist durch

[A] (t) = (k P[Toj K )(krUck +KpinPrs exp(— (khin Prs + Kriek )t)) [3A]
hin' TS ruck
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[B] (t) = (k P[Toj K )(khinPTS —KpinPrs exp(— (khinPTS + Krox )t)) [3B]
hin' TS ruck

und z,, die verschobene Ladung bel der Hinreaktion (3 positive Ladungen) und z die ver-
schobene Ladung bel der Rickreaktion (eine positive Ladung) darstellt. e ist die Elementar-

ladung.

Der Transportstrom im Flief3gleichgewicht ist damit gegeben durch:

. E
lstationér = Ze[To]ll khin KD(1+]/(D1)+ [S] (1+ ]/(DZ + khin/krUck) [4]

womit sich fur den Ky-Wert unter stationéaren Bedingungen folgende Formel ergibt:

K’\s/tlationér — KD(1+]7/(D1) [5A]
1+]/(D2 + khin/k

rick

Im Gegensatz dazu ist der Ky-Wert fir den transienten Spitzenstrom, der sich vor der Ein-
stellung des Flief3gleichgewichtes ergibt, wiederum allein abhangig von der Konzentration des
vollsténdig beladenen Transportersim Vorgleichgewicht (siehe Formel [1]):

K[\Sﬂpitze — KD(1+]/(D1) [SB]
1+1/®,

Dies gilt ebenso fur die Geschwindigkeitskonstante des Abfalls des transienten Stroms
Utapial, die der Summe der Geschwindigkeitskontanten fur die Hin- und Rickreaktion ent-

spricht:

) g
Yowa = g+ S vw,)

[6A]

riick
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Waéhrend fur den Transportprozess vereinfacht von einem zwei-Zustands-Modell aus-

gegangen werden kann, ist dies fur die Bildung des Glutamat-abhéngigen permeablen
Zustands TS (siehe Abb. 4.1) nicht moglich, da die Glutamatbindung und die Ubergange zu
den anionenleitfahigen Zustanden TS und T ungefahr gleich schnell erfolgen. Um nun den

Anteil der Transporter im Glutamat-abhangigen anionenleitfahigen Zustand TS im schnellen

Vorgleichgewicht zu bestimmen, wurde zur Vereinfachung angenommen, dass die Leck-

|leitfahigkeit und die Glutamattranslokation (knn) wahrend der Bildung von TS vernachlassigt
werden kénnen. Damit gibt es nur noch drei Zustande fur den Transporter, die sequentiell

durchlaufen werden, freier Transporter (T), Transporter mit Glutamat gebunden (TS) und

anionenleitfahiger Zustand TS. Die analytische Losung dieses Systems von Differentialglei-

chungen ergibt mit M = [S]k, +k 4 +k, + K,

Yo =57 MM =2, F i i, — k)| [68]

Enthalt die Versuchslosung Thiocyanationen ergibt sich nach der Besetzung der an-
ionenleitfahigen Zustande TS und T ein lonenfluss durch den Transporter. Dieser ist be-
stimmt durch die Wahrscheinlichkeit, dass der Transporter sich in den entsprechenden Zu-
standen befindet (P und P:) und durch den Anionenfluss durch einen einzelnen Trans-
porter (I einzer). Damit ergibt sich fur den Strom der Glutamat-induzierten Anionenleitfahigkeit
| A" und der Glutamat-unabhangigen Leckleitfahigkeit | -** unter der Annahme eines
Quasi-Kanal-Modells im stationdren Zustand:

| e = [TO] PTQ ’ Ieinzd und | e = [TO] PT ’ Ieinzd [7A’B]
mit  P_- S und [8A]
s ®2(KD(1+]/(I)1)+ [S] (1—{—]/(1)2 + khin/kr[]ck ))
P. < [8B]

T (Dl(KD(1+ ]/(I)l)+ [S]G'+]/®2 + khm/krmk ))
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sowie | gnze flr SCN™

[SCN ], ~[SCN 1, -exp (V")

! 1-exp(V')

=p_, -FV [9]

einzel

wobei P, _die Permeabilitét des Thiocyanations darstellt mit P - =y -RT-N, /F’[SCN"]
und V' das reduzierte Potenzial V'=FV/RT . F ist die Faradaykonstante, V das Haltepoten-

zial, R die Gaskonstante, T die Temperatur, N die Avogadrokonstante und y die Einzelkanal-
leitfahigkelt.

Aus der Forme fir | Amon

ergibt sich, dass die Ky-Werte fir den Transportprozess und die
Glutamat-induzierte Anionenleitfahigkeit identisch sind.

Die Spannungsabhangigkeit der EAACl-assoziierten Strome resultiert aus der

Spannungsabhéngigkeit von ki, und k. Dieseist gegeben durch:
khin = kr?m exp(— Z(SV '/ 2) [1OA]
kri]ck = krc[)]ck exp(z5V '/ 2) [108]

wobei ko, und k3

ruck

die Geschwindigkeitskonstanten bei einer Haltespannung von 0 mV sind,

zist die Zahl der verschobenen Ladung durch das elektrische Feld und 6 der Teil des elektri-

schen Feldes, der den Transl okationsprozess beeinflusst.

6.2. pH-Abhangigkeit

Fur die Bindungssequenz des Protons an den Transporter im Vergleich zum Glutamat
wurden verschiedene Modelle in Betracht gezogen: Die Protonenbindung erfolgt schnell oder
langsam vor der Glutamatbindung (THS, THS langsame Bindung), die Protonenbindung ist
nach der Glutamatbindung (TSH), das Proton bindet zuerst an Glutamat und anschlief3end an
den Transporter (SHT), Proton und Glutamat binden gleichzeitig an den Transporter (SHT-
sim.) und die Protonenbindung findet entweder vor oder nach der Glutamatbindung statt (THS
[ TSH).



Anhang 107

Fur die Herleitung der Konstanten Ky-Wert fir Glutamat unter stationdren Bedingun-
gen, Imax und 1/taprar Wurde angenommen, dass bei séttigenden Konzentrationen an Na™ und
K* die Wechselzahl des Transporters allein durch die Konzentration des vollstandig belade-
nen Transporters (drei Na', ein Proton und ein Glutamat) bestimmt ist und die Protonenbin-
dung, wenn nichts anderes vermerkt ist, im Vergleich zur Wechselzahl von EAACL schnell
stattfindet (schnelles Vorgleichgewicht).

M odell Km I max Vzapfan
THS KS!K H +[H“ = f ([H]) i'khin + Ky # F ([H])
[H] Ky +|S]

THS K<[H] [H]
langs. Bdg. [H]+KH “ +[H]

TSH K sK H [H] [H] 18 ke 4k, =f

o] e T T C R

SHT/ K SK H ) K Hs = ([H]) < [8—1 [S]'khin +Kya = F ([H])
SHT-sim R ] §
THS/TSH KSZ(KH +[H]) [H] [H] . S “Krin + Kigae = ([H])

[l ke ke/ks | [HrKrKe/Ks kn K= ) K S

KSl

Tabelle 6.1: Kinetische Gleichungen fir die verschiedenen Modelle zum Glutamat-Protonen-
K otransport. K® und K" sind die Dissoziationskonstanten fiir die Glutamat- bzw. Protonenbindung. Im Falle
einer Bindung der Substrate in beliebiger Reihenfolge (THS / TSH) steht K= und K* firr die Disso-
ziationskonstante des Glutamats vor bzw. nach der Protonenbindung. Sind K und K identisch, ist der Ky-
Wert pH-unabhéngig. Bei gleichzeitiger Bindung von Glutamat und Proton an den Transporter hat die ent-
sprechende Dissoziationskonstante K" die Einheit M2,

6.3. Na'-Konzentrationsabhangigkeit

Fur die Bindungssequenz der drei Natriumionen an den Transporter im Vergleich zum
Glutamat wurden verschiedene Modelle in Betracht gezogen: Alle drei Natriumionen binden
vor Glutamat (TNagS), der Glutamatbindung geht die Bindung von zwei oder eéinem Na’
voraus (TNa,SNa oder TNaSNa&), die Bindung aller drei Natriumionen erfolgt nach der Bin-
dung von Glutamat (TSNag) und die Bindung von Na" und Glutamat ist sequentiell aber in be-
liebiger Reihenfolge (TNagS/ TSNag).
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Fur die Herleitung der Konstanten Ky-Wert fir Glutamat unter stationdren Bedingun-
gen, Imax und Utapsar Wurde wie in 6.2. angenommen, dass bel séttigenden Konzentrationen
an K" die Wechselzahl des Transporters alein durch die Konzentration des vollstandig bela-
denen Transporters (drei Na', ein Proton und ein Glutamat) bestimmt ist und die Na'- und

Glutamatbindungsreaktionen im schnellen Vorgleichgewicht erfolgen.

M odell Kw | max Vtabai
TNasgS a 3 f((N
s s (KM N Frne gt 21 (NG
[Na]
TNazsNa. s KNa1/2+[Na] 2 K Ne3 [Na] [Na] . [S] k. k.. =f(IN
‘ [ [Na] J (KN%[Na}J KNG | KN g e T N
TNaSNa, < KNal+[Na] K Ne2rs 2 [Na] 2 [Na] 2 [S] _
K ( [Na] J.[KNaZB"’[Na]) [KNBZ/S-&-lNa]J (KNazl3+[Na]J .KM +[S]'khin+kruck*f ([Na))
TSNag (kW Y [Na] Y’ [Na ) (8] _
K ’[KNa+[Na]] [KNa+[Na]] [KNa+[Na]] : KM +[S]'khin+kru|:k =f ([Na])
has! N OB NN I
K™ +[Na] KM+[Na]) K, +[5] ™ T
TSNag

Tabelle 6.2: Kinetische Gleichungen fiir die verschiedenen M odelle zum Glutamat-Na'-K otransport. K®
und KNa gNaL gNaV2 kN2 yng KNS gind die Dissoziationskonstanten firr die Glutamat- bzw. Na'-Bindung,
wobei die Zahlen die entsprechenden Bindungsstellen vor und nach der Glutamatbindung angeben. Im Falle
einer Bindung der Substrate in beliebiger Reihenfolge (TNasS / TSNag) wurde angenommen, dass ale Disso-
Ziationskonstanten fur die drei Natriumionen und Glutamat gleich sind, unabhéngig zu welchem Zeitpunkt sie
an den Transporter binden. Damit ergibt sich, dass der Ky-Wert bei diesem Modell unabhangig ist von der
Natriumkonzentration.
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