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1. Einleitung

Glutamat besitzt eine Vielfalt von Funktionen in verschiedenen Organismen.
Glutamat ist eine Aminoséure, die zur Biosynthese von Proteinen bendtigt wird. Allerdings
ist es keine essentielle Aminosdure, d.h. Glutamat kann von den meisten Organismen
synthetisiert werden, dazu wird 2-Oxo-Glutarat aminiert, das aus dem Krebszyklus stammt
(Stryer 2002). Energetisch gesehen ist es deshalb sinnvoll Glutamat nicht de novo zu
bilden, sondern aktiv durch Transporter aufzunehmen. Glutamatspezifische Transporter
sind in einem grossen Spektrum von Organismen zu finden, sowohl in Bakterien als auch
im Verdauungssystem und Nervensystem von Vertebraten und Sidugetieren (Slotboom,
Konings et al. 1999). Funktionelle Untersuchungen haben ergeben, dass der
Glutamattransport in der Plasmamembran von S#ugetierzellen von Natriumionen (Na*) im
externen Medium und Kaliumionen (K*) im internen Medium abhiingig ist (Kanner and
Sharon 1978). Die Klonierung von drei Glutamattransportersubtypen aus Sdugetieren hat
die Erforschung der Funktionweise Anfang der 90er Jahre enorm vorangebracht (Hediger
and Welbourne 1999). Im selben Zeitraum sind die ersten Sequenzen von
Glutamattransportern aus Bakterien verdffentlicht worden, z.B. GLTT aus Geobacillus
stearothermophilus (Tolner, Poolman et al. 1992). Sequenzvergleiche der verschiedenen
Glutamattransporter zeigten Ahnlichkeiten, die gross genug waren, um diese
Glutamattransporter als eine eigene Proteinfamilie zu definieren, die sich erheblich von
anderen Transporterfamilien, wie der vesikuldren Glutamattransporterfamilie, unterscheidet
(Kanai and Hediger 2004). Die Suche nach Proteinen mit dhnlicher Sequenz hat neue
Mitglieder dieser Familie in Sdugetieren hervorgebracht (Hediger, Kanai et al. 1995).

Im Menschen und anderen Wirbeltieren ist Glutamat ist nicht nur fiir den Protein-
oder Energiemetabolismus von Bedeutung. Glutamat ist der wichtigste, erregende
Neurotransmitter des zentralen Nervensystems. In glutamatergen Synapsen beginnt die
Signaliibertragung mit der prasynatischen Fusion der, mit Glutamat gefiillten, synaptischen
Vesikel. Glutamat diffundiert durch den synaptischen Spalt und aktiviert dort
postsynaptische, ligandengesteuerte Glutatamatrezeptoren, vor allem ionotrope AMPA-
Rezeptoren (Alpha-amino-3-hydroxy-5-Methyl-4-isoxazolePropionic Acid), die einen
transienten Na'-Einstrom und somit ein exzitatorisches, postsynaptisches Potential
erzeugen, was zur Erzeugung eines Aktionspotentials fithren kann (Kandel 2000). Die
Rolle anderer Glutamatrezeptoren, z.B. des NMDA-Rezeptors (N-Methyl-D-Aspartat), ist
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differenzierter, denn dieser Rezeptor wird sowohl post- als auch préasynaptisch in Neuronen
exprimiert (Conti, Minelli et al. 1997). Er ist aber auch in Gliazellen zu finden (Salter and
Fern 2005). Neben ionotropen Glutamatrezeptoren gibt es  metabotrope
Glutamatrezeptoren, letztere verwenden second messenger, um lonenkanile zu 6ffnen oder
biochemische Reaktionen in Gang zu setzen (Anwyl 2006). Zur Beendigung des Signals
muss der Neurotransmitter aus dem synaptischen Spalt entfernt werden, aber Glutamat
kann weder chemisch abgebaut werden, wie z.B. Achetycholin, noch modifiziert werden,
wie z.B. Adrenalin. Darum ist Diffusion oder aktiver Transport die einzige Moglichkeit den
Neurotransmitter aus der Synapse zu entfernen (Kandel 2000). Diffusion ist unvorteilhaft,
da umliegende Synapsen durch das Glutamat aktiviert oder beeinflusst werden konnten (Li,
Sheng et al. 2005). Daher ist aktiver Transport eine Notwendigkeit um das Signal wirksam
zu beenden. Die Entfernung von Glutamat aus der Synapse hat aber auch eine schiitzende
Funktion fiir das Nervensystem. Glutamat wirkt, durch die Aktivierung von NMDA-
Rezeptoren und den durch sie verursachten Einstrom von Kalziumionen, toxisch, wobei
auch die Moglichkeit diskutiert wird, ob AMPA-Rezeptoren dafiir verantwortlich sein
konnten (Weiss and Sensi 2000). Es liegt daher nahe, dass es Krankheiten gibt, die mit
einer Fehlfunktion der Glutamataufnahme zusammenhédngen. Es sollen nur ALS, Chorea
Huntington, Schizophrenie oder Alzheimer genannt werden (Kanai and Hediger 2004). Bei
Schlaganfillen kann freigesetztes Glutamat durch Exzitoxizitit, die Peripherie schidigen.
Dieses Thema wird nochmals im Abschnitt 1.2.1. aufgegriffen. Abb. 1 zeigt schematisch

die Lokalisation der Transporter und die geschilderten Verhiltnisse in der Synapse.
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Abb.1 Verteilung und Funktion der Glutamattransporter und beteiligter Enzyme in der Synapse. Glutamattransporter sind
nicht auf einen Ort beschriankt und kommen auf allen beteiligten Zellen sowohl post- als auch priasynaptisch vor. GS steht
fiir Glutaminsynthetase und katalysiert die Umwandlung von Glutamat zu Glutamin in Gliazellen. Ubernommen aus

(Grewer and Rauen 2005).

1.1. Glutamattransporter in mehrzelligen Eukaryoten und im Nervensystem

Zur Zeit sind 7 Transporter bekannt, die zu den Na'-K*-abhiingigen Transportern
gehoren. GemidB der Nomenklatur, wie sie von Hediger zur Klassifizierung von
transmembrandren Transportern vorgeschlagen wurde, gehoren sie der SLC 1 Klasse an,
die neben den Glutamattransportern auch die Alanin-Serin-Cystein-Transporter und die
bakteriellen Glutamattransporter enthilt (Kanai and Hediger 2004). Diese Transporter
nutzen den Konzentrationsgradienten von Natriumionen, der iiber die Membran anliegt,
zum Glutamattransport, d.h. der energetisch ungiinstige Transport von Glutamat, entgegen
seines eigenen Konzentrationsgradienten, wird hauptsidchlich aus der freien Energie
gespeist, die im Natriumionenkonzentrationsgradienten gespeichert ist. Damit zihlen diese
Transporter zur Klasse der sekundir-aktiven Transporter (Kanner and Schuldiner 1987). Im

Endeffekt stammt die freie Energie aus der Hydrolyse von ATP, welche die Na'/K'-
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ATPase nutzt, um den Natriumionen- bzw. Kaliumionenkonzentrationsgradienten iiber die
Zellmembran aufzubauen (Lduger 1991). Spiter in diesem Kapitel wird ndher auf die
Transportstochiometrie der Glutamattransporter eingegangen.

Anfang der Neunziger wurden die cDNA-Sequenzen der Transporter von GLT1
(GLutamate Transporter 1) (Pines, Danbolt et al. 1992), GLAST (GLutamate ASpartate
Transporter) (Storck, Schulte et al. 1992), zeitgleich mit der Sequenz von EAACI
(Excitatory AminoAcid Carrier 1) (Kanai and Hediger 1992) kloniert. Zur Vereinfachung
der Nomenklatur der Glutamattransporter wurde ein System von Arizza (Arriza, Fairman et
al. 1994) vorgeschlagen, das alle humanen Transporter als EAAT (Excitatory AminoAcid
Transporter) kennzeichnet. Jedem Subtyp wird eine Zahl zugeordnet, EAAT1 (GLT1),
EAAT2 (GLAST), EAAT3 (EAACI1). Die spiter entdeckten Transporter EAAT4 und
EAATS wurden anlog dieser Nomenklatur benannt (Fairman, Vandenberg et al. 1995;
Arriza, Eliasof et al. 1997). Alle bisher erwihnten Transporter sind ausschliesslich fiir die
Wiederaufnahme von extrazellulirem Glutamat zustindig, fiir den Transport von
intrazellulirem Glutamat in die synaptischen Vesikel ist eine andere Transportfamilie
(vesikuldre Glutamattransporter, SLC 17, nach Hediger) zustindig, die keine
Sequenzhomologie zu den beschriebenen Transportern besitzt (Hediger, Romero et al.
2004).

Im folgenden Abschnitt werden die Subtypen der SLC1 Familie niher beschrieben.
EAATTI ist ein Transporter, der iiberwiegend in Astrozyten der verschiedenen Regionen des
Gehirn gebildet wird. Versuche mit knock-out-Miusen zeigten, dass die Abwesenheit
dieses Gens todlich fiir diese Mduse ist. Die Miuse erleiden epileptische Anfille, die
NMDA-Rezeptoren-induzierten Anféllen &dhnlich sind (Tanaka, Watase et al. 1997).
EAAT?2 ist ebenfalls ein gliales Protein, das iiberwiegend im Kleinhirn gefunden wird, es
kommt aber auch in der Retina und im peripheren auditorischen Nervensystem vor, wo es
homoostatische und damit neuroprotektive Funktionen besitzt (Storck, Schulte et al. 1992;
Hakuba, Koga et al. 2000). EAAT3 wird im ZNS und dort primér in Neuronen post- und
prasynaptisch exprimiert. Die Lokalisation ist breit gestreut, denn EAAT3 kommt im
Hippokampus, dem Kortex, Riechkolben, Striatum, Coliculus superior und im Thalamus
vor (Rothstein, Martin et al. 1994; Berger and Hediger 1998). Ausserhalb des ZNS konnte
der Transporter in der apikalen Membran der proximalen Tubuli der Niere und im Darm
nachgewiesen werden (Shayakul, Kanai et al. 1997). Die Entfernung dieses Gens aus dem

Mausgenom hat keine todlichen Folgen fiir das Tier, allenfalls eine vermehrte
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Ausscheidung von  Aminosduren, bzw. Glutamat, was die Bedeutung der
Glutamataufnahme fiir den Gesamtglutamathaushalt von Organismen unterstreicht
(Peghini, Janzen et al. 1997). Der EAAT3 Subtyp wird im Rahmen dieser Arbeit
eingehender untersucht. Durch Sequenzvergleiche mit Genen aus Datenbanken wurden
1997 zwei neue Subtypen identifiziert: Erstens EAATS, der ein gewebespezifischer
Transporter ist. Die Expression beschrinkt sich fast ausschliesslich auf die Retina, dort ist
dieses Protein der bedeutendste Glutamattransporter (Arriza, Eliasof et al. 1997). Zweitens
EAAT4, der genau wie EAATS gewebespezifisch ist und iiberwiegend im Kleinhirn
gebildet wird, genauer gesagt auf den Dendriten der Purkinjezellen. Es konnte gezeigt
werden, dass dieser Transporter in den Synapsen der Parallelfasern lokalisiert ist und dort
iiberwiegend postsynaptisch exprimiert wird (Nagao, Kwak et al. 1997). Uber die
Funktionsweise von EAAT4 ist bisher noch wenig bekannt, weshalb die Funktion dieses
Proteins im Rahmen dieser Arbeit genauer charakterisiert wurde.

Sowohl fiir EAATS3, als auch fiir EAAT4 sind Adapterproteine nachgewiesen, die
die Transporter mit dem Cytoskelett verbinden (Lin, Orlov et al. 2001). An EAAT4 binden
zwei Proteine, GTRAP48 (Glutamate TRansporter Associated Protein) und GTRAP41,
wihrend an EAAT3 nur ein bisher charakterisiertes Protein bindet, GTRAP3-18. Diese
Adapterproteine binden an die C-Terminale Region der Transporter und modifizieren die
Transporteigenschaften. Die Bindung von GTRAP41 und GTRAP48 an EAAT4 bewirkt
eine Zunahme der Maximalgeschwindigkeit (vmax) der Glutamataufnahme, jedoch bleibt die
apparente Affinitét fiir Glutamat, gemessen durch den Ky Wert gleich (Jackson, Song et al.
2001). Anders verhilt sich GTRAP3-18 bei EAATS3, denn es bewirkt eine Erniedrigung des
Ky. In dieser Arbeit soll iberpriift werden, ob diese Proteine die Kinetik der

Glutamataufnahme dieser Transporter beeinflussen (Lin, Orlov et al. 2001).

1.2. Physiologische Bedeutung der Glutamattransporter

In Gehirnzellen katalysieren Glutamattransporter den Transport von Glutamat vom
synaptischen Spalt in Neuronen und Gliazellen. Nach der vesikulidren Freisetzung von
Glutamat, kann die Konzentration in der Kletterfaser-Pukinjezellen-Synapse bis zu 9-12

mM ansteigen, wobei die Konzentration in anderen Synapsen kleiner (~ 1 mM) ist



(Clements, Lester et al. 1992; Wadiche and Jahr 2001). Um die normale Signaliibertagung
an glutamtergen Synapsen zu gewihrleisten, muss die stationdre, extrazelluldre
Konzentration (im Liquor cerebrospinalis) von Glutamat bei bei (0,3 + 0,2)uM und
weniger gehalten werden (Spreux-Varoquaux, Bensimon et al. 2002). Allerdings ist die
Aufnahmekapazitit fiir Glutamat von neuronalen Transportern beschrinkt. In den Synapsen
der Kletterfasern und Purkinjezellen, nehmen die postsynatisch exprimierten Transporter 22
% des freigesetzten Glutamats auf (Otis, Kavanaugh et al. 1997). In anderen Experimenten
konnte unter physiologischen Temperaturen gezeigt werden, dass >56% des Glutamat
aufgenommen werden kann. (Auger and Attwell 2000). Mit einer Umsatzrate von z.B. 30
s'l, fir EAAT3, (Grewer, Watzke et al. 2000) sind Glutamattransporter allerdings nicht
schnell genug, um Glutamats effektiv innerhalb eines synaptischen Ereignisses aus der
Synapse zu entfernen. Es ist daher unwahrscheinlich, dass es ausschliesslich die
Glutamataufnahme ist, die fiir die schnelle Beseitigung des Glutamats verantwortlich ist.
Eine mogliche Erkldrung liefert die Glutamat-Puffer-Hypothese. Im Hippocampus der
Ratte sind EAAT1 Konzentrationen von bis zu 8500 Molekiile/um® und 2300
Molekiile/um?® fir EAAT2 gefunden worden (Lehre and Danbolt 1998). Diese Menge ist
ausreichend, um den Grofteil der Glutamatmolekiile, 4000-5000 Molekiile pro Vesikel, zu
binden (Barbour and Hausser 1997). Die Affinitit zum Substrat ist fiir die
Pufferungshypothese ebenfalls von Bedeutung. Als Richtwert kann kann der Wert der
Michaelis-Menten-Konstante (Kj,) dienen. Im stationdren Zustand nimmt der Ky, je nach
Transporter Werte zwischen 7 uM (EAATI1) und 12 uM (EAAT2) ein (Wadiche and
Kavanaugh 1998; Grewer, Watzke et al. 2000; Bergles, Tzingounis et al. 2002). Allerdings
ist der Wert fiir Ky zeitabhéngig, denn zu Beginn ist die intrinsische Affinitit fiir Glutamat
gering (50-100 uM) (Grewer, Watzke et al. 2000; Bergles, Tzingounis et al. 2002). Mit
dem Wechsel des Transporter/Substrat-Komplexes in andere Zustinde innerhalb des
Zyklus’, in denen das Glutamat nicht mehr ab dissozieren kann, nimmt die
makroskopische, apparente Affinitit zu. Die Pufferkapazitidt der Transporter ist daher auch
zeitabhiingig. Die intrinsische Affinitit liegt zwischen den Werten, die fir die
glutamatgesteuerten, niederaffinen (K4 = 0,5-5 mM) AMPA-Rezeptoren und hochaffinen
(K4 = 1-5 pM) NMDA-Rezeptoren gefunden wurden (Grewer and Rauen 2005). Ein
zweites Charakteristikum fiir einen Puffer ist die Bindungsgeschwindigkeit von Glutamat.
Der Wert fiir die Geschwindigkeitskonstante der Glutamatbindung in EAATS3 betrigt 2-107

M's! bei 0 mV und Raumtemperatur. Bei einer Glutamatkonzentration im synaptischen
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Spalt von 1 mM, geschieht die Bindung daher innerhalb von 10-100 ps. Auch die
Dissoziation des Glutamats vom Transporter ist entscheidend fiir die Entfernung aus dem
synaptischen Spalt (Diamond and Jahr 1997). Die Dissoziationskonstante von EAAT3
ergibt eine Verweildauer des Glutamats von 500 us, das bedeutet, dass Glutamat lingere
Zeit festgehalten wird, wodurch die Diffusion von Glutamat aus der Synapse verzogert
wird (Grewer, Watzke et al. 2000).

Das von Neuronen aufgenommene Glutamat wird entweder direkt den synaptischen
Vesikeln zugefiihrt oder enzymatisch abgebaut. Das von Gliazellen aufgenommene
Glutamat wird entweder metabolisiert oder intrazelluldr durch die Glutaminsynthase in
Glutamin umgewandelt, in den Extrazelluldraum exportiert und gelangt mittels
Glutamintransportern in die Synapse der Nervenzellen, wo es durch die Phosphat-
aktivierte-Glutaminase wieder in Glutamat umgewandelt wird (Martinez-Hernandez, Bell
et al. 1977). Der Glutamin-Glutamat-Zyklus ist eine wichtige Quelle fiir Glutamat in
Nervenzellen (Rauen and Wiessner 2000).

Es ist bisher nicht viel tiber Kinetik der Glutamataufnahme durch EAAT4 bekannt.
Im Rahmen dieser Arbeit soll die Funktionsweise dieses Transporters nidher beleuchtet
werden. Zudem wird der Einfluss auf die Temperatur auf die Geschwindigkeit in EAAT3

untersucht und im Hinblick auf die physiologische Bedeutung diskutiert.

1.2.1. Pathologische Effekte des Glutamats

Die Glutamatkonzentration im Liquor cerebrospinalis wird sowohl durch die Blut-
Hirn-Schranke, als auch durch die Aufnahme von Glutamat durch Astrozyten bei 0,1 uM
gehalten, wobei iiber den genauen Wert diskutiert wird (Alfredsson, Wiesel et al. 1988;
Rothstein, Kuncl et al. 1991; Spreux-Varoquaux, Bensimon et al. 2002). Bestidndig hohe (~
I mM) Glutamatkonzentrationen sind gefidhrlich fiir Neuronen, da sie einen massiven
Zelltod verursachen. Die Griinde liegen in einer bestindigen Aktivierung der ionotropen
NMDA-Rezeptoren, im geringeren Malle auch AMPA-Rezeptoren. NMDA-Rezeptoren
sind auch fiir Ca** permeabel, die letzlich toxisch wirken. Die Hemmung der NMDA-
Rezeptoren geht mit einer Reduzierung des toxischen Effekts von Glutamat einher

(Strasser, Lobner et al. 1998). Aber nicht nur Neuronen sind durch Glutamat bedroht,
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sondern auch Gliazellen, doch ist der Tod dieser Zellen auf oxidativen Stress zuriick zu
fithren (Chen, Liao et al. 2000).

Wie in Abschnitt 1. erwidhnt gibt es mehrere Krankheitsbilder, an denen
Glutamattransporter beteiligt sind. Amyotrophe Laterale Sklerose (ALS) ist eine Krankheit,
die mit einem massiven Zelltod von Motoneuronen im Riickenmark einhergeht. Die Folge
ist Paralyse und letztlich der Tod des Patienten. In Patienten ldsst sich eine signifikante
Erhohung (~ 0,34 uM Glutamat) der Glutamatkonzentration im Liquor cerebrospinalis
festellen (Spreux-Varoquaux, Bensimon et al. 2002). An der Enstehung des Krankheitsbild
ist eine Mutation der Cu**/Zn** Superoxidedismutase 1 beteiligt, die mit der Anfilligkeit
von EAAT?2 gegeniiber Oxidation in Verbindung gebracht wird (Pedersen, Fu et al. 1998).
In einem ALS-Rattenmodell konnte demonstriert werden, dass ein Riickgang der
Glutamataufnahmekapazitit auf EAAT1 und 2 zuriick zu fiihren ist (Dunlop, Beal Mcllvain
et al. 2003). In sporadischen Féllen von ALS ist von einer Punktmutation berichtet worden,
die die Transportkapazitit von EAATI einschrinkt und zum Krankheitsbild beitridgt (Trotti,
Aoki et al. 2001). Einzelne Fille von ALS sind auf die verminderte Expression von EAAT2
durch fehlerhafte RNA-Prozessierung zuriick zu fithren (Lin, Orlov et al. 2001). Epilepsie
ist eine Krankheit, die direkt mit Glutamattransportern in Verbindung gebracht werden
kann, denn die kompetitive Blockierung von Glutamattransportern resultierte in einem
NMDA-Rezeptor getragenen Anfall (Demarque, Villeneuve et al. 2004). Eine kritische
Rolle haben neuronale Glutamattransporter bei einer Ischimie inne. Bei ausbleibender
Versorgung mit Sauerstoff bricht die Energieversorgung mit ATP und damit auch der
Natriumionengradient zusammen. In glutamatergen Neuronen ist die
Glutamatkonzentration hoher (~ 10 mM) als in Extrazellularraum, dadurch besteht ein
Konzentrationsgradient, der den Export von Glutamat aus der Zelle antreibt (Rossi, Oshima
et al. 2000). Die Transporter der Gliazellen sind dafiir nicht verantwortlich, da die
Glutamatkonzentration in Gliazellen im Vergleich dazu geringer ist. Die selektive
Blockierung von neuronalen Transportern konnte daher die Auswirkungen der Ischidmie

induzierten Exzitotoxizitit mindern.

1.3. Struktur und funktionelle Aspekte der Glutamattransporter
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Bei Glutamattransportern handelt es sich um Proteine, die in Eukaryoten eine Linge
von ~550 Aminosduren besitzen, in Bakterien sind die Proteine kiirzer (~420
Aminosduren). In Eukaryoten sind sie an mindestens einer Stelle glykosiert (Slotboom,
Konings et al. 1999). Die Erstellung eines Hydropathie-Plots der Aminoséduresequenz ist
eine Moglichkeit, die iiber die Transmembrantopologie Aufschluss geben kann, d.h.
wieviele Transmembrandoménen in einem Protein vorhanden sind (Lolkema and Slotboom
1998). Die Zuordnung von 6 vermuteten Transmembrandoméinen, in der N-terminalen
Region, ist aufgrund des Plots eindeutig (Grunewald, Bendahan et al. 1998; Seal, Leighton
et al. 2000). Die Topologie der C-terminalen Region ist wesentlich schwieriger zu
bestimmen. Diese Region ist besonders interessant, da der Vergleich der
Aminosduresequenz der einzelnen Transportersubtypen dort hochkonservierte Abschnitte
aufweist. Die weitergehende Untersuchung der C-terminalen Region erfolgte durch
Experimente mit Cysteinaustauschmutationen, in denen die Zugénglichkeit dieser Cysteine
durch verschiedenen Maleimidreagenzien, die sich z.B. in Grosse oder Ladung
unterschieden, getestet wurde (Grunewald, Bendahan et al. 1998; Seal, Shigeri et al. 2001).
Unterschiedliche Ergebnisse in Untersuchungen mit EAAT1 und EAAT? fiihrten zu zwei
verschiedenen Topologiemodellen: Im ersten Modell wurden 7 Transmembranhelices
vermutet, zwischen Helix 3 und 4 befindet sich eine grosse extrazelluldre Schleife (loop),
auf dem sich die Glykosylierungsstelle befindet. Im Anschluss an Helix 7 befindet sich eine
besondere Struktur, ein reentrant loop (RL), d.h. ein Bereich des Proteins, der sich in der
Membran befindet, aber die Membran nicht komplett durchspannt. Doménen dieser Art
sind als Selektionsfilter von Ionenkanilen bekannt (Hilber, Sandtner et al. 2001; Maser,
Hosoo et al. 2002). An den RL schliessen sich zwei Helices an, die auf dem extrazelluldrem
Teil der Membran zu liegen kommen (Seal, Leighton et al. 2000). Das zweite Modell
unterscheidet sich hinsichtlich der Folge und Zahl der RLs (Abb. 2 B). Der erste RL
befindet sich, intrazelluldr zwischen Helix 6 und 7; der zweite, extrazelluldre RL schliesst
an Helix 7 an. Nach dem zweiten RL folgt ein Verbindungsstiick (linker), das auf dem
extrazelluldren Teil der Membran aufliegt und der Helix 8 angeschlossen ist (Grunewald,
Menaker et al. 2002). In beiden Modellen befinden sich N-Terminus und C-Terminus im
Zytosol. Die RLs besitzen eine wichtige Funktion in der Bindung von Glutamat. Die
Markierung von EAAT3 am extrazelluliren Ende des zweiten RL mit einem
Fluoreszensfarbstoff  zeigt, dass nach der Bindung von Glutamat eine

Konformationsinderung erfolgt. Diese Strukturdnderung schliesst wahrscheinlich die
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Substratbindungsstelle vom extrazelluldren Raum ab (Larsson, Tzingounis et al. 2004). In
2004 ist die Struktur von GLTp,, eines bakteriellen Transporters, verdffentlicht worden
(Yernool, Boudker et al. 2004). Die Topologie, die sich aus der Struktur ergibt, zeigt, dass
das zweite beschriebene Modell die Topologie zutreffend vorausgesagt hat (Abb.2 A). Die
Auflosung (3,8 A) ist nicht ausreichend, um Aminosdure-Seitenketten genau definieren zu
konnen. Doch befindet sich in dem Originaldatensatz eine nicht erkldrbare Elekronendichte
zwischen den beiden RLs. In Abb.2 A (linke Seite) wurde Glutamat in diese Stelle
modelliert, was man als Gittermuster im linken Protomer (Pfeil), sehen kann. Im
Konturmodell (rechte Seite) ist Glutamat als Kalottenmodell dargestellt. Diese
Beobachtung passt zum Ergebnis, dass Aminosédure 447 in EAAT3 an der Bindung der y-
Carboxygruppe des Glutamats beteiligt ist (Bendahan, Armon et al. 2000). Bemerkenswert
ist die Tatsache, dass sich die vermutete Glutamat-Bindungsstelle relativ tief in der
Membran befindet. Der Balken in Abb.2 (links) zeigt die vermutete Position der Membran.
Ausserdem bildet der Transporter im Kristall ein Trimer (Abb.2 A rechts), was im
Gegensatz zu elektronmikroskopischen Daten von EAAT3 steht, die ein Pentamer fiir
wahrscheinlich  erschienen lieffen (Eskandari, Kreman et al. 2000). Neuere
elektronmikroskopische Daten mit EAATI1 scheinen die Moglichkeit eines Pentamers
ebenfalls auszuschlieBen. Allerdings ist auch keine Symmetrie zu sehen, wie sie bei einem
Trimer zu erwarten wére. Insofern kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich um ein

Multimer handelt, das mehr als drei Protomere besitzt (Raunser, Haase et al. 2005).
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Abb. 2 (A) Kristallstruktur von GLTpy, aus P. hirokoshii erstellt mit den Daten aus (Yernool, Boudker et al. 2004). Das
Protein formt ein Trimer im Kristall. Links Ein Monomer dieses Trimers ist als Cartoon dargestellt. In die vermutete
Glutamatbindungstelle ist Glutamat modelliert worden (Gitterdarstellung) was mit einem Pfeil markiert ist. Der
extrazelluldre RL (gelb) schliesst die Bindungstelle vom umgebenden Medium ab. Der Balken gibt die vermutete Position
der Membran an, oben ist extrazelluldr und unten ist intrazelluldr. Im Konturmodell eines anderen Protomers ist Glutamat
als Kalottenmodell gezeigt. Rechts Extrazelluldre Aufsicht eines Trimers, wie es im Kristall gefunden wurde (B)
Topologisches Modell von EAATI, vorgeschlagen von (Grunewald, Menaker et al. 2002) adaptiert aus (Grewer and
Rauen 2005), das durch Cysteinaustauschmutagenese gewonnen wurde. Die eingetragenen Aminoséduren kennzeichnen
Aminosdurereste, die fiir die Transportfunktion wichtig sind, wie Arginin 446, das an der Bindung des y-Carboxylations
von Glutamat wichtig ist. Ausserdem sind der intrazelluldire RL1, zwischen Helix 6 und 7, und der extrazelluldre RL2,

zwischen Helix 7 und 8 zu sehen.
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1.4. Elektrophysiologische Eigenschaften von Glutamattransportern

1.4.1. Stochiometrie

Eukaryotische Glutamattransporter nutzen den Na'-Konzentrationsgradient zum
Transport des Substrats (Kanner and Schuldiner 1987). Neben Na® wird auch K*
transportiert, wie Flux- und elektrophysiologische Messungen in Xenopus Oozyten zeigen
(Kanner and Sharon 1978). Allerdings wird K* in die entgegengesetzte Richtung wie das
Na" Ion transloziert (Zerangue and Kavanaugh 1996). Durch Klonierung und heterologe
Expression der Transporter, wurde es ermoglicht die genaue Stochiometrie des
Transportprozesses zu bestimmen. Gemdfl der Stochiometrie der Subtypen EAATI-3
werden drei Na*, ein Glutamat und ein Proton in das Zytosol und ein K" aus dem Zytosol
heraus transportiert (Klockner, Storck et al. 1993; Zerangue and Kavanaugh 1996; Levy,
Warr et al. 1998). Demnach ist der Gesamttransport elektrogen, da 2 positive Ladungen
nach innen verschoben werden (Kanai, Nussberger et al. 1995). Mithilfe dieser
Stochiometrie kann man den theoretisch moglichen Glutamatkonzentrationsgradienten iiber
die Membran durch eine modifizierte Nernst-Gleichung berechnen (Liuger 1991). Wendet

man die modifizierte Nernstgleichung auf alle im Zyklus beteiligten Ionen an, folgt daraus:

e A

V ist das Membranpotenzial, F die Faradaykonstante, R die Gaskonstante und T die
absolute Temperatur. Unter physiologischen Bedingungen ergibt sich ein mdglicher
Glutamatkonzentrationsquotient zwischen Zytosol und Extrazellulirraum von 10°
(Zerangue and Kavanaugh 1996). Ein Sonderfall tritt ein, wenn kein
Natriumkonzentrationsgradient iiber die Membran existiert und Glutamat intra- und
extrazelluldr in sittigenden Konzentrationen vorhanden ist. Die Transporter arbeiten dann

wie ein Austauscher, ohne einen Glutamatnettotransport (Watzke, Bamberg et al. 2001).
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1.4.2. Transportassoziierte Strome

1.4.2.1. Glutamatabhéiniger Anionenstrom

Bei der funktionellen Charakterisierung des EAAT4 Subtypen stellte sich heraus,
dass dieser Transporter eine aussergewohnlich hohe Leitfdahigkeit fiir Chloridionen besitzt
(Fairman, Vandenberg et al. 1995). Diese Anionenleitfdhigkeit wird durch die Bindung von
Glutamat an den Transporter aktiviert. Der Transporter verhélt sich daher einem
ligandengesteuerten Anionenkanal dhnlich, mit verschiedener Selektivitit in Bezug auf das
jeweils verwendete Anion. Die getesteten Anionen lassen sich in die folgende
Leitfahigkeitsreihe einordnen: SCN>NO3;>I'>Br>CI'>F, d.h. je unpolarer bzw. chaotroper
das Anion ist, desto groBer ist die Leitfdhigkeit (Fairman, Vandenberg et al. 1995; Billups,
Rossi et al. 1996; Melzer, Biela et al. 2003). Diese Eigenschaft macht man sich zu Nutze,
indem man CI" in Losungen durch NOs oder SCN™ ersetzt, um Anionenstrome besser
messen zu konnen (Eliasof and Jahr 1996; Watzke and Grewer 2001). Bei der
weitergehenden Uberpriifung dieses Phinomens konnte die Anionenleitfihigkeit fiir alle
eukaryotischen Glutamattransporter der SLC1 Familie nachgewiesen werden. Die Grosse
dieser Leitfidhigkeit ist fiir jeden Transporter spezifisch. Entsprechend der Leitfdhigkeit
kann man die Subtypen folgendermallen aufreihen: EAAT4/5>EAATI>EAAT3>>EAAT2
(Arriza, Eliasof et al. 1997). Der Anionenstrom ist nicht thermodynamisch mit dem
Glutamattransport verbunden und wird daher als ungekoppelt bezeichnet. Die
Glutamattransporter vereinigen deshalb Kanal- und Transportereigenschaften. In
Bipolarzellen der Retina, in denen EAATS exprimiert wird, wirken die Transporter eher als
hyperpolariserender Anionenkanal, denn als Transporter (Picaud, Grant et al. 1993). Im
Vergleich zu klassischen Ionenkanilen ist die Anionenleitfdhigkeit dennoch als gering
einzuschitzen. Die Leitfdhigkeit der Glutamattransporter in Stdbchenzellen der
Salamanderretina (-50 mV, 140 mM CI  intern) wurde durch die Rauschanalyse mit etwa
0,7 pS berechnet (Larsson, Picaud et al. 1996), in EAAT3 ist der Wert mit 0,3uS (bei 0 mV
und 140 mM SCN' intern) abgeschitzt worden (Grewer, Watzke et al. 2000). Dies ist z.B.
20-50 mal kleiner als die Leitfdhigkeit (g = 15 puS) eines anionenleitenden GABA,-
Rezeptors (mit den a;f;-Untereinheiten) (Farrant and Nusser 2005). In EAAT3 ist die
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Leitfdhigkeit an bestimmte Konformationen im Transportzyklus gebunden. Bevor der
Transporter in den maximalleitenden Zustand gelangt, miissen (mindestens) 2 Na® und
Glutamat gebunden sein. Dariiber hinaus miissen sich weitere leitfihigen Zustinde im Na'-
abhingigen Teil des Zyklus befinden, weil der Anionenstrom auch in Abwesenheit von
intrazellulirem K und Anwesenheit von extrazellulirem Na® vorhanden ist (Watzke and
Grewer 2001).

Uber die molekulare Ursache der Anionenleitfihigkeit herrscht Uneinigkeit. Zum
einen wird angenommen, dass das Chloridion denselben Pfad, wie die Substrate verfolgt
(Slotboom, Konings et al. 2001). Diese Moglichkeit ist nicht auszuschliessen, doch gibt die
Kfristallstruktur des Transporters keinen Hinweis darauf. Gegen dieses Modell spricht, dass
es moglich ist die Chloridleitfahigkeit durch Punktmutationen in der Sequenz zu
beeinflussen, ohne den Transport zu beeintrichtigen (Ryan, Mitrovic et al. 2004).
Ausserdem ist der Beginn des Anionenstrom und die Bindung von Glutamat zeitlich
voneinander abgesetzt, was dafiir spricht, dass Transport und Offnen des Kanals riumlich
getrennt ist (Watzke and Grewer 2001).

Eine zweite Moglichkeit, die diskutiert wird, zieht in Betracht, dass sich in der Mitte
des Tranportermultimers eine durchlissige Pore bilden konnte, in Analogie zu klassischen
Ionenkanilen. Dieser Vorschlag erhielt Auftrieb, nachdem elektromikroskopische
Aufnahmen des Transporters erschienen, die eine porendhnliche Struktur im Zentrum des
Multimers zeigten (Eskandari, Kreman et al. 2000). Diese Moglichkeit ist widerlegt
worden, da gezeigt werden konnte, dass die Anionenleitfdhigkeit eine intrinsische
Eigenschaft des Transportersmonomers ist (Grewer, Balani et al. 2005). Es ist daher
wahrscheinlich, dass der Anionenfluss in jedem einzelnen Monomer des trimeren
Proteinkomplexes stattfindet, aber dass die Anionen einen Weg durch das Protein
unabhingig vom Glutamattransportweg nehmen.

EAATH4 ist wie EAATS ein Transporter mit einer hohen Anionenleitfihigkeit, daher
ist es interessant die Kinetik und das kinetische Verhalten des Anionstroms unter

verschiedenen experimentellen Bedingungen zu bestimmen.
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1.4.2.2. Leckleitfihigkeiten

Vom Na'-abhiingigen Glukosetransporter ist bekannt, dass ein Na'-Fluss in
Abwesenheit des Substrates vorhanden ist, wenn man einen Na"-Konzentrationsgradienten
iiber die Membran anlegt (Umbach, Coady et al. 1990). EAAT]1 zeigt ebenfalls einen Na'-
Fluss, der glutamatunabhédngig ist und durch passiven Transport verursacht wird
(Vandenberg, Arriza et al. 1995). Es ist unklar ob dieser Ionenflu durch einen Na*/K*-
Austausch verursacht wird, oder durch eine Uniporter verursachte Aktivitit.

Ausserdem konnte in allen Subtypen ein Anionenstrom festgestellt werden, der auch
in Abwesenheit von Glutamat vorhanden ist. Diese Leitfdhigkeit ist von der Bindung von
Natriumionen abhiingig, denn ohne Natriumionen ist kein Leckstrom nachweisbar (Billups,
Rossi et al. 1996; Watzke and Grewer 2001). In EAAT4 ist diese Anionenleitfdhigkeit
eingehend untersucht worden und es scheint, als ob die Leitfdhigkeit spannungsabhéngig ist
(Melzer, Biela et al. 2003). Interessant ist, dass dieser Strom durch kompetitive Inhibitoren,
wie D,L-Threo-B-Hydroxyaspartat (TBOA) oder Kainat, gehemmt werden kann. Das
bedeutet, dass nicht alle Konformationen, in denen Substrate gebunden sind, zwangsldufig
anionenleitend sind. Dariiber hinaus bietet dieses Phinomen die Moglichkeit die apparente
Affinitit fiir den Inhibitor zu bestimmen und die Kinetik der Na+-Bindung (Grewer,
Watzke et al. 2000). In dieser Arbeit wird die Anionenleckleitfihigkeit ausgenutzt, um die
apparente Dissoziationskonstanten von Na" von EAAT3 und EAAT4 zu bestimmen. Fiir

EAAT4 ist diese Dissoziationskonstante bisher nicht bekannt.

1.4.2.3. Glutamat-induzierter Transportstrom

Aus der Stochiometrie des Glutamattransports folgt eine Ladungsverschiebung von
2 positiven Ladungen ins Zellinnere pro transportiertem Glutamat. Darum ist es moglich
einen Transportstrom, auch gekoppelter Strom genannt, zu messen (Brew and Attwell
1987; Kanai, Nussberger et al. 1995). Dieser Transportstrom ist einwérts gerichtet. Jedoch

kann der ungekoppelte Anionenstrom, vor allem bei hohen Membranpotentialen, den
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Transportstrom iiberlagern, weshalb man Bedingungen verwendet, bei denen keine
Anionen fliessen. Am einfachsten erreicht man das, indem man Anionen verwendet, die
den Transporter schlecht passieren konnen (Grewer, Watzke et al. 2000). Aufgrund der
langsamen Wechselzahl, z.B. von 30 s fiir EAATS3, ist eine hohe Expression (etwa 10° fiir
ein Signal von 1 pA) des Transporters notwendig, um den Transportstrom zu untersuchen
(Grewer and Rauen 2005). Bei Transportern mit einem geringeren Umsatz, ist die Messung
der Strome weit schwieriger, insbesondere in einem Zellkultur-Expressionssystem.
Dennoch ist die Untersuchung der Strome aufschlussreich, denn damit kann man die
elektrogenen Schritte im Transportzyklus ermitteln und untersuchen. Ausserdem ist die
Grosse des Transportstrom ein Indiz fiir die Transportgeschwindigkeit. Zudem ist der
Zusammenhang des Transportstroms mit der Anionenleitfahigkeit interessant. Dies gilt im
speziellen fiir EAATA4, der eine hohe Chloridleitfihigkeit besitzt, in dem aber kein grosser
Transportstrom messbar ist (Mitrovic, Plesko et al. 2001). Daher scheinen
Glutamattransportgeschwindigkeit und Grosse der Anionenleitfahigkeit negativ

miteinander zu korrelieren.

1.5. Transportmechanismus und kinetisches Modell

Im folgenden soll ein Uberblick iiber den Kenntnisstand des Mechanismus des
Transportprozesses bzw. des Transportszyklus gegeben werden. Das detaillierteste Bild
besitzt man vom Mechanismus der Subtypen EAAT3 und EAAT1 (Wadiche and
Kavanaugh 1998; Watzke, Rauen et al. 2000), ob diese Erkentnisse auch auf die andere
Transporter-Subtypen zutreffen, ist noch offen und die Uberpriifung dieser Fragestellung ist
ein Ziel dieser Arbeit. In Abb.3 sind die bisher identifizierten Teilschritte im
Transportzyklus aus Untersuchungen an EAAT3 aufgefiihrt. Das Proton, die Natriumionen
und Glutamat werden sequentiell gebunden, d.h. erst nachdem H* und Na* gebunden hat,
konnen die weiteren Substrate gebunden werden. Sowohl die Na'- als auch die
Glutamatbindung verlaufen, im Vergleich zu anderen Teilreaktionen, schnell. Wo genau
und in welcher Sequenz das Proton bindet ist noch unklar. Die pH-Abhingigkeit der
gemessenen Ladung-Spannungskurve sprechen weder fiir noch gegen die Bindung eines

Protons vor, bzw. nach, der Bindung des Na* (Larsson, Tzingounis et al. 2004). Nach der
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Bindung aller Substrate werden diese im Protein eingeschlossen (Bildung des occluded
state), vergleichbar mit der Na'/K'-ATPase (Lduger 1991). Es folgt eine
Konformationsinderung, an deren Ende die Glutamatbindungsstelle zum Zytosol hin
ausgerichtet ist. Es wird kontrovers diskutiert, ob die Substrate, die zuerst extrazellulidr
gebunden werden, den Transporter auch zuerst ins Zytosol verlassen. Nach der Dissoziation
der Substrate vom Transporter wird eine K*-Bindungsstelle frei. K* bindet an diese und
ermoglicht es dem Transporter in die Ausgangskonformation zuriickzukehren (Kanner and
Bendahan 1982). Dieser letzte Schritt ist in EAAT3 der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt (Grewer, Watzke et al. 2000; Bergles, Tzingounis et al. 2002; Larsson, Tzingounis
et al. 2004). Die elektrogenen Reaktionsschritte von EAATS3 sind iiber den ganzen Zyklus
verteilt, wobei die Bindung des ersten Natriumions nur fiir 20% der
Gesamtladungsverschiebung verantwortlich ist (Grewer, Watzke et al. 2000). Dies ist im
Gegensatz zum y-Aminobuttersdauretransporter GAT1, wo ein GroBteil der Elektrogenitit
mit der Bindung von Na* verbunden ist (Li, Farley et al. 2000; Bicho and Grewer 2005). Im
Schema der Abb.3 sind auch die Zustinde gezeigt, von denen angenommen wird, dass sie
fir den Na'-Leckstrom und die Anionenleitfiigkeit verantwortlich sind. Es muss

festgehalten werden, dass dieses Modell bisher nur in EAAT3 durch experimentelle Daten

T = W
I~ M1 ] il

Abb. 3 Schematische Darstellung des Transportzyklus von EAAT3. Dieses Modell zeigt, dass ein Natriumion (schwarze
Kreise) und Proton (schwarzes Dreieck) binden, bevor Glutamat (graues Oval) binden kann. Nach der Bindung entsteht
einen weitere Na*-Bindungsstelle, die auch besetzt wird. An die Translokation schliesst sich die Dissoziation von Na* und
Glutamat und dann des verbleibenden Na* und H* an. Zum Schluss bindet ein Kaliumion (schwarzes Quadrat). Die
anionenleitende Zustinde im Na* abhiingigen Teilzyklus sind grau unterlegt. Die gestrichelte Linie stellt eine Mdglichkeit

dar wie der Na*-getriebene Leckstrom zustande kommt; aus (Grewer and Rauen 2005).
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1.5.1. Methoden zur Messung der vorstationidren Kinetik

Die Untersuchung der Eigenschaften des stationédren (steady state) Stroms, bzw. die
Charakterisierung dieses Stroms ist wichtig, um Details des Transportprozesses zu
verstehen, wie z.B. dessen Abhiingigkeit von der Na" Konzentration. Allerdings wird der
stationdre Strom vom langsamsten Prozess innerhalb des Transportzyklus bestimmt, d.h.
alle anderen, schnelleren Teilschritte konnen daher nicht untersucht werden. Insofern ist es
notwendig Methoden anzuwenden, um vorstationdre (pre-steady state) Strome verfolgen zu
konnen, was problematisch ist, da einige dieser nicht-geschwindigkeitsbestimmenden
Teilschritte in der Regel sehr schnell verlaufen (Millisekunden bis Sub-Millisekunden
Zeitbereich). Eine Moglichkeit ist die schnelle Séttigung der Transporter mit Glutamat, um
die existierende, stationdre Verteilung von Zustinden zu storen. Die Transporter reagieren
darauf mit einer Relaxation in einen neuen stationidren Zustand, was mit einem transienten
Stromsignal einhergehen kann. Die Analyse der Relaxationskinetik gibt Aufschluss iiber
die Geschwindigkeit der vorstationdren Reaktionen. Ein einfacher Losungsaustausch ist
dafiir zu langsam, da Diffusion durch ungeriihrte Schichten und die Geometrie der Zelle
einen hinreichend schnellen Anstieg der Substratkonzentration an der Zelloberfliche
verhindern. Lediglich ein Losungswechselsystem mit einer Applikation des Substrats durch
Piezoelemente kommt dafiir in Frage (Bergles, Tzingounis et al. 2002). Die photolytische
Freisetzung des Glutamats ist eine Moglichkeit das Substrat augenblicklich anzubieten,
dazu werden photolabile Gruppen an das gewiinschte Substrat gekoppelt (Corrie, DeSantis
et al. 1993). Das aktive Substrat kann anschliessend durch Bestrahlung der geschiitzten
Substanz mit einem kurzen Laserblitz photolytisch freigesetzt werden. Mithilfe dieses
Verfahren wurden erfolgreich Teilreaktionen im y-Aminobuttersiuretransporter GAT1 und
im Glutamattransporter EAAT3 beschrieben (Grewer, Watzke et al. 2000; Bicho and
Grewer 2005). Zwei der in dieser Arbeit verwendeten photolabilen Gruppen sind die a-
carboxy-2-nitrobenzyl Gruppe (a-CNB) (Wieboldt, Gee et al. 1994) und 4-methoxy-7-
nitroindolin-Gruppe (MNI) (Canepari, Nelson et al. 2001). Bevor man eine Verbindung
verwenden kann, muss festgestellt werden, ob sie inert gegeniiber dem untersuchten Protein
ist. 0-CNB-caged-Glutamat (a-CNB-Glu) besitzt keine Wirkung auf AMPA-Rezeptoren,
doch wirkt dieselbe Verbindung auf NMDA-Rezeptoren als ein Inhibitor (Gee, Niu et al.
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1999; Maier, Corrie et al. 2005). Ausserdem muss die photolabile Verbindung
hydrolysebestindig sein, bzw. eine hinreichend lange Halbwertszeit haben. Bei einer
caged-Glutamatlosung mit einer Konzentration von 1 mM, konnen 1-3 % Hydrolyse die
Messung erheblich beeinflussen. o-CNB-Glu besitzt eine Halbwertszeit fiir die Hydrolyse
(tin) von 16 h (Wieboldt, Gee et al. 1994). Die Hydrolyse von MNI-Glutamat unter
physiologischem pH ist vernachlédssigbar, denn diese Verbindung ist so stabil, dass nach 6 h
bei 30°C und pH 12 erst die Hilfte hydrolysiert ist (Canepari, Nelson et al. 2001). Der
Extinktionskoeffizient einer vergleichbaren caged-Verbindung a-CNB-Carbamoylcholin (~
1500 M'em™ bei 343 nm) unterscheidet sich vom Extinktionskoeffizient des MNI-Glu
Analogon MNI-Acetat (~4500 M'cm™ bei 340nm). Sowohl die Freisetzungshalbwertszeit
von a-CNB-Glu (21 ps) und MNI-Glu (150 ns) als auch die Quantenausbeute der caged-
Verbindungen sind verschieden (Qg.cng-giu = 0,14 vs. Q mnrc = 0,085) (Wieboldt, Gee et
al. 1994; Papageorgiou, Ogden et al. 2005). Die Effizienz der Glutamatfreisetzung durch
Photolyse ist bei beiden Verbindungen relativ gering (10 — 20%), darum ist eine hohe
Energiedichte notig, um geniigend Glutamat zu erzeugen. Ein Laser bietet eine Moglichkeit
die Energie zur Verfiigung zu stellen. Durch den so erzeugten Konzentrationssprung war es
moglich vorstationidre Kinetiken in EAAT3 zu untersuchen. Das vorstationdre Signal in
Abwesenheit von Anionen besteht aus drei Komponenten, von denen die ansteigende Phase
den Reaktionen zugeschrieben werden, die die Bindung der Substrate beinhalten. Dieser
Phase folgen zwei abfallende Phasen, von denen die schnelle Phase die Bindung der
restlichen Na* beschreibt und die langsame Phase der Translokation zugeschrieben wird
(Grewer, Watzke et al. 2000). Um die Allgemeingiiltigkeit fiir andere Transporter zu
tiberpriifen ist es notwendig die Kinetik anderer Transporter zu untersuchen.

Eine Storung des steady state kann man auch in anderer Form verursachen, ndmlich
durch Spriinge des Transmembranpotentials. Diese Experimente wurden in verschiedenen
Na*-abhingigen Transportern, GAT1, dem Na'-abhéingigen Phosphattransporter (Na/Pi 2)
und Glutamattransportern durchgefiihrt (Forster, Hernando et al. 1998; Lu and Hilgemann
1999; Grewer, Watzke et al. 2000). Durch die Anderung des Transmembranpotentials
verandert man z.B die elektromotorische Kraft, die auf das Na* wirkt. Die
Ladungsbewegung, die durch die Bindung von Na® an bzw. die Dissoziation vom
Transporter verursacht wird, erzeugt einen kapazitiven Strom. Da diese Reaktionen
elektrogen sein konnen, konnen sie durch die Veridnderung des Membranpotentials

manipuliert werden. Diese Strome sind in GAT1 und EAAT3 nicht nachzuweisen, wenn
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das Substrat oder ein kompetitiver Inhibitor vorhanden ist, d.h. die Bindung diese Substrats
ist elektroneutral (Kanai, Nussberger et al. 1995; Lu and Hilgemann 1999). In der
vorliegenden Arbeit soll iiberpriift werden, ob und welche Reaktionsschritte von EAAT4
elektrogen sind. Dazu werden unter anderem Glutamatkonzentrationsspriinge und

Spannungsspriinge angewendet.

1.5.2. Einfluss der Temperatur auf den Transportprozess

Die Auswertung der Temperaturabhingigkeit des Verhaltens von Proteinen kann
wertvolle Informationen iiber die funktionellen Eigenschaften des Proteins geben. Man
erhilt thermodynamische Informationen iiber das Protein bzw. die katalysierte Reaktion des
Enzyms (Fersht 1999). Betrachtet man z.B. eine Ligandenbindungsreaktion, so @ndert sich
die Assoziationskonstante der Bindung mit der Temperatur, sofern die Reaktion von der
Temperatur abhingt. Die Temperaturabhéngigkeit der Bindungskonstante wird durch die
Bindungsenthalpie, AH, bestimmt. Geht man davon aus, dass sich die Bindungsenthalpie
im betrachteten Temperaturintervall nicht dndert, kann man die Daten mit Hilfe der
Reaktionsisobare nach van’t Hoff (Gleichung 20 im Anhang) auswerten (Gutfreund 1995).
Die Steigung der Regressionsgerade liefert die Bindungsenthalpie, dariiber hinaus kann die
Freie Enthalpie und die Entropie der Reaktion berechnet werden (Hammes 2000). Zur
Ermittlung der thermodynamischen Parameter wird hédufig die Kalorimetrie verwendet, da
man die, wihrend der Reaktion abgegebene oder aufgenommene, Wirme direkt messen
kann. Diese Technik wird z.B. bei Untersuchungen verwendet, bei denen die Denaturation
des Proteins oder die Bindung eines Liganden verfolgt werden soll (Weber and Salemme
2003). Jedoch schrinkt die Verfiigbarkeit von grosseren Mengen des Proteins diese
Methode erheblich ein. Jedoch sind seit kurzem Nanokalorimetriesysteme vorhanden, die
wesentlich geringere Proteinmengen erfordern (Torres, Kuhn et al. 2004).

Die Bindung eines transportierten Substrats an einen Transporter kann entweder
exotherm oder endotherm sein, d.h. das Substrat kann das Protein stabilisieren und den
Schmelzpunkt verschieben (Halsey, Mountcastle et al. 1977; Lepock, Rodahl et al. 1990).
Zum Beispiel stabilisiert Glukose die native Form des Glukosetransporter GLUT1, was

einen hoheren Schmelzpunkt zur Folge hat (Epand, Epand et al. 1999), auch das kovalent

23



gebundene Koenzym Retinal hat diesen Effekt auf Rhodopsin (Khan, Bolen et al. 1991).
Die Bindung von Glutamat wurde in zwei verschiedenen Proteinen kalorimetrisch
untersucht. In der Glutaminsynthetase ist die Bindung von Glutamat ein exothermer
Prozess, der mit einer Erniedrigung der Entropie verbunden ist (Ginsburg, Gorman et al.
1987). Die Bindung von Glutamat an eine heterolog-exprimierte Untereinheit des AMPA-
Rezeptors ist ebenfalls exotherm. Allerdings ist die Entropie positiv und die
Bindungsenthalpie temperaturabhingig, was auf eine komplexe Bindungsreaktion hinweist
(Madden, Abele et al. 2000). Als Beispiel kann die Berechnung der thermodynamischen
Parameter fiir die Bindung des MgATP-Komplexes an CFTR-Kanal (Cystic Fibrosis
Transmembrane  Conductance  Regulator)  genannt  werden, bei der die
Gleichgewichtskonstante aus der Offenwahrscheinlichkeit des Proteins berechnet wurde
(Aleksandrov and Riordan 1998).

Fir die Charakterisierung von Transportprozessen ist es interessant die
Temperaturabhingigkeit von  Geschwindigkeitskonstanten des  Transports oder
Teilreaktionen des Transports zu beobachten. Eine einfach zu bestimmende Grosse ist der
Qio, d.h. das Verhiltnis zweier Messgrossen, z.B. des Transportstroms, die mit einem
Temperaturunterschied von 10° C (bzw. 10 K) gemessen werden. Der Wert von Q;¢ kann
einem einen Hinweis auf die Natur der untersuchte Reaktion geben. Diffusionskontrollierte
Reaktionen zeigen meist eine geringe Abhéngigkeit von der Temperatur, daher bewegt sich
der zugehorige Qjo in einem Bereich von 1,1-1,5. Der Stromflufl durch einen gedffneten
Kanal, z.B. dem shaker-K*-Kanal, bewegt sich in dieser Grossenordnung (Rodriguez, Sigg
et al. 1998). Konformationsidnderungen von Proteinen erfordern das Losen und
Wiederherstellen von Wasserstoffbriicken oder Salzbriicken, daher ist der zugehorige Q1o
weitaus grosser als 1,5 (Hille 1992)(Bamberg and Lauger 1974)

Eine andere Moglicheit den Einfluss der Temperatur auf die Kinetik des
Transportprozesses zu  quantifizieren  erfolgt mithilfe der Messung der
Geschwindigkeitskonstanten von Teilreaktionen des Transportzyklus bei verschiedenen
Temperaturen. Die Temperaturabhéngigkeit von chemische, oder auch Proteinreaktionen,
wird im allgemeinen durch die Eyring’sche Theorie des aktivierten Komplexes beschrieben
(Eyring 1935)(sieche auch Anhang). Diese Theorie beschreibt die Bildung des
Ubergangszustand entlang der Reaktionskoordinate durch thermodynamische Parameter,
wie Aktivierungsenthalpie und ~entropie. Dadurch kann man Anhaltspunkte erhalten, was

bei der Bildung des Ubergangszustand  geschieht  (Gutfreund  1995).
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Konformationsinderungen von Proteinen zeichnen sich im allgemeinen durch hohe
Aktivierungsenthalpien aus (> 50 kJ/mol), wihrend die Substratbindung an Proteine oft
diffusionskontrolliert ist und mit kleinen Aktivierungsenthalpien (< 20 kJ/mol) einhergeht .
Der stationdre sekundidre Transport von Ionen oder hydrophilen Substanzen ist oft mit
hohen Aktivierungsbarrieren verbunden. So ist im Zuckertransporter SGLT1 die Bindung
von Na" mit einer hohen Aktivierungsenergie (~ 100 kJ/mol, Qo = 2,7-3,3) und daher einer
Konformationsinderung verbunden (Hazama, Loo et al. 1997). Im Fall der Ca**-ATPase ist
Ca®* Translokationsreaktion, also der E/E, Ubergang im Alberts-Post-Zyklus, mit einer
hohen Energiebarriere verbunden (~80 kJ/mol). Ausserdem wurde eine hohe
Temperaturabhingigkeit (Q0 = 3,63) der Enzymaktivitdt, d.h. des stationdren Stroms,
gefunden, wodurch man die Aktivierungsenergie des langsamsten Prozess im Zyklus erhélt
(Peinelt and Apell 2004).

In Glutamattransportern wurden bisher wenige funktionelle Untersuchungen bei
verschiedenen Temperaturen durchgefiihrt. Stationdre Transportstrome in Purkinjezellen,
zeigen einen hohen Temperaturkoeffizienten (Q;o = 3,24). Im Gegensatz dazu ist die
Energiebarriere  fiir die Aufrechterhaltung des Anionenstroms im  Bereich
diffusionskontrollierter Reaktionen (Attwell 2000). Der Q¢ fiir den Glutamat-induzierten
Anionenstrom in EAAT2 ist in derselben Grossenordnung, was ebenfalls fiir ein
Kanalmodell der Anionenleitfdhigkeit spricht (Wadiche, Arriza et al. 1995). Ausserdem
wurden vorstationdre Strome in Purkinjezellen in Bezug auf die Temperatur untersucht.
Interessanterweise ist die Translokation der Substrate nur mit einer geringen
Energiebarriere verbunden. Auch die Relokationsreaktion des Transporter ist nur wenig
sensibel fiir eine Temperaturidnderung (Bergles and Jahr 1998). Das wirft die Frage auf, wo
sich der/die Reaktionsschritt(e) im Zyklus befindet/befinden, die zur hohen
Aktivierungsenergie beitrdgt/beitragen. In dieser Arbeit soll die Temperaturabhingigkeit

des Glutamattransports von EAAT3 im Detail untersucht werden.
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1.6. Zielsetzung dieser Arbeit

Glutamattransporter spielen eine entscheidene Rolle in der glutamatergen
Transmission. Eine  grundlegende  Aufgabe der Transporter ist es, die
Glutamatkonzentration des Extrazelluldrraums im submikromolaren Bereich zu halten.
Beeintrichtigungen dieser Funktion gehen mit neurologischen Krankheiten -einher,
insbesondere ALS. Dariiber hinaus modulieren Glutamattransporter das postsynaptische
Potential, dies gilt in besonderem Mafe fiir den neuronal-exprimierten Subtyp EAAT4. Es
stellt sich die Frage, weshalb 5 verschiedene Proteine fiir eine gemeinsame Aufgabe
zustandig sind. Eine mogliche Antwort konnte eine Arbeitsteilung der verschiedenen
Proteine sein, darauf deutet die differentielle Expression der Subtypen hin, dies gilt im
Speziellen fiir die gewebespezifischen Glutamattransporter EAAT4 und EAATS. Daran
schliesst die Frage an, welche funktionellen Charakteristika eine Arbeitsteilung der
Glutamattransporter moglich machen. Die Transporter, die mit einem hohem Umsatz
arbeiten, sind gut charakterisiert, sowohl die stationdren Eigenschaften, als auch was die
vorstationdren Reaktionsschritte. EAAT1 und EAAT3 sind Transporter, die fiir die schnelle
Aufnahme von Glutamat optimiert sind. Allerdings ist die apparente Affinitit zu Glutamat
relativ gering und die Anionenleitfihigkeit ist ebenfalls niedrig. Dies steht im Gegensatz
zum Subtypen EAAT4, der eine hohe Leitfihigkeit aufweist und im Xenopus
Oozytenexpressionssytem eine hohe apparente Affinitit fiir Glutamat zeigt, aber einen
geringen Transportstrom aufweist. Im Rahmen dieser Arbeit soll EAAT4 néher in einem
Zellkulturexpressionssystem untersucht werden. Ziel ist es den Mechanismus des
Glutamattransports durch die Messung von Glutamat-induzierten vorstationidren Prozessen
zu untersuchen, die zu den beschriebenen Eigenschaften des Transporters fiihren.
Ausserdem richtet sich das Augenmerk auf die Untersuchung der ungewohnlich hohen
Anionenleitfihigkeit dieses Subtyps. Fiir die funktionelle Charakterisierung kommen
elektrophysiologische Methoden und schnelle kinetische Methoden zur Anwendung.
Schliesslich sollen die erhaltenen Ergebnisse mit Resultaten von anderen Subtypen

verglichen werden.
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Die Temperatur ist eine entscheidende Variable, die die Funktion von biologischen
Systemen beeinflusst, die aber in vielen Veroffentlichungen, in denen die Funktionsweise
des Glutamattransporters beschrieben wurde, vernachlédssigt wurde. Proteine reagieren zum
Teil dusserst sensitiv auf Temperaturdnderungen, wie sie z.B. bei Fieber auftreten.
Denaturierung ist nicht das einzige Phidnomen, was die katalytische Aktivitidt dndern kann.
Auch thermodynamische Eigenschaften, wie die Bindungskonstanten fiir Substrate, konnen
temperaturabhingig sein und die Reaktion beeinflussen, die vom Enzym katalysiert wird.
Ausserdem ist die Ermittlung der thermodynamischen Zustandsgrossen ein wichtiges
Hilfsmittel, um etwas iiber die Natur der katalysierten Reaktion zu erfahren. Fiir
Transportproteine im Speziellen lassen sich qualitative Aussagen dariiber machen, was
wihrend der Substratbindungs- oder Translokationsreaktion geschieht. Es ist durchaus
moglich, dass einzelne Reaktionen im Transportzyklus stark temperaturabhingig sind,
wihrend andere unabhéngig oder nur schwach von der Temperatur abhiingig sind. Diese
Tatsache wird nicht beachtet, wenn man die Transportaktivitit mit der RGT-Regel (oder
van’t Hoff’sche Regel) abschitzt. Diese Regel ist eine Faustregel, mit der die
Temperaturabhingigkeit einer Grosse abgeschétzt wird. Dazu nimt man an, dass bei einer
biochemischen Reaktion, die Produktmenge bei einer Erhohung der Temperatur von 10 K
um ungefihr das Doppelte zunimmt. Die funktionelle Charakterisierung von
Glutamattransportern erfolgte bisher meistens bei Raumtemperatur, d.h. es besteht eine
Temperaturdifferenz von mehr als 10°C zwischen der untersuchten Temperatur und der
Temperatur, bei der der Transporter physiologisch operiert. Es ist daher nicht klar, wie
schnell Glutamat bei 37°C iiber die Membran verschoben wird. Ausserdem konnen bislang
verdffentlichen Daten nicht erkldren, woher die hohe Aktivierungsenergie des langsamsten
Teilschritts im Transportzyklus kommt. In dieser Arbeit sollen diese Aspekte am Beispiel
des Glutamattransporters EAAT3 néher beleuchtet werden. Im Rahmen der Arbeit sollen
thermodynamische und kinetische Daten bei verschiedenen Temperaturen ermittelt werden.
Dazu wurde eigens ein Heiz-/Kiihlsystem entworfen und konstruiert. Dabei kommen
elektrophysiologische Methoden in Verbindung mit Substratkonzentrationsspriingen zum

Einsatz.

27



2. Material und Methoden

Fiir die elektrophysiologische Charakterisierung von EAAT4 und EAAT3 wurden
die Transporter heterolog in HEK Zellen exprimiert. In Abhéngigkeit von der externen und
intrazelluldren Losung wurden die Transporter in bestimmten Transportmodi untersucht
(Abb.4). Dabei konnte der einwirtsgerichtete Transportmodus (einwdrtsgerichtete
Transport ET) (Abb. 4 A) vom Austauschmodus (Homoexchange, HE) unterschieden
werden (Abb.4 B). Der HE war zuginglich, wenn Glutamat und Na" auf beiden Seiten der
Membran vorhanden waren, in der Abwesenheit von K*, sodass nur der Na* und Glutamat
abhingige Teil des Zyklus durchlaufen wurde. Im ET wird der komplette Zyklus
durchlaufen, wenn man extrazellulir Glutamat, Natriumionen (i.d. Badlosung) und
Kaliumionen intrazelluldr (i.d. Pipettenlosung) applizierte. In der Abwesenheit von
permeablen Anionen war der ET mit einem einwirtsgerichteten, stationdren Strom
(Transportstrom) assoziert. In der Anwesenheit von permeablen Anionen wird der
Gesamtstrom hauptsédchlich von Anionen getragen (Mitrovic, Plesko et al. 2001). Je nach
der Richtung der Anionenkonzentrationsgradient, handelte es sich um einen Auswirts-,
bzw. Einwirtstrom. Der GroBteil der Versuche dieser Arbeit wurden mit Thiozyanationen-
haltigen Pipettenlosungen (SCN’) und Chloridionenhaltigen Badlosungen durchgefiihrt,
was aufgrund des SCN -Gradienten, in einem einwirtsgerichteten Strom resultierte. Im HE
waren Natriumionen (140 mM) und Glutamat (10 mM) in der Pippettenlosung in
sittigenden Konzentrationen vorhanden. Wurde die Zelle mit glutamathaltiger Losung
perfundiert, fand kein Nettoglutamattransport statt. Das bedeutet, dass auch keine
Nettoladungsverschiebung stattfindet, sodass kein stationidrer Transportstrom zu erwarten
war (Grewer, Watzke et al. 2000). Der Transportmodus ermoglichte es die Teile des
Transportzyklus zu isolieren, die mit der Glutamatbindung und Translokation im
Zusammenhang stehen, sofern sie elektrogen sind. In EAAT3 wurden auch vorstationire
Strome gemessen. Der transiente Strom ist eine Summe der Strome, die durch die Bindung

von Glutamat und dessen Translokation entstehen.
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Einwartstransportmodus Homoexchangemodus

Aussen | + S = TS Na AussenT +S ~ TS Na'
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Abb. 4 zeigt ein schematisiertes Modell der untersuchten Glutamattransportsmodi. In A sind Kaliumionen vorhanden, d.h.

es kann der gesamte Zyklus durchlaufen werden. B In Abwesenheit von Kaliumionen kann nur der natriumabhénige

Zweig des Zyklus durchlaufen werden.

2.1. Molekularbiologie

Das Plasmid fir EAAT4-Expression wurde von Dr. S. Amara (University of
Pittsburgh) zur Verfiigung gestellt. Die cDNA des EAAT4 wurde in das Plasmid pCMV5
einkloniert. Das EAAT3-Konstrukt wurde von Dr. T. Rauen (Universitdt Osnabriick) zur
Verfiigung gestellt. Beide Plasmide erhalten einen Cytomegalie-Virus-Promotor (CMV-
Promotor) und eignen sich daher fiir die Expression in Sdugetierzellen.

Das erhaltene Plasmid wurde durch die Hitze-Schock-Transformation in E.coli
eingebracht. Fiir diese Methode wurden kompetente E.coli Zellen, d.h. Zellen, die in der
Lage sind Plasmid aufzunehmen, bei Stratagene gekauft. 15ul der Zellensuspension
wurden, nach dem Vermischen mit dem Plasmid, fiir 30 min auf Eis aufbewahrt. Danach
wurden die Zellen bei 42°C fiir 45 s inkubiert. Im Anschluss daran wurden die Zellen mit
700 uL NZY*-Medium (Fisher Scientific) versetzt und fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert.
200-350 pL der Suspension wurden auf eine LB-Medium-haltige Agarplatte (1% w/w
Agar) verstrichen. Am folgenden Tag konnten die Kolonien fiir die DNA-Priparation
angezogen werden. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte mit handelsiiblichen
Préparationskits im kleinen (5 mL Kulturvolumen) und mittlerem (50 ml Kulturvolumen)
MaBstab (Novagen). Zur Herstellung des Gels wurden 1% (w/w) Agarose im TAE-Buffer

gelost und in eine Form gegossen.
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2.2. Heterologe Expression

2.2.1. Zellkultur

Fir die Experimente in Zellkultur wurde die menschliche, embryonale
Nierenzelllinie 293 (HEK 293) (ATCC Manassa, USA) verwendet. Diese Zellline ist in der
Lage einen konfluenten, adherenten Zellrasen in Kulturschalen oder auf Deckglidser zu

bilden. Fiir die Passage der Zellen wurden die folgenden Losungen verwendet:

Waschlosung: Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) (Gibco, New York,USA)
Vollmedium: Dulbecco’s Modified Eagle Medium (4,5 g/L. Glukose, ohne Natriumpyruvat)
mit 10% fotalem Kalbsserum und Penizillin-Streptomyzin Losung (Gibco, New
York,USA)

Mangelmedium: Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Gibco, New York,USA)

0,005%-ige poly-Lysin oder Fibronectin Losung (Sigma, St Lois, USA)
Losung zum Disoziieren der Zellen: 0,25% Trypsin; 0,04 %
Ethylentriammintetraessigsdure (EDTA) in PBS (Gibco, New York,USA)

Sobald die Zellen einen konfluenten Rasen gebildet hatten, was nach etwa 3 Tagen
der Fall war, wurden die Zellen passagiert. Wegen der im Serum vorhandenen
Proteaseinhibitoren wurden die Zellen mit PBS gewaschen, nachdem das Medium entfernt
wurde. Anschliessend wurde die Trypsinlosung zugegeben. Unter dem Mikroskop wurde
der Zeitpunkt abgewartet, bis die Zellen begonnen hatten sich vom Untergrund abzulosen
(1-2 Minuten), dann wurde die Trypsinlosung entfernt. Zum vollstdndigen Abstoppen der
enzymatischen Reaktion wurde das Vollmedium auf die Zellen gegeben und durch
Klopfen/Erschiitterung wurden die Zellen vom Untergrund geldst. Durch wiederholtes
Pipettieren wurden die Zellen vereinzelt. Ein Teil der Suspension wurde dann in
Kulturschalen (Durchmesser 35 mm) verteilt, die mit Polylysin beschichtete Deckglédser
enthielten. Die Zellen wurden in einem Inkubator bei 37°C in einer 5%-igen CO,

Atmosphire aufbewahrt.
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2.2.1. Transfektion

Fir die hier durchgefiihrten Versuche wurden die Proteine transient exprimiert.
Neben dem Plasmid, das die Transporterprotein-cDNA enthilt, wurde ein Reporterplasmid
ko-transfiziert. Es handelte sich entweder um pGreenLatern (Gibco, New York,USA), das
das griinfluoreszierdende Protein (GFP) enthilt oder um dsRed (Clonetech) mit einem
rotfluoreszierenden Protein. Fiir die Transfektion wurden drei verschiedene Methoden
verwendet, die im folgenden kurz skizziert werden sollen.

Bei der Kalzium-Phosphat-Methode wird die DNA mit Kalziumapatitkristallen

koprizipiert. Fiir diese Methode wurden folgende Losungen verwendet:

2xBBS

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

Kalziumchloridldsung,

1,8 M CaCl, in H,O

Die Transfektion wurde einen Tag nach dem Ausplattieren der Zellen ausgefiihrt. Zunéchst
wurde das Vollmedium durch das Mangelmedium ausgetauscht. Nach einer Stunde
Inkubationszeit wurden 2 pg DNA (1,5 pg Transporter DNA und 0,5 pg des
Reporterplasmids) mit 25 pl Kalziumlosung, 75 pnL Wasser und 100uL BBS vermischt.
Diese Losung wurde eine Minute stehengelassen und anschliessend auf die vorbereiteten
Zellen gegeben. Die Kulturschalen wurden dann fiir 3 h in einem Inkubator bei 37°C und 3
% CO, aufbewahrt. Wihrend dieser Zeit bildete sich ein feiner Niederschlag, dessen
Korngrosse vom pH abhingt. Daher wurde genau auf den pH der verwendeten BBS Losung
geachtet (pH = 6,95). Nach Ablauf der 3h wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen
und mit frischem Vollmedium versorgt. Die Zellen konnten einen Tag spéter verwendet
werden.
Alternativ wurden zwei kommerziell erhiltliche Produkte verwendet, Fugene (Stratagene)
und Effectin (Qiagen).

Fugene konnte direkt den ausplattierten Zellen zugegeben werden. Dazu wurden
zunéchst 94 ul Minimalmedium vorgelegt und mit 6 pl der Reagenz vermengt. Nach 5 min

wurden, wie bei der zuvor erwéhnten Methode, 2 pg DNA (1,5 pg Transporterplasmid und
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0,5 pg des Reporterplasmids) zupipettiert und nach Inkubation fiir 15 min die Losung zu
den Zellen gegeben.

Fir die Effectin-Methode war es erforderlich die Zellen einen Tag vor der
Transfektion wachsen zu lassen. Fiir die Transfektion inkubierte man 1ug DNA (0,75 pg
Transporterplasmid und 0,5 pg des Reporterplasmids) mit 10 pl des Enhancers fiir 2 min.
Der Losung wurde 25ul EC-Puffer zugesetzt und dann wurde 5 min gewartet;
anschliessend wurde 12,5ul Effectin beigegeben. Nach einer Inkubationszeit von 10 min
wurde die Losung mit 500 uL. Minimalmedium versetzt und in die Kulturschalen mit den
Zellen pipettiert. Die Reaktion wurde nach 1 h 45 min durch Waschen mit PBS gestoppt,
danach wurde wieder Vollmedium in die Kulturschalen gefiillt. Zellen, die mit dem
EAAT4-Plasmid transfiziert wurden, zeigten eine hohe Mortilititsrate. Darum war es
erforderlich einen Inhibitor, D,L-threo-B-Benzyloxyaspartat (TBOA), zu verwenden, da das
Protein toxisch fiir Zellen zu sein scheint. Die TBOA-Endkonzentration wurde auf 10ug/ul
eingestellt.

Die Identifizierung der transfizierten Zellen erfolgte durch die Beobachtung der
Fluoreszenz mittels eines Mikroskops, und den geeigneten Filtersitzen (Omega Filters).
Die Anregung erfolgte bei einer Wellenlinge von 532 nm (dsRed) und 493 nm (GFP). Die

Emissionswellenldnge liegt bei 582 nm (dsRed) oder 505 nm.

2.3. Transportstrommessungen

2.3.1.1. Gerite und Software fiir patch clamp Ableitungen

Inverses Fluoreszenzmikroskop Axiovert25 Zeiss (Jena)

Mikromanipulator MNO-203; Narashige (London, UK)

Schwingungsgesteuerter Tisch Newport

Digitalisierung DigiData 1200; Axon Instruments/Molecular Devices
(Sunnyvale, USA)

Patch clamp Verstérker EPC-7; List-Medical-Electronic (Darmstadt)

Ventilsteuerung Valve Mate 8;Dagan Corp (Minneapolis, USA)
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Ventile Quetschventile General Valve Corporation (Fairfiel,

USA)

Pipettenzieher P-97; Sutter Instruments (Novato, USA)

Pipettenglas Bororsilikatglas, GC150TF; Havard Apparatus (Kent,
UK)

Laser Xe-HCl Excimerlaser MiniEX; Lambda Physik
(Gottingen)

Farbstoff 3,5 mM p-Terphenyl (PTP) in Dioxan Lambda Physik
(Gottingen)

Filter Graufilter, Andover Corp. (Salem, USA)

Thermometer Physitemp instruments (Clifton, USA)

2.3.2. Theoretische Grundlagen fiir elektrische Messungen

Die Voltage-clamp-Technik ist seit den 5S0er Jahren im Einsatz. Mit dieser Methode
misst man den Kompensationsstrom, der gemédfl des Ohm’schen Gesetzes nétig ist, um die
Zelle bei der gewiinschten Spannung (Kommandospannung) zu halten. Dazu bedient man
sich eines Operationsverstirkers, der ein abfallendes bzw. steigendes Membranpotential
durch Injektion von Strom kompensieren kann. Eine Veridnderung des Potentials tritt ein,
wenn sich die Leitfdhigkeit der Membran dndert. Abb. 5 zeigt ein vereinfachtes Schaltbild.
Bei kleinen Transmembranstromen, kann der Strom mit derselben Elektrode injiziert
werden, die auch die Spannung misst. Der Operationsverstirker ist parallel zu einem
Riickkopplungswiderstand (Ry) geschaltet. Besteht eine Differenz zwischen der gemessenen
Spannung (Upi,) und der Kommandospannung (Usn), antwortet der Operationsverstirker
mit einer Potentialinderung am Ausgang. Durch die Potentialdifferenz vor und hinter dem
Riickkopplungswiderstand fliesst ein Strom. Dieser Strom dient zum Abgleich der
Potentialdifferenz U,ip-Ugon . Mit der beschriebenen Konfiguration wird die Spannung vor
der Pipette kontrolliert. Im Rahmen dieser Arbeit ist die Patch-Clamp-Methode mit
Ganzzellableitungen (whole-cell-voltage-clamp) zur Anwendung gekommen, dabei wird
zundchst ein Teil der Zellmembran in die Spitze der Messelektrode eingesaugt. Die

Membran schliesst die Pipette vom Aussenmedium ab (seal), was mit einer Erhohung des
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gemessenen Widerstands, auch Sealwiderstand genannt, (0,5-1 GQ) einhergeht. Um in die
Ganzzellkonfiguration zu gelangen, wird die Membran unter der Pipettenspitze nach
Erreichen des Sealwiderstands durchbrochen. Eine genauere technische Beschreibung
befindet sich in 2.3.3.. Die zuvor erwihnte Potentialdifferenz U,-Uson entsteht
idealerweise durch den Abfall der Spannung iiber der Membran. Damit das Ergebnis nicht
verfilscht wird, muss der Eingangswiderstand des Verstirkers sehr viel groBer als der
Riickkopplungswiderstand sein, anderenfalls féllt die Spannung vor dem Verstérker ab. Da
sich bei der Aktivierung der Transporter der Membranwiderstand erniedrigt, kann auch ein
Teil der Spannung an Verbindung von der Pipette zur Zelle abfallen. Diese Verbindung ist
durch den sogenannten Serienwiderstand, Rs, charakterisiert. Der Serienwiderstand kann
eine Fehlerquelle fiir die Messung darstellen, wenn er zu gross wird. In den hier
vorgestellten Messungen war der Serienwiderstand im Bereich von 5-10 MQ . Der
Gesamtzellwiderstand nach Aktivierung der Transporter ist im Bereich von 200 MQ,
deshalb ist Rg 20-40 mal kleiner. Im Fall der Ganzzellableitung mit Transportern ist der
Serienwiderstand daher kein grosses Problem. Eine Serienwiderstandkompensation wurde
deswegen hier nicht verwendet. Fiir die Messung von kapazitiven Stromen wurde der
verstirkerinterne Kapazititskompensationsschaltkreis verwendet, der die Kapazitit der

Zellmembran kompensieren soll.

R
Operationsverstarker

/
Upip‘ K ‘ \
Pipette D+ +

UsoJI
Voltmeter
Zelle
_ Kommandospannung

CM == —R ‘l‘

Abb. 5 zeigt ein schematisches Schaltbild einer Whole-cell-patch-clamp Messanordung Es bedeuten: U,
Pipettenwiderstand; U, Soll-/Kommandospannung; R;  Riickkopplungswiderstand; Rg Serienwiderstand; Ry

Membranwiderstand; Cy; Membrankapazitit.
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2.3.3. Durchfiihrung der Ganzzellableitungen

Die Versuche wurden mit Glaspipetten durchgefiihrt, die einen Offnungswiderstand
von 2-5 MQ haben, was einem Pipettenspitzendurchmesser von etwa 1,5-2 pm entspricht.
Sowohl Mess- als auch Referenzelektrode sind Ag”AgCl—Elektroden. Die
Referenzelektrode wurde in ein separates Bad getaucht, das mit der NaCl-Badlosung befiillt
ist. Die Zusammensetzung aller verwendeten Losungen ist in 2.4. zu finden. Der Kontakt
mit dem MeBbad wurde durch eine Agarbriicke hergestellt, die mit der NaCl-Badlosung
und 1% (w/w) Agarose befiillt wurde. Die Agarbriicke war notwendig, um
Ubergangspotentiale zu vermeiden/verringern, wenn verschiedene Badlosungen, z.B.
solche mit und ohne Chlorid, verwendet wurden. Diese Art von Losungen beeintrachtigen
die Funktion der Ag || AgCl-Badelektrode. Die Elektrode basiert auf folgender
Gleichgewichtsreaktion Ag + CI' < AgCl + e. Bei einer Chlorid-freien Losung ist, bei
einem positivem Strom durch die Elektrode, die Hinreaktion nicht mehr moglich, d.h. es
fliesst kein Strom. Bei einem negativen Strom durch die Elektrode verliert die Elektrode die
AgCl-Beschichtung, da die Chloridionen abdiffundieren. Fiir die Messelektrode in der
Pipette wurde deshalb eine interne Salzbriicke verwendet, die es ermoglichte eine
chloridfreie Pipettenlosung zu benutzen (Abb. 6). Nachdem die Pipette befiillt und mit der
Halterung verschraubt wurde, wurde ein leichter Uberdruck angelegt, um die Spitze vor
Verunreinigungen zu schiitzen, wenn sie in die Badlosung getaucht wird. Sofern eine
Abweichung vom Nullpotential besteht, wurde sie abgeglichen, bevor sich der Zelle
gendhert wurde. Sobald man die Zelle mit der Pipettenspitze beriihrt hatte, bzw. sich nah
daran befand, wurde ein Unterdruck angelegt, mit dem die Membran an die Spitze gesaugt
wurde. Einen Rechteckpuls (5 mV fiir 5 ms) dient der Verfolgung der Bildung des seals.
Bei einem Widerstand von mehr als 200 MQ wurde die Membran unter der Pipettenspitze
mit einem Strompuls (0,5 V) durchsto3en. Zellen, die EAAT4 oder EAAT3 exprimierten,
besallen eine Leckleitfihigkeit fiir Anionen. In Experimenten, bei denen ein unendlicher
SCN™-Konzentrationsgradient iiber die Membran anlag, ist ein Leckanionenfluss
vorhanden, mit der Konsequenz, dass der Abdichtungswiderstand nicht grosser als 100-200
MQ werden konnte. Der Rechteckpuls erwies sich als niitzlich bei der Uberpriifung der
Unversehrtheit der Zellmembran. Bei hohen Widerstinden floss nur noch ein geringer
resitiver Strom zwischen Elektrode und Badlosung. Allerdings war ein grosser, kapazitiver
Strom messbar, der durch die Aufladung der Membran und Pipettenwand entstand. Die
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Zeitkonstante des kapazitiven Strom ist vom Widerstand und Kapazitit der Pipette bzw. der
Zellmembran abhingig (T = 1/RCgesame). Durchbricht man die Zelle, vergrossert sich die
Kapazitit um den Betrag der Membrakapazitit (Cy in Abb.5), die wesentlich grosser als
die Kapazitit der Pipettenwand ist, was sich in einer grosseren Zeitkonstante niederschligt.
Sobald man im Ganzzellmodus ist, wurde die Zelle bei 0 mV geklemmt, vom Deckglas
entfernt und vor den LosungsausflufB gebracht. Der genaue Aufbau des

Losungswechselsystems wird in 2.3.5.1 néher beschrieben.

A

Lichtleiter o

5 ‘!5” & Vorverstarker
. . Salzbriicke
Losung%zzufsuh; u V4 Referenzelektrode

HEK-Zelle

Badlésung Badlésun

Quetschventile Wasserbad

zur Flusssteuerung /

Abgeschlossenens
Kuhlsystem mit Kuhler

Ausfluss

Mischkammer

Abb.6 zeigt den schematischen Versuchsaufbau der patch-clamp-Experimente (A) Messanordnung bei einem

Photolyseexperimente. Zur Beschreibung siehe Text (B) schematischer Aufbau eines Versuchs bei dem die Temperatur
manipuliert wurde. Die Versuchslosungen fliessen durch Schlduche in die Mischkammer, wobei der Fluss durch
Quetschventile (griin) unterbrochen werden kann. Von der Mischkammer fliessen die Losungen durch einen Schlauch

zum Ausflufl dazwischen wird die Losung durch ein geschlossenes System (grau) gekiihlt bzw. aufgeheizt.
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2.3.5. Messprotokolle

2.3.5.1. Versuche mit Losungswechsel

In dieser Arbeit sollte die Funktionsweise von Glutamattransportern untersucht
werden, dazu war es notwendig Zellen mit einer glutamathaltigen Losung zu perfundieren.
Zu diesem Zweck wurde ein Aufbau konstruiert, mit dem es moglich war, einen schnellen
Losungswechsel  durchzufiihren. Die  entsprechenden  Losungen  wurden in
Eppendorfreaktionsgefdssen (1,5 ml) gefiillt und durch Schlduche mit einer Mischappartur
verbunden. Auf dem Schlauchsystem befand sich ein Uberdruck (~0,07mbar), der die
Losungen in die Mischapparatur driickte. Zwischen den Eppendorffgefissen und dem
Mischer war ein Ventil (General Valve Corporation), das den Schlauch quetschte und so
den Fluss unterbrach. Diese Ventile waren durch den Messcomputer steuerbar. Die
Mischapparatur ist ein Plexiglaszylinder mit 8 Bohrungen auf der einen Seite, die als
Eingénge fiir die Schlduche (Innendurchmesser 0,29 mm) dienten, durch die die Losungen
geflossen sind. Im Inneren des Mischers enden die Zufliisse in einem Volumen, das durch
eine Bohrung mit der Ausgang auf der anderen Seite des Zylinders verbunden ist. In die
Bohrung wurde ein Quarzrohr eingefiigt (0,8 mm Aussendurchmeser), das den Ausfluss
bildete, vor dem die Zelle platziert wurde. Das Quarzrohr war notwendig, da bei den
Photolyseexperimenten mit UV-Licht gearbeitet wurde was von Plastikteilen absorbiert
worden wiire.

Die zuvor beschriebene Konstruktion war geeignet die stationdren Strome bei
Raumtemperatur zu messen, konnte aber nicht zur Bestimmung der thermodynamischen
und kinetischen Eigenschaften von EAAT3 bei verschiedenen Temperaturen verwendet
werden. Es war daher erforderlich einen Kiihler/Heizung zu konstruieren. Dazu wurde eine
Plastikpipettenspitze einer 1 ml Eppendorff-Pipette verwendet. Die Pipettenspitze wurde
mit zwei Bohrungen versehen, eine moglichst weit vorn und die zweite so weit wie moglich
davon entfernt. In die beide Locher wurden Schlaucholiven (Durchmesser 2 mm)
eingepasst und verleimt, damit man den Zulauf von einem thermisch kontrollierbarem
Wasserbad durch die Pipettenspitze durchleiten konnte (Abb. 6B). An einem Ende der

Pipettenspitze wurde die Plexiglas-Mischapparatur so gefrést und eingepasst, dass sie dicht
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abgeschlossen hat. In den Ausgang des Mischers wurde ein Polyethylenschlauch gesteckt,
der lang genug war, um ihn durch die gesamte Pipettenspitze laufen lassen zukonnen. Am
Ende des Schlauchs wurde ein Quartzrohr eingesetzt. (0,8 mm Aussendurchmesser) Damit
der Wirmeaustausch nach dem Gegenstromprinzip funktionierte, wurden die Schlduche,
die vom Wasserbad kommen, so angebracht, dass die Durchlaufrichtung des temperierten
Wasser dem Losungsfluss entgegengesetzt war. Ausserdem war es notwendig das Messbad
zu temperieren, um dies zu realisieren wurde eine Kiihlschleife angefertigt und in das
Messbad gelegt. Die Kiihlschleife war in Reihe mit dem Wirmetauscher verbunden (nicht
in Abb.6 B gezeigt). Es konnte nicht davon ausgegangen werden, dass die am externen
Wasserbad eingestellte Temperatur, der Temperatur vor dem Ausfluss entspricht. Deshalb
muss die gesamte Apparatur geeicht werden, wozu ein Thermometer mit einer kleinen
Sonde benutzt (Durchmesser 0,011 inch/0,23 mm) wurde. Es wurde ein Mikromanipulator
verwendet, um die Sonde vor dem Ausfluss zu positionieren. Fiir die Eichung wurde die
korrespondierende Temperatur im Bad an der Position gemessen, in der auch die Zelle
positioniert wurde. In Abb. 7 sieht man die Eichgerade, aus der zu erkennen ist, dass die
Temperatur im Bad ein guter Pradiktor fiir die Temperatur am Ausfluss ist. Das einzige
Problem stellten Temperaturen < 10° C dar, da die Petrischale beschlug und die Sicht durch
das Mikroskop stark eingeschrinkt gewesen ist. Fiir die whole-cell Experimente wurde bei

3 kHz gefiltert und der elektronische Filter des Verstirkers verwendet.

40 -
25 ]
20
25 ]
20
15

104

Temperatur im Ausfluss in °C

A4

o T T T ‘ ‘ T T
0 5 10 15 20 25 30 35
Temperaturim Messbad in °C

Abb. 7 Eichgerade fiir die Temperaturexperimente. Man sieht, dass die Temperatur, die im Messbad gemessen wird,
perfekt mit der Temperatur im Ausfluss korreliert. Die Temperatur im Ausfluss und Messbad unterscheiden sich bei

extremeren Temperaturen stérker, als die bei mittleren Temperaturen.
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2.3.5.2. Spannungssprungexperimente

Im Fall dieser Experimente wurden Spannungsspriinge von -100mV bis 60mV in 20
mV Intervallen durchgefiihrt, von einem Haltepotential zwischen dem nichsten
Spannungssprung von 0 mV. Die untersuchte Spannung wurde fiir einen Zeitraum von 120
ms konstant gehalten. Zur Auswertung wurde die Differenz der Spannungssprung-
induzierten Strome in der Anwesenheit und Abwesenheit von Substrat gebildet. Diese
Subtraktionsmethode stellt sicher, dass unspezifische Stromkomponenten, wie sie z.B.
durch das kapazitive Aufladen der Membran hervorgerufen werden, eliminiert werden. Die
Aufzeichnungsrate betrug 100-20 kHz. Dasselbe Programm wurde verwendet, um TBOA
sensitive Strome zu messen. Bei diesen Experimenten wurden die, durch die Na* Bindung
hervorgerufenen, kapazitiven Strome ermittelt, nachdem die erhaltenen Signale in der
Anwesenheit von TBOA von denen, in der Abwesenheit von TBOA abgezogen wurden.
Fiir diese Versuche wurden die Kapazititen der Membran und der Pipette mit dem
verstirkerinternen Schaltkreis kompensiert. Die Daten wurden mit einer Frequenz von 25
kHz aufgezeichnet und mit 3-10 kHz gefiltert.

Eine  Alternative zu  Spannungsspriingen fiir die Bestimmung der
Spannungsabhéngigkeit von stationdren Stromen bilden sogenannte Spannungsrampen, d.h.
die Sollspannung wird wesentlich langsamer eingestellt, in dem verwendeten Protokoll
betrug die Zeit zum Erreichen der Sollspannung etwa eine Sekunde. Danach erfolgte der
Losungswechsel, der nach einer Zeit von etwa 8 s beendet wurde, gefolgt von der
Anderung des Potentials auf den Anfangswert von 0 mV. Die Aufzeichnung erfolgte mit

einer Rate vom 20 kHz.

2.3.6. Photolyseexperimente

Fiir die Messung von vorstationdren Stromen ist es notwendig innerhalb kurzer Zeit,
sittigende Substratkonzentrationen zu erreichen. Der Losungswechsel ist dafiir zu langsam,
daher wurde Glutamat mit einer photolabilen Schutzgruppe (caged-Glutamat) verwendet.
Es wurden zwei Verbindungen eingesetzt: a-Carboxy-o-nitrobenzyl- (a-CNB) (Molecular

Probes, Invitrogen) und 4-Methoxy-7-nitroindolinyl (MNI)-caged Glutamat (Tocris). Zur
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Verwendung wurden beide Verbindungen aliquotiert, dazu wurde die photolabile
Verbindung in Methanol aufgenommen und auf mehrere Eppendorfgefdle verteilt. Die
Aliquote werden bei -20°C aufbewahrt, nachdem das Methanol im Vakuum abgezogen
wurde. Die verwendeten Verbindungen sind hydrolysierbar, auch wenn MNI im Vergleich
zu CNB wesentlich stabiler ist. Trotzdem war es notwendig die Losungen vor jedem
Versuch frisch anzusetzen, dazu stellte man mit dem gewiinschten Puffer eine
Konzentration von ca. 0,5-1 mM caged-Glutamat ein. Obwohl die Quantenausbeute von
CNB-Glutamat grosser als die von MNI-Glutamat ist, ist die Freisetzung von Glutamat
durch MNI-Glutamat wegen des hoheren Extinktionskoeffizienten ein wenig grosser. Bei
beiden caged-Verbindungen werden in beiden Fillen nach der Photolyse sittigende
Glutamat Konzentrationen erreicht. Die Zellen werden mit der Losung etwa 2-4 sec, bei
geringer FluBrate (0,03-0,07 mbar) vorinkubiert. Wenige Millisekunden vor dem Lichtblitz
wird das Ventil, das den Ausfluss kontrolliert, geschlossen, damit das freigesetzte Glutamat
nicht weggespiilt wird. Die primire Lichtquelle stellt ein Xe/HCl Excimer Laser dar, der
eine Wellenldnge von 308 nm emittierte, was zu kurzwellig fiir die Photolyse ist. Die
gewiinschte Wellenldnge von 343 nm wurde einen Fluoreszensfarbstoff in Losung (3,5 mM
PTP in Dioxan) erzeugt, der sich am Ausgang des Lasers befand und durch Spiegel und
Linsen in eine Lichtleiterfaser (Quarzglas, Durchmesser 0,365 mm) gespeist wurde. Das
andere Ende des Lichtleiters endete wenige mm vor dem Losungsausfluf3 (siehe Schema in
Abb. 6), so dass die Zelle sowohl mit der Losung, als auch mit dem Laserblitz versorgt
wurde. Die Laserstirke wurde durch Justieren der Faser auf maximal 800 mJ/cm’
eingestellt und konnte mit Hilfe von Graufiltern (Andover Corp.) abgeschwicht werden,
um die Glutamatfreisetzung zu manipulieren. Die Eigenhydrolyse stellte ein Problem dar,
weshalb man das Signal kontinuierlich wéhrend der Vorinkubation im Auge behalten
musste. War eine Voraktivierung des Transporters zu erkennen, musste die caged-
Glutamatlosung frisch angesetzt werden. Die Konzentration des freien Glutamats wurde in

diesem Fall per Augenmal} abgeschitzt.

2.4. Losungen

KSCN Pipettenlosung

40



140 mM KSCN, 1 mM MgCl,, 10 mM EGTA [Ethylen-bis-(oxyethylennitrilo)-
tetraessigsdure], 10 mM HEPES [N-(2-Hydroxy-ethyl)-piperazin-N’-(2-ethansulfonséure)],
pH 7,3/KOH

K Chlorid-freie Pipettenlosung
140 Methansulfonat titriert mit KOH, 1 mM MgCl,, 10 mM EGTA, 10 mM HEPES, pH
7,3/KOH

KClI Pipettenlosung
140 mM KCl1, 1 mM MgCl,, 10 mM EGTA, 10 mM HEPES, pH 7,3/KOH

Homoexchange-Mode Pipettenlosung
140 mM NaSCN, 1 mM MgCl, 10 mM EGTA, 10 mM HEPES, 10 mM Glutamat, pH
7,3/NaOH

NaCl Badlosung
140 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 2 mMCaCl,, 10 mM HEPES
pH 7,3 / NaOH

NaSCN Badlosung
140 mM NaSCN, 2 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, 10 mM HEPES pH 7,3/NaOH

Na'-freie Badlosung
140 mM NMGCI (N-Methyl-D-Glucamin), 2 mM MgCl,, 2 mM CaCl,, 10 mM HEPES,
pH 7,3/NH,OH

Badlosungen mit verschiedenen Natriumkonzentrationen wurden durch Mischen der NaCl

und Na-freien Losungen hergestellt.

Substratlosungen:

Glutamat

100 mM Natriumsalz der D-Glutaminséure in entsalztem Wasser
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bei Versuchen ohne Na* wurde mit NHj titrierte Glutaminsiure verwendet.

Aspartat
100 mM D-Aspartat in entsalztem Wasser

Glutamat-Inhibitor

10 mM D,L-threo-B3-Benzyloxyaspartat (TBOA) in ensalztem Wasser

2.6. Datenauswertung

Zur Auswertung der Rohdaten wurde Clampfit 9.2 aus dem pClamp-
Programmpaket der Firma Axon Instruments verwendet. Die weitere Datenverarbeitung
wurde entweder mit Excel (Microsoft) oder Origin (Microcal Software) durchgefiihrt. Die
Zeitkonstanten aus den Photolyseexperimenten wurden mithilfe der Anpassung der Daten
an eine Exponentialfunktion erhalten, die bis zu 3 Gliedern enthielt

-t it

(1 :Ile[r‘]+lze[”]+l3e[“} ). Fir die Konzentrationsabhingigkeit der Strome in
Abhingigkeit  ihrer  Substrate wurden die Daten an die Hillgleichung

(1= [Substrat]'
Y [Substrat] + K"

) mit n = 1 angepasst. Die erhaltende Konstante entspricht der

Michaelis-Menten-Konstante (Kj/). Alle anderen Formeln und Modellvorgaben sind im

Anhang zu finden.

3.Ergebnisse

3.1. Expression und Glutamattransport in EAAT4

Die folgenden Versuche wurden durchgefiihrt um zu zeigen, dass EAAT4 in HEK-
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Zellen exprimiert werden kann und dass Glutamattransport nur in transfizierten, nicht aber
in Kontroll-HEK-Zellen stattfindet. Diese Versuche dienten zur Validierung des hier
verwendeten Expressionssystems.

Es musste zunichst iiberpriift werden, ob HEK-Zellen Glutamattransporter endogen
exprimieren. Die im folgenden Abschnitt gezeigten Experimente wurden von P. Balani und
T. Rauen and der Universitdt Miinster durchgefiihrt und freundlicherweise fiir diese Arbeit
zur Verfliigung gestellt. Die Untersuchung mittels Western-Blot zeigte, dass in nicht-
transfizierten Zellen kein EAAT4 nachweisbar war (Abb. 8 A Spur 1). Im Gegensatz dazu
zeigten EAAT4-transfizierte Zellen eine Bande bei 65 kD (Abb.8 Spur 2), die EAAT4
entspricht. Schitzt man das Molekulargewicht anhand der Aminosiduresequenz ab, ergibt
sich ein Molekulargewicht von 56 kD, daher ist es wahrscheinlich, dass das Protein in
glykosylierter Form vorlag. Die Lokalisation des Transporters in der Zelle wurde durch
immunzytochemische Methoden untersucht. In Abb.8 B kann man sehen, dass neben Teilen
des Zytoplasmas auch der Grenzbereich zwischen den Zellen eine positive Immunoreaktion
zeigte. Dies ist ein starkes Indiz fiir die membranstidndige Lokalisation des Transporters.

Die Funktionalitit von rekombinant-exprimiertem EAAT4 wurde mittels eines
Transportassays mit radioaktivem Glutamat iiberpriift (Abb.8 C und D). Dafiir wurden
Zellmembranen einer permanent EAAT4-exprimierenden Zelllinie zu Vesikeln verarbeitet
und die Vesikelsuspension mit radioaktivem L-[3H]-Glutamat inkubiert. Anschliessend
wurde die Glutamataufnahme in die Vesikel gemessen. Der Transport fand statt, wenn 140
mM Natriumionen in der externen Badlosung vorhanden waren (Abb. 8 C). Ersetzte man
die Natriumionen (Abb. 8 C, gefiillte Kreise) der externen Losung durch 140 mM
Kaliumionen (ausgefiillte Dreiecke), ging dies mit einer Verringerung der
Transportaktivitit, um mehr als 50%, einher. Die Abhiéngigkeit der Geschwindigkeit des L-
[3H]-Glutamattransports von der Glutamatkonzentration (Abb. 8 C und D) wurde mithilfe
der Michaelis-Menten-Gleichung beschrieben. Die erhaltene Michaelis-Menten-Konstante
(Ky) mit dem Wert 2,5 0,7 uM (n > 4) bestitigt publizierte Ergebnisse aus dem
Oozytenexpressionssytem (Fairman, Vandenberg et al. 1995; Mitrovic, Plesko et al. 2001).
Wihrend der Kj, unabhédngig von der Expression des Transporters ist, ist die maximale
Geschwindigkeit (Vmax) von der Anzahl der Transporter in der Membran abhiingig, die von
der Expressions- bzw. Transfektionseffizienz beeinflusst wird. Aus diesem Grund variierte
die Geschwindigkeit der Glutamataufnahme bis zu einem Faktor von 10 zwischen

einzelnen Experimenten. Vergleicht man vp,x aus EAAT4 mit den Werten, die fiir die

43



Subtypen EAATI-3 erhalten wurden, so stellte man eine 100-fach langsamere
Geschwindigkeit der Glutamataufnahme fest. Auch der Kj, fiir Glutamat von EAAT4 war
um das Zweifache geringer als in den anderen Subtypen. In vielen, der in den folgenden
Abschnitten durchgefiihrten, Versuchen wurden Thiozyanationen (SCN") als stromtragende
Anionenspezies verwendet. Bet SCN™ handelt es sich um chaotropes Ion. Es ist darum nicht
auszuschliessen, dass es die Funktion des Transporters beeinflusst. Zur Uberpriifung wurde
deshalb ein weiteres Transportexperiment durchgefiihrt, in dem gleiche SCN—
Konzentrationen (140 mM [SCN']) auf beiden Seiten der Membran vorhanden waren. Es
zeigte sich, dass der vp,x um etwa den Faktor 3 grosser war, wenn SCN™ anwesend war,
wobei der Ky unverédndert blieb. SCN™ scheint den Transporter zu stimulieren, ohne die
apparente Affinitdt zu dndern.

Abschliessend kann festgestellt werden, dass HEK Zellen als Expressionssystem fiir

die Untersuchung von EAAT4 geeignet waren.

Abb.8 Proteinexpression und funktionelle
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durch heterolog exprimierten EAAT4. Die Aufnahme von 1 pCi I-[?H]Glutamat wurde innerhalb der angezeigten
Zeitintervallen  gemessen, unter Verwendung Membranvesikelpriparationen von HEKgaap4 mit  einer
Gesamtproteinmenge von 20ug pro Zeitpunkt. Das externe Medium enthielt 150 mM NaCl (Kreise) oder 150 mM KCI
(Dreiecke). Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung an (n > 4). (D) Kinetische Eigenschaften der 1-
[PH]Glutamataufnahme in HEKgaara Membranvesikelpriparationen. Die Aufnahmegeschwindigkeit (in pmol
Glutamat(min-mg Protein)’ ) wurde bei steigenden Konzentrationen von unmarkiertem Glutamat gemessen, bei einer
Vesikelproteinkonzentration von 40pg. Proben wurden in dem linearen Zeitbereich der Glutamataufnahme genommen (15
und 30 s). Die Daten reprisentieren eine Anpassung an die Michaelis-Menten-Gleichung. Die K}, und v,,,, Werte wurden
von einem Lineweaver-Burk-Auftragung der Gleichung erhalten und repridsentieren den Mittelwert =+
Standardschitzfehler. Alle Abbildungen und Versuche wurden von Thomas Rauen und Ponam Balani durchgefiihrt und

freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

3.2. Eigenschaften von stationdren Stromen in EAAT4

Als erstes sollte EAAT4 unter Bedingungen untersucht werden, in dem sich der
Transporter im FlieBgleichgewicht, im weiteren auch steady state oder stationédrer Zustand
genannt, befand. Ganzzellableitungen von EAAT4 transfizierten HEK-Zellen (HEKgaat4)
zeigten einen Einwiértsstrom, fiir die Dauer der Applikation einer glutamathaltigen Losung.
Dieser Einwirtsstrom wurde durch den Ausstrom von SCN” Ionen hervorgerufen (KSCN-
haltige Pipettenlosung). Der Maximalstrom im steady state wurde innerhalb von 80 ms
erreicht. Der Betrag des Einwirtsstroms war von der Glutamatkonzentration abhéngig und
konnte durch die Michaelis-Menten-Gleichung beschrieben werden (Abb. 9 A). Der Ky
Wert wird im folgenden synonym mit der apparenten Dissoziationskonstante fiir Glutamat
verwendet, im Gegensatz zu der intrinsischen Dissoziationskonstante Ky. Der Wert des
erhaltenen Kj,betrug 0,6 uM + 0,1 uM (n = 7) bei 0 mV. Dieses Ergebnis zeigte, dass der
Transporter Glutamat mit einer hohen Affinitdt bindet, bzw. transportiert. Dies bestitigt
Resultate aus dem Xenopus Oozyten Expressionssystem (Fairman, Vandenberg et al. 1995).

Durch EAAT4 getragene, stationdre Strome sind eine Summe aus drei

Komponenten, die in den néchsten Kapiteln getrennt voneinander untersucht wurden.
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Abb. 9 Stationdre Transporteigenschaften von
EAAT4 im Vergleich zu EAAT3 (A)
Glutamatkonzentrationsabhéngigkeit der
EAAT4 Ganzzellstrome. Die externe [Na']
betrug 140 mM bei pH 7,3. Die Strome wurden
gegeniiber dem Strom bei 10uM Glutamat
normalisiert. Die Hillgleichung (Hillkoeffizient
= 1) wurde an den Datensatz angepasst, der Ky,
= (0,6 £ 0,12)uM. (n =7) (B) Beispiel einer
Einzelmessung  des

EAATS3 (links) und EAAT4 (rechts), der durch
50uM bzw. 5 uM Glutamat (markiert durch

Transportstroms  fiir

Balken) bei 0 mV ausgelost wurde. (C)

Statistische Analyse des Transport- und
Anionenstrom (linke Ordinate) und der
Glutamataufnahmegeschwindigkeit (rechte

Ordinate) durch HEK293-Zellen, die EAAT4
bzw. EAAT3 exprimierten . Die Unterschiede
zwischen EAAT4 und EAAT3 in der
Stromamplitude oder
Aufnahmegeschwindigkeit wurden nicht durch
Unterschiede in der Expression verursacht.
Entsprechend der Analyse von vorstationédren
Daten wurde die mittlere Anzahl der
Transporter in der Membran von HEK293 (2,0
+ 1,2)-10° fiir EAAT4 und (3,0 + 0,2)-10° fiir
EAAT3 abgeschitzt. Die Anionenstrome
wurden in der Anwesenheit von intrazelluldrem

SCN ™ Tonen gemessen.
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3.2.1. Na'/K" gekoppelter Strom in EAAT4

Der Na'/K* gekoppelte Strom ist direkt mit dem elektrogenen Glutamattransport
assoziiert, daher spricht man auch vom Transportstrom. Transportstrome konnen nur
isoliert gemessen werden, wenn kein permeierendes Anion vorhanden ist, daher enthielt die
Pippettenlosung und die Badlosung Methansulfonationen (MeS) als Anionenspezies. Eine
Aktivierung des Transporters in HEKgaa4 durch extrazelluldre Applikation von Glutamat
(100 uM) resultierte in einem kleinen Einwértsstrom (~ -3 pA; Abb 9 B rechte Seite). Zum
Vergleich wurde eine Spur aufgetragen, die die glutamatinduzierte Aktivierung von
EAAT3 exprimierenden HEK-Zellen zeigt. Vergleicht man die Grosse der von EAAT3 mit
den EAAT4 generierten Strome, so fillt sofort auf, dass der von EAAT4 generierter Strom
wesentlich kleiner war, als der von EAAT3 erzeugte Einwirtsstrom. Ausserdem war es nur
moglich Transportstrome in HEKgaaT4 Zu messen, wenn die Expression des Proteins hoch
genug war. Dies war schitzungsweise bei 10% der gemessenen Zellen moglich, der mittlere
Strom, bei 0 mV, betrdgt (-3,6 £ 2,8)pA (n = 3). Dies ist ein Hinweis dafiir, dass die
Transportgeschwindigkeit von EAAT4, im Vergleich zu EAATS3, erheblich langsamer ist,
denn der stationédre Transportstrom ist ein direktes Mal} fiir die Transportgeschwindigkeit.
Eine detailliertere Bestimmung der Umsatzrate von EAAT4 erfolgt in spiteren
Abschnitten.

Aufgrund des Unterschiedes von EAAT4 und EAATS3 in der Geschwindigkeit der
Glutamataufnahme (Abb. 9 C) hitte man eigentlich einen noch geringeren Transportstrom
erwarten miissen. Die Glutamataufnahme kann jedoch nicht direkt mit dem Transport
verglichen werden, da man die Transporterkonzentration in den Zellen und verwendeten
Vesikeln nur schlecht feststellen und daher kaum vergleichen kann. Der Transportstrom
konnte auch bei 0 mV beobachtet werden, wenn SCN™ auf beiden Seiten der Membran in
gleicher Konzentration vorhanden war. Zur Uberpriifung ob der Transportstrom vorhanden
ist, wurde das Umkehrpotential gemessen, welches mit +2 mV bestimmt wurde. Die
Existenz des Transportstroms ist ein weiteres Indiz, dass der Transport nicht durch SCN”

inhibiert wurde (Daten nicht gezeigt).
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3.2.2. Glutamat induzierter Anionenstrom

Alle Glutamattransporter der SLC1 Familie besitzen eine Leitfahigkeit fiir Anionen.
Die Subtypen EAAT4 und EAATS zeigen die grosste Anionenleitfdhigkeit innerhalb dieser
Proteinfamilie (Fairman, Vandenberg et al. 1995; Arriza, Eliasof et al. 1997), weshalb die
Eigenschaften des Anionenstroms in EAAT4 nidher untersucht wurden. Anstelle von
Chloridionen wurde SCN™ in der Pipettenlosung verwendet, da bekannt ist, dass die
Leitfdhigkeit fiir dieses Ion erheblich grosser als fiir Chloridionen ist (Eliasof and Jahr
1996). Zur Bestimmung des Anionenstroms im Vorwirtstransport, wurden HEKgaa4 mit
einer Losung, die 100uM Glutamat enthilt perfundiert. Es wurde ein einwértsgerichteter
Strom erhalten, mit einem Mittelwert von (-370 = 80)pA. Dieser Strom ist ca. 100 mal
grosser als der Transportstrom (Abb. 9 C), deshalb kann man unter den gewihlten
Bedingungen den glutamatinduzierten Anionenstrom als isoliert vom Transportstrom
betrachten. In den meisten, in der Literatur beschriebenen, Experimenten wurde Aspartat
anstelle von Glutamat verwendet. Der Quotient des durch Aspartat bzw. Glutamat
induzierten Maximalstroms, bei Anwendung von 100uM des jeweiligen Substrats, lieferte
einen Wert von 1,5 = 0,4 (n = 4). Dies bestitigt die Tatsache, dass Aspartat in EAAT4
tendenziell grossere Strome als Glutamat verursacht (Eliasof, Arriza et al. 1998). Um zu
tiberpriifen, ob es sich bei dem gemessenen Strom wirklich um einen anionengetragenen
Strom handelt, war es notig den Strom bei verschiedenen Membranpotentialen zu messen,
um das Umkehrpotential zu bestimmen. Zudem wurde der SCN -Konzentrationsgradient,
im Vergleich zu den bisherigen Messungen (SCN™ nur in der Zelle vorhanden), umgedreht
(Abb. 10). In diesem Experiment wurde SCN™ nur extrazelluldr verwendet, wobei der Strom
im Vorwirtstransportmodus mit 100 uM Glutamat untersucht wurde (Abb. 10 B gefiillte
Dreiecke SCN™ aussen). In diesem Fall beobachtete man bei allen Spannungen einen
auswirtsgerichteten Strom, der mit hyperpolarisierenden Membranpotential abnimmt. Ein
dhnliches Ergebnis wurde auch fiir EAAT3 und EAAT?2 beschrieben. Dieses Verhalten
konnte mit der treibenden Kraft fiir den Anionenfluss erkldart werden, bei positiven
Potentialen begiinstig die treibende Kraft den Einstrom der negativen SCN™ Ionen, wihrend
bei negativen Potentialen der umgekehrte Fall vorliegt. Dieses Verhalten konnte mit der
Goldmann-Hodgkin-Katz-Gleichung (GHK-Gleichung) beschrieben werden (Hodgkin and
Katz 1949).

Ausserdem wurde der Fall gepriift, bei dem SCN™ nur intrazellulidr vorliegt. Hier
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wurde eine Strom-Spannungskennlinie mit einem unerwarteten Verlauf erhalten (Abb.10 B
blaue, volle Kreise). Der Strom nahm mit abnehmendem Membranpotential zunéchst zu,
bis, bei etwa -20 mV, ein Maximum durchlaufen wurde, dann aber fiel der Strom wieder
ab. Dieser Verlauf deutete an, dass ein stark negatives Membranpotetial den
glutamatinduzierten Anionenstrom hemmt. Um dieses ungewdohnliche Ergebnis
weitergehend zu untersuchen, wurde ein Spannungssprungexperiment in Anwesenheit von
100 uM Glutamat durchgefiihrt (Abb 10 A linke Seite). Das Membranpotential wurde,
ausgehend von 0 mV, auf Werte zwischen -100 und +60 mV eingestellt. Wurde der Strom,
der direkt nach dem Spannungssprung messen wurde, gegen die Spannung aufgetragen, so
erhielt man interessanterweise einen Kurvenverlauf, der mit der GHK-Gleichung
tibereinstimmt (Abb. 10 B blaue Quadrate). Der anfidngliche Strom relaxierte jedoch auf ein
neuen, stationdren Wert, der kleiner als der urspriingliche Strom direkt nach dem
Spannungssprung war, mit einer spannungsunabhingigen Zeitkonstante von 14 ms (t = 14
+ 3 ms, n = 3). Bei der Auswertung der Strome im neuen stationidren Zustand, 75 ms nach
dem Spannungssprung, zeigte sich wieder eine glockenférmige Strom-Spannungskennlinie.
Ein Sprung zu positiven Potentialen hatte eine schwache Aktivierung zur Folge, da der
Strom direkt nach dem Puls 1,4 mal grosser war als vor dem Spannungssprung ( I/Ianfang=
1,4 + 0,1; n=3). Die Relaxation zuriick auf das Niveau vor dem Spannungssprung, war ein
relativ langsamer Prozess, mit einer Zeitkonstante von (16 £ 0,4)ms verkniipft war. Diese
Ergebnisse zeigen, dass es sich bei der Hemmung und (Re-)Aktivierung des Anionenstroms
um einen langsamen Vorgang handelte, im Gegensatz zur Manipulation der
elektromorischen Kraft, die eine Anderung des Anionenstroms innerhalb von Bruchteilen
von Millisekunden bewirkte.

Eine mogliche Erklirung dieses Phénomens lautet, dass der Anionenstrom das
intrazellulare SCN™ Reservoir entleert hatte, doch scheint dies aus drei Griinden nicht
wahrscheinlich: Erstens war dieser Effekt bei EAAT3 transfizierten Zellen nicht zu sehen,
obwohl diese Zellen glutamat-induzierte Anionenstrome in derselben Grossenordung
katalysierten. Zweitens war die Zeitkonstante fiir die (In-)Aktivierung des Stroms
unabhingig von der GroBe der Zelle und dem Expressionsniveau des Transporters. Aber
genau das wire nicht zu erwarten, da die Geschwindigkeit der Entleerung des
intrazelluldren Reservoirs vom Zellvolumen und der Transporterkonzentration abhingen
sollte. Drittens ist das theoretisch abschétzbare Ausmass des Ausflusses von Anionen zu

gering, als dass es einen Einfluss haben konnte. Bei einem Zellendurchmesser von 20um,
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einem Membranpotential von -90mV und einem Strom von 500 pA, verliert die Zelle
hochstens 5% des zytosolischen SCN™ wihrend des Spannungspuls (75 ms).

Ein weiterer Erkldrungsansatz ist, dass durch das Anlegen von negativer Spannung
Zustinde des Transportzyklus bevolkert werden, die keine oder nur eine geringe
Anionenleitfdhigkeit besitzen. Von anderen Transportsubtypen der SLC1 Familie ist
bekannt, dass der K'-abhingige Relokationsschritt geschwindigkeitsbestimmend fiir den
Transportzyklus ist. Um zu {iberpriifen, ob es eine Verbindung zwischen dem
Relokationsschritt und dem beobachteten Verhalten gibt, wurde das Experiment wiederholt,
ohne dass der Transporter den K'-abhiingigen Zweig des Zyklus durchlaufen kann. Das
erreicht man, indem man den Transporter im Homoexchange-Modus untersucht, d.h. anstatt
140 mM K" waren 140 mM Na® in der Pipettenlosung vorhanden, zudem wurde der
Pipettenlosung 10 mM Glutamat zugesetzt (siche Abb.4). Nachdem dasselbe
Spannungsprotokoll wie in den vorangegangenen Experimenten durchgefiihrt wurde, wurde
auch hier ein vorstationdrer, einwirtsgerichteter Strom gemessen, der in einen neuen,
stationdren Zustand abgeklungen ist. Trigt man die stationdren Strome gegen die Spannung
auf, so erhilt man einen fast linearen Verlauf (Abb. 10 B orange Kreise). Der Transporter
wurde durch negative Potentiale zwar nicht vollstindig gehemmt, dennoch war eine
Teilinhibierung festzustellen. Der vorstationdre Strom wiederum verhielt sich so, wie man
es anhand der GHK-Gleichung erwarten wiirde (Abb. 10 B, orange Quadrate). Diese Daten
zeigen, dass die Hemmung bei negativen Potentialen im Homoexchange-Modus weniger
stark war als im Vorwirtstransport.

Zuletzt sollte die Frage beantwortet werden, weshalb diese ungewohnliche Strom-
Spannungsbeziehung des Transporters bisher noch nicht beobachtet wurde. Die meisten
elektrophysiologischen ~ Untersuchungen an  EAAT4  wurden im  Xenopus
Oozytenexpressionssystem angestellt. Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurden
Experimente in HEK-Zellen mit Losungen durchgefiihrt, die der ionischen
Zusammensetzung des Oozytenzytosols (10 mM Na*, 5 mM Glutamat), bzw. der Oozyten
Ringer Losung entsprechen (Deitmer, Broer et al. 2003). Der Wert fiir die zytosolische
Glutamatkonzentration ist evtl. zu niedrig angesetzt, da in der Literatur auch eine
Glutamatkonzentration von 10 mM diskutiert wird (Seal, Shigeri et al. 2001). Der zeitliche
Verlauf der Strome unter diesen Bedingungen war dhnlich dem Verlauf unter
Homoexchange Bedingungen. Die Auftragung der stationidren Strome gegen die Spannung

(Abb. 10 B magenta Kreise) ergibt eine Kurve, die im Einklang mit den Ergebnissen in
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Oozyten war. Es ist wahrscheinlich anzunehmen, dass die Strome, die in Xenopus Oozyten
von EAAT4 gemessen wurden, denen dhnlich sind, die im Homoexchange Modus von
EAAT4 gemessen wurden. Das bedeuet, dass EAAT4 kinetisch im Homoexchange Modus
arbeitet.

Wenn die Inhibierung des Anionenstroms durch negative Membranpotentiale mit
der Akkumulierung von nichtleitenden Zustinden im Transportzyklus in Verbindung
gebracht werden kann, so sollte dieses Phonomen auch in der Abwesenheit von
permeierenden Anionen beobachtbar sein. Um dies zu iiberpriifen, wurden alle Anionen
durch MeS ersetzt (Abb 10 C SCN frei). Unter diesen ionischen Bedingungen wurde nur
der Transportstrom gemessen. Die erhaltene Strom-Spannungskennlinie unterschied sich
von der, die in EAAT3 gefunden wurde (Kanai, Nussberger et al. 1995). Ausgehend von
+60 mV stieg der Transportstrom bis zu einem Maximum bei etwa 0 mV an, um dann, mit
weiter abnehmendem Potential, wieder ab zu fallen. Die Hemmung der Transporterfunktion
bei negativen Membranpotentialen war deshalb nicht nur auf die Anionenleitfihigkeit
beschrinkt, sondern gilt auch fiir den elektrogenen Glutamattransport. Dies legt Nahe, dass
der Umsatz von EAAT4 bei negativen Membranpotential gegeniiber dem Wert bei 0 mV

abnimmt.
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EAAT3 (A) In der oberen Spur wurde der

und

zeitliche  Verlauf der Spannung im
Spannungssprungexperiment  aufgetragen,
das verwendet wurde, um die
glutamatinduzierten Anionenstrome

aufzunehmen. Das Protokoll beginnt bei -100
mV und endet bei 60 mV in Inkrementen von
20 mV (EAAT4, links), bzw. -90 mV bis 60
mV (Inkremente von 30 mV EAATS3,
rechts); die untere Spur zeigt ein typisches
Signal, das durch die Substraktion des
Stromsignals mit Glutamat (10 uM) von dem
in der Abwesenheit Glutamat erhalten wurde.
Links sind die Spuren fiir EAAT4 und rechts
die fiir EAAT3 aufgetragen. Diese Daten
wurden im Vorwiértstransportmodus (140
mM  KSCN  intern)  erhalten. (B)
Spannungsabhingigkeit der Stréme bei
sittigenden Glutamatkonzentrationen und in
der Anwesenheit von 140 mM SCN’ in der
externen Losung, die durch die Strome bei 0
mV (schwarze,

normalisiert ~ wurden,

ausgefiillte Dreiecke). Diese Messungen
wurden mit einer Spannungsrampe und
anschliessendem  Losungswechsel  von
glutamatfreier auf glutamathaltige Losung
durchgefithrt, d.h.  einer  langsamen
Einstellung der Sollspannung. In den Kurven
unterhalb der Abszisse war das SCN™ Ion
intrazelluldr (140 mM) vorhanden. All diese
mit dem

Experimente wurden

Spannungssprungprotokoll, wie in A

beschrieben, durchgefiihrt. Die blaue Spur

reprisentiert die Messungen mit 140 mM K in der Pipettenldsung, transiente (Kreise) und stationire Stréme (Quadrate)
wurden getrennt voneinander aufgetragen. Der orange Datensatz wurde unter Homoexchange-Bedingungen, 140 mM Na*
und 10 mM Glutamat in der Zelle, aufgenommen, Quadrate zeigen die stationédren und Kreise die transienten Strome. Die
Spuren in magenta stehen fiir Messungen, die mit Oozyten Ringerlosung und einer Pipettenlosung aufgenommen wurden,

die der

(C) Steady-state Strom-

Spannungskennlinie des gekoppelten Transportstroms in Abwesenheit eines nicht-permeierenden lons (MeS Austausch)
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aufgenommen mit einem Spannungsrampenprotokoll. Die Glutamatkonzentration betrdgt 100 uM.

3.2.3. Leckanionenstrom und Na'-Bindung an den unbeladenen Transporter

In den Glutamatransportersubtypen EAAT3 und EAAT2 wurde eine
glutamatunabhiingige Anionenleitfahigkeit beobachtet. In der Literatur wird berichtet, dass
dieser Anionenstrom, im folgenden Leckstrom genannt, auch in EAAT4 vorhanden ist
(Melzer, Biela et al. 2003). In dieser Arbeit wurde der Leckstrom durch die Zugabe von
Na* aktiviert und in der Anwesenheit von intrazellulirem SCN™ gemessen (Abb. 18 C fiir
EAAT3). Daher ist anzunehmen, dass die Bindung von Na® an den Transporter, in
Abwesenheit von Glutamat, fiir das Auftreten des Leckstroms notwendig ist. Die mittlere
Stromstiirke des Leckstroms betrug in der Anwesenheit von 140 mM extrazellulirem Na*
(120 £ 24)pA (n = 4), mit 140 mM KSCN" in der Pipettenlosung und bei 0 mV.
untransfizierte Zellen zeigen nach der Perfusion mit derselben Na*-Konzentration nur einen
Strom von (9 = 0,5)pA (n = 3).

Zur Uberpriifung der apparenten Affinitit des unbeladenen Transporters fiir Na*
wurde die Amplitude des Leckstroms in Abhingigkeit der externen Na'-Konzentration
gemessen (Abb 11 A weiBe Kreise). Der Leckstrom nahm mit zunehmender [Na®] zu und
zeigte Sittigungsverhalten bei hohen Na® Konzentrationen. Die Daten konnten mithilfe der
Michaelis-Menten-Gleichung angepasst werden, der K, betrdgt (42 + S) mM. Als néchstes
wurde getestet, ob die Bindung von Na" an den Transporter elektrogen ist. Die Bindung
von Na* an den EAAT3 Transporter ist mit einer Ladungsbewegung verbunden (Grewer,
Watzke et al. 2000). Um diese, mit der Na* Bindung assoziierte Ladungsbewegung in
EAAT4 zu messen, wurden Spannungsspriinge durchgefiihrt. Abb. 11 B zeigt das Ergebnis
eines solchen Versuches. Das Membranpotential wurde von einem Haltepotential von -100
mV bis +60 mV in 20 mV Stufen gedndert und am Ende jedes Pulses (Pulsdauer 10 msec)
wurde wieder auf die Ausgangsspannung von -100 mV zuriickgegangen. Jeder
Spannungssprung war am Anfang mit einem transienten Auswirtsstrom verbunden, beim
Zuriickschalten zur Ausgangsspannung wurde ein Signal in umgekehrter Richtung
beobachtet. In beiden Fillen war der Strom innerhalb von etwa 2-3 ms abgeklungen (0,5 ms
Zeitkonstante bei 140 mM Na* extern). Um zu iiberpriifen, ob diese transienten Stréme mit

der Na'-Bindung assoziiert waren, so wie es fiir die anderen EAAT-Subtypen
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vorgeschlagen ~ wird, wurde die Spannungs- und [Na']-Abhiingigkeit der
spannungsinduzierten Ladungsverschiebung durch Integration des transienten Stromsignals
bestimmt. Abb. 11 C. zeigt, dass die Ladungsverschiebung bei stark negativen Potentialen
zum Erliegen kam, ein Hinweis, dass der Transporter unter diesen Bedingungen in einem
komplett Na'-beladenen Zustand akkumulierte, was eine weitere spannungsgetriebene
Ladungsverschiebung unterbunden hat. Das Mittelpunktspotential der
Ladungsverschiebung wurde mit (+93 + 25)mV abgeschitzt (Abb. 11 C innen stehender
Graph). Das Ergebnis ist im Einklang mit dem zuvor bestimmten Kj, der Na*-Bindung, der
impliziert, dass der Transporter unter physiologischen Bedingung (140 mM Na*) zu 77 %
im Na" beladenen Zustand vorhanden ist. Wenn die extrazellulire [Na'] auf 40 mM
erniedrigt wurde, einem Wert, der Nahe am K, liegt, erhielt man ein Mittelpunktspotential
der Ladungsverschiebung von (-10 + 4)mV (Abb. 11 C innen stehender Graph). Dies weist
darauf hin, dass negative Membranpotentiale bendtigt werden, um Na® in die
Bindungsstelle von EAAT4 zu treiben. Die Ergebnisse legen nahe, dass die Bindung von
Na® an die extrazelluliren Bindungsstelle, oder eine Konformationsinderung, die damit
assoziiert ist, eine transiente Ladungsbewegung erzeugt hat, die durch die
Spannungspriinge induziert ist. Die apparente Valenz dieser Ladungsverschiebung wurde
mit 0,3 abgeschitzt. Die Formeln, die zur Berechnung des Mittelpunktspotentials und der

dazu benotigten Grossen verwendet wurden, sind im Anhang zu finden.

3.2.4. Abhingigkeit der stationédren Kinetik von EAAT4 von der
Natriumionenkonzentration

Glutamat und Na"* induzierten einen stationiren Strom in EAAT4. In Anwesenheit
von intrazelluldiren SCN™ Ionen war dieser Strom auswirtsgerichtet und von Anionen
getragen, unter sittigenden Glutamatkonzentrationen nahm dieser Wert ein Maximum ein.
Der Wert des glutamatinduzierten Maximalanionenstroms (Iy.x) 1im steady state war
ebenfalls von der Konzentration der Natriumionen abhingig. Eine Sittigung trat unter
physiologischen Na® Konzentrationen (140 mM) ein (Abb 11 A). Um die Strome zu
erhalten, wurden, entsprechend der [Na'], sittigende Glutamatkonzentrationen verwendet

(vergl. Legende zur Abb. 11). Die Werte wurden mit Bezug auf Iy.x bei 140 mM [Na']
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standardisiert. Der apparente K), fiir Na* wurde mit (8,4 £ 1,9)mM bei 0 mV bestimmt, was
signifikant niedriger war, als der Wert fir EAAT3 (Ky = 22 mM) unter gleichen
Bedingungen. Dies zeigt, dass eine Erhohung der Glutamatkonzentration auf séttigende
Werte nicht die Erniedrigung der Na'-Konzentration kompensieren kann, was darauf
schliessen ldsst, dass mindestens ein Natriumion binden muss, bevor Glutamat an den
Transporter bindet, oder dass die Na* Bindung geschwindigkeitsbestimmend wird (siehe
Diskussion).

Als niichstes wurde der Effekt von Na® auf den apparenten K, fiir Glutamat
bestimmt (Abb. 11 D). Man erkennt, dass der Ky, grosser wurde, wenn man [Na']
herabgesetzt hat. Dieses Ergebnis war konsistent mit dem Resultaten aus EAAT3, die
zeigen, dass die Bindung eines Natriumions fiir die hochaffine Bindung von Glutamat
notwendig ist.

Die K); Werte fiir das transportierte Substrat bzw. nicht-transportierte Inhibitoren
waren in anderen Glutamattransportersubtypen vom Transmembranpotential unabhingig.
Dies konnte bedeuten, dass der Glutamatbindungsschritt elektroneutral ist. Um diese Idee
fir EAAT4 zu iiberpriifen, wurde die Spannungsabhingigkeit des K3, Werts fiir Glutamat
gemessen. Unter physiologischen Bedingungen (140 mM Na") war eine schwache
Abhiingigkeit zu sehen, die Steigung im log[Ky]-V Diagramm betrug (6.0 + 1,9)-10°/mV
(Abb 11 E schwarze Kreise), d.h. mit fallendem Membranpotential verringerte sich der Kj,.
Das Experiment wurde mit geringeren [Na'] in der Badlosung wiederholt (Abb. 11 E; 30
mM, blaue Kreise; 10 mM, rote Kreise). Obwohl der Kj; zu hoheren Werten verschoben
war, blieb die Steigung, im Rahmen der experimentellen Ungenauigkeit, dieselbe ([7,2 +
1,11-10°/mV fiir 30 mM Na* und [6,1 + 3,7]-10°/mV fiir 10 mM Na"*). Diese Ergebnisse
sind allerdings nicht mit der elektrogenen Glutamatbindung zu erkldren, da eine
entgegengesetzte Spannungsabhingigkeit zu erwarten wére. Im Diskussionsteil wird dieser

Befund anhand eines einfachen Transportmodells erklért.
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Abb. 11 Bindung von Na* an
den unbeladenen und
glutamatgebundenen
Transporter (A) [Na*]-
Abhingigkeit des maximalen
Ganzzellstroms (Inaxs
ausgefiillte Kreise) bei
sattigenden Glutamat-
konzentationen. Strome bei 5
mM Na* [1 mM Glu], 10 mM
Na* [1 mM] und 20 mM Na*
[0,5 mM Glu] wurden mit den
Stromen bei 140 mM Na* [0,1
mM Glu] normalisiert. Die
Kurve stellt  die  beste
Annéherung an die
Hillgleichung dar, der Ky,
betragt (8,4 = 1,99mM. Die
leeren Kreise zeigen die [Na']-
Abhingigkeit der
Leckleitfahigkeit (Iie.). Auch
fir die Beschreibung dieses
Datensatzes wurde die
Hillgleichung verwendet. Man
erhilt einen K, von (42,3 +
52)mM. (B) Aufzeichnung
eines reprasentativen
Spannungssprungexperiments
mit 140 mM Na* in der
Badlosung. Die  Spannung
wurde vom Haltepotential, -100
mV, auf das jeweilige
Sollpotential eingestellt. Das
verwendete Protokoll ist in der
oberen Spur zu sehen. Die

Rohdaten wurden um die

Leckleitfahigkeit korrigiert, indem man einen Datensatz von den Daten substrahiert, die unter denselben Bedingungen in

Anwesenheit von 100 uM TBOA gemessen wurden. Sowohl die Bad- als auch die Pipettenlosung enthielt MeS als Anion.

(C) Spannungsabhingigkeit der Ladungsverschiebung, die durch die Integration der transienten Strome aus B erhalten

wurden. Die Ladungsverschiebung wurde mit Hilfe des Wertes bei +60 mV normalisiert. Die Linie représentiert eine

Regression gemil der Boltzmanngleichung mit einem Mittelpunktspotential von 95 mV und einem zq von 0,3. Der Inset

zeigt die Abhingigkeit des Mittelpunktspotentials von [Na']. Die Gerade veranschaulicht die erwartete Korrelation

aufgrund der kinetischen Parameter, die in Tabelle I aufgelistet sind. (D) [Na*] Abhiingigkeit des K, fiir Glutamat. Die

Linie zeigt die Anpassung an Gleichung 5B (siehe Anhang). Fiir die Parameter wurden folgende Werte verwendet: Ky,
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=46 mM und Ky, =9 mM . (E) Korrelation von [Na*] und Spannung des apparenten K, fiir Glutamat von EAAT4. Die
Daten in schwarz zeigen den EinfluB der Spannung des Ky, fiir 140 mM Na*. Die blauen (30 mM Na®) und roten (10 mM
Na®) Datensiitze wurden mit NMG" als Ersatz fiir Natriumionen aufgenommen. Die K), wurden auf eine logarithmische
Achse aufgetragen. Die Geraden sind ein lineare Regressionen der semi-logarithmischen Auftragung. Die Steigung
unterscheidet sich nicht signifikant innerhalb der untersuchten Bedingungen: (6,0 + 1,9)~10'3/mV fiir 140 mM Na*; (7,2 +
1,1)-10°*/mV fiir 30 mM Na*; (6,1 + 3,7)-10*/mV fiir 10 mM Na*.

3.3. Vorstationdre Kinetik von EAAT4

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Laser-Puls Photolyse Technik verwendet, um
einen Sprung der Glutamatkonzentration innerhalb des Bruchteils einer Millisekunde zu
erzeugen. Die Transporter reagierten auf diesen Konzentrationssprung mit der Relaxation
in ein neuen stationdren Zustand. Die Photolyse von MNI-Glutamat (MNI-Glu) hatte einen
grossen, einwértsgerichteten Strom in der Zelle zur Folge, bei Anwesenheit von SCN”
(SCN" Ausfluss, Abb 12 A). Dieser Strom war spezifisch fiir HEKgaat4, da 100uM TBOA,
ein spezifischer Inhibitor, die Aktivierung des Stroms durch Photolyse komplett unterband
(Abb 12 A). In Abb. 12 B sieht man ausserdem, dass TBOA in Abwesenheit von Glutamat
die Leckleitfahigkeit hemmte, wodurch es zu einem scheinbaren Auswértsstrom kam. Man
erkennt aus Abb. 12 A und B weiterhin, dass das Glutamat, welches durch die Photolyse
von ImM MNI-Glutamat freigesetzt wird, Strome erzeugt, die in derselben
Grossenordnung sind, die von 100 uM Glutamat erzeugt werden (~ 725 pA vs. ~825 pA).
Daher kann man davon ausgehen, dass das photolytisch erzeugte Glutamat séttigende
Konzentrationen erreicht.

Als nichstes wurde in Kontrollexperimenten sichergestellt, dass MNI-Glutamat
nicht den Transporter hemmt. Dazu wurden die Strome, die durch Applikation von 100uM
Glutamat mittels des Losungswechsels erzeugt wurden, mit denen verglichen, die mit
100uM Glutamat und in der gleichzeitigen Anwesenheit von 1 mM MNI-Glutamat
generiert wurden. Abb. 12 C verdeutlich, dass es zwischen diesen Stromen keine
signifikanten Unterschiede gibt, es kann im Rahmen des Messfehlers daher ausgeschlossen
werden, dass die verwendete Verbindung den Transporter inhibiert. Weiterhin wurde
tiberpriift, dass die alleinige Zugabe von 1 mM MNI-Glutamat keine Wirkung auf den
Transporter hatte, was zeigt, dass MNI-Glutamat kein Substrat fiir den Transporter darstellt.

Diese Ergebnisse zeigen, dass MNI-Glutamat eine geeignete Verbindung zur Untersuchung
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von vorstationidren Stromen in EAAT4 ist.
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Abb. 12 Glutamatkonzentrationsspriinge durch Photolyse von MNI-Glutamat als Mittel zur schnellen Aktivierung von
Stromen in EAAT4. (A) Die Photolyse von 1 mM MNI-Glutamat erzeugte einen einwartsgerichteten Anionenstrom, der
durch 100uM TBOA gehemmt wurde (obere Spur). (B) Kontrollexperimente mit EAAT4 exprimierenden HEK-Zellen.
Die Zugabe von 100uM Glutamat erzeugte einen einwirtsgerichteten Anionenstrom (140 mM KSCN intern). 100uM
TBOA inhibierte die Leckleitfdhigkeit, dies zeigt, dass TBOA an den Transporter bindet. (C) 1 mM MNI-Glutamat
hemmte nicht die glutamatinduzierten (10uM) Anionenstrome. Alle (A-C) Experimente wurden bei einem

Membranpotential von 0 mV durchgefiihrt.

3.3.1. Vorstationdre Anionenstrome in Abhingigkeit der kotransportierten Ionen

Die folgenden Versuche wurden in Anwesenheit von permeierenden Anionen
(intrazelluldres SCN', 140 mM) durchgefiihrt. Fiir die Aktivierung des Transporters wurden
500 uM MNI-Glu verwendet. Die Aktivierung des Transporter durch den schnellen
Losungswechsel, der fiir die Messung der stationidren Strome verwendet wurde, zeigte
einen schnellen Anstieg des Anionenstroms innerhalb von ~100 ms. Allerdings war die
Applikation des Substrats durch den Losungswechsel zu langsam, um schnelle
vorstationdre Zeitkonstanten zu bestimmen. Im Gegensatz dazu erzeugte die photolytische
Freisetzung von 30 uM Glutamat aus 500 uM NMI-Glutamat eine wesentlich schnellere
Aktivierung des Anionenstroms (Abb. 13 A rechte Seite) mit einer Zeitkonstante von Tys.=
4,5 £ 0,3)ms (n = 3). Zusitzlich zum Anstieg des Stromsignals wurde eine abfallende

Phase beobachtet, die nicht im Perfusionsexperiment zu erkennen war. Fiir die
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Zeitkonstante dieses Prozesses (Tgecay) wWurde ein Wert von (25 = 0,3)ms (n = 3,
freigesetztes Glutamat >30 uM) bestimmt. Glutamat-induzierte Strdme waren in einer Na'-
freien Badlosung nicht zu beobachten, wie es fiir einen Na'-abhingigen Transporter zu
erwarten ist (Abb. 13 A links und rechts). Die beschriebenen Experimente wurden im
Einwiértstransportmodus durchgefiihrt, d.h. es war KSCN in der Pipettenlosung vorhanden.
Ob man Strome in HEKgaar4 im Homoexchangemodus erzeugen kann, wurde mit einer
NaSCN und Glutamat basierten Pipettenlosung iiberpriift (10 mM Glutamat, 140 mM
NaSCN intrazellulédr). Auch unter diesen Bedingungen wurde ein Einwiértsstrom gemessen,
wie in Abb. 13 B zu sehen ist. Eine Aktivierung mit 30 uM freigesetztem Glutamat
erzeugte ein Signal dessen Kinetik mit der vergleichbar war, die im Vorwirtstransport zu
sehen ist [T = (4,2 = 1,3)ms und Tgecay = (21 £ 6)ms, n = 3]. Die Transportersubtypen
EAAT3 und EAAT?2 zeigen bei gleichen Bedingungen ein vergleichbares Verhalten, aber
mit schnellerer Kinetik (Otis and Kavanaugh 2000; Watzke, Bamberg et al. 2001; Bergles,
Tzingounis et al. 2002).

In den folgenden Experimenten wurde die Wirkung der kotransportierten Ionen auf
die Kinetik des Anionenstroms untersucht. In der Abwesenheit von K' in der
Pipettenldosung [durch das unpermeable Ion NMG* (N-Methyl-Glucosamin) ersetzt] war
kein Strom messbar. Dies war zu erwarten, da die Glutamatbindungsstellen des
Transporters unter diesen Bedingungen hochstwahrscheinlich dem Zytosol zugewandt
waren. Mit einer Pipettenlosung, die 5 mM K" enthielt, wurde erwartet, dass zumindest ein
Teil der Glutamatbindungsstellen der extrazelluliren Badlosung zugénglich ist. In
Ubereinstimmung mit dieser Vermutung wurde ein schwacher, transienter Anionenstrom
(Abb. 13 C) gemessen, mit einem Maximalwert von (8 = 4)pA (n = 3). Dieses Signal fiel
innerhalb von 250 ms ab und zeigte keinen messbaren stationdren Strom. Dieses Ergebnis
kann man dahingehend interpretieren, dass der Transporter direkt nach der
Glutamatbindung anionenleitfihige Zustinde durchlief, spiter aber in einem Zustand
geringer  Leitfdhigkeit  festgehalten wurde, in dem die Glutamat- und
Natriumionenbindungsstelle dem Zytosol zugewandt sind. Man erhilt ein anderes Resultat,
wenn das Experiment in Anwesenheit von 140 mM internem K* und 5 mM extrazellulirem
Na® wiederholt wurde (Abb 13 D). Unter diesen Voraussetzung wurde ein stationirer
Strom beobachtet, mit einer Amplitude von (47 + 9)pA (n = 4). Allerdings war kein
schneller, transienter Strom mehr zu erkennen. Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse,

dass eine hohe externe [Na'] aber keine hohe interne [K*], fiir die transiente Komponente
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des Anionenstroms notwendig ist. Abb 13 E fasst die Ergebnisse dieses Abschnitts
zusammen. FEine quantitative Erkldrung dieser Ergebnisse mithilfe eines einfachen

Transportmodells mit gekoppelter Anionenleitfihigkeit befindet sich im Diskussionsteil.
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Abb. 13 Eigenschaften des vorstationidren, EAAT4-katalysierten Anionenstroms.(A) Représentative Ganzzellableitung in
HEKGga a4 nach Perfusion mit einer Losung (140 mM Na*) unter Vorwiirtstransportbedingungen (140 mM KSCN intern, 0
mV). Links ist ein Experiment mit einem schnellen Losungswechsel (5S0uM Glutamat bei t = 0) rechts eine Spur, die nach
der Photolyse von 500 pM MNI-Glutamat aufgenommen wurde [(30 = 5)uM freigesetztes Glutamat]. Beide Signale
verschwanden in Abwesenheit von extrazellulirem Na* (obere Spur). (B-D) Glutamatinduzierte Strome , die, wie in A
beschrieben, durch Photolyse von MNI-Glu hervorgerufen wurden, im Homoexchange-Modus (B, NaSCN basierte
Pipettenlésung mit 10 mM Glutamat); in Anwesenheit von 5mM K" intern (C) und von 5 mM externem Na* (D). (E)
Vergleich der Relaxationsraten 1/t (graue Balken) und 1/14,,, (schwarze Balken) des Anionenstroms bei verschiedenen

Konzentrationen des externen Na* und internen K*. Das Membranpotential wurde bei 0 mV konstantgehalten.
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3.3.2. Abhingigkeit der vorstationdren Kinetik von der extrazelluldren
Glutamatkonzentration

Um die verschieden Phasen des glutamatinduzierten Anionenstrom néher zu
untersuchen, wurde die Abhédngigkeit des Stroms von der externen Glutamatkonzentration
bestimmt (Abb. 14). Eine typische Abfolge von Signalen bei 0,5; 1,2 und 35 uM Glutamat
ist in Abb. 14 A dargestellt. Betrachtet man die geringste Konzentration (0,5 uM) so sieht
man, dass der Strom relativ langsam anstieg und dann einen stationdren Wert erreichte. Es
war allerdings keine transiente Komponente zu beobachten. Insofern war dieser Verlauf des
Stromsignals dem ihnlich, das der Transporter bei niedrigen extrazelluliren Na'-
Konzentration zeigte (vgl. Abb. 13 D und 14 A ). Dieses Ergebnis ist mit Resultaten in
EAAT3 im Einklang und zeigt, dass [Na'] und die Glutamatkonzentration ( [Glu] ) den
gleichen Einfluf} auf den zeitlichen Verlauf des Anionenstroms hat (Watzke and Grewer
2001). Die Abhingigkeit der Geschwindigkeitskonstante der Relaxation (1/1) der
ansteigenden bzw. der abklingenden Phase des Stroms von [Glu] ist in Abb. 14 B gezeigt.
Beide Geschwindigkeitskonstanten sittigten bei hohen [Glu], was auf eine
geschwindigkeitsbestimmende Anderung der Konformation des Transporters nach der
Glutamatbindung hinweisen konnte (Gln 6 und alle folgenden Gleichungen sind im Anhang
zu finden). Die maximale Geschwindigkeitskonstante bei hohen [Glu] betrdgt (46 + ll)s'1
fir die abklingende Phase und (350 + 20)s™ fiir die ansteigende Phase des Stromsignals.
Fiir geringe Glutamatkonzentrationen konnte der Zusammenhang von 1/t und [Glu] durch
eine lineare Gleichung vereinfacht werden (GlIn 1, gestrichelte Linie in Abb. 14 B). Mittels
linearer Regression, gemidl Gln 1 und 2, kann man die apparente bimolekulare
Geschwindigkeitskonstante fiir die Glutamatbindung des Transporters mit (1,1 + 0,4)-10
M s abschitzen (Ki1,app» GIn 1 und 2). Dieser Wert ist in der Grossenordnung von
Bindungskonstanten, die in anderen EAAT Subtypen gefunden wurde (Grewer, Watzke et
al. 2000; Bergles, Tzingounis et al. 2002). Der berechnete Achsenabschnitt der
Regressionsgeraden ist (18 + 2)s. Dieser Wert stellt vermutlich die apparente
Glutamatdissoziationsrate von EAAT4 dar (k.iap, aus Gln 1 und 3), dies bedeutet, dass
gebundenes Glutamat eine relativ lange Verweildauer am Transporter hat. Um die Kinetik

der Glutamatbindung bei geringen Glutamatkonzentrationen eingehend {iiberpriifen zu
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konnen, wurde der Anstieg des Anionenstrom bei 100 nM Glutamat (Abb 14 C) und hoher
Zeitauflosung gemessen. Sofern die Glutamatbindung schnell geschieht, wiirde man eine
schnelle Verzogerungsphase beobachten, da Glutamat erst an den Transporter binden muss,
bevor die Anionenleitfdhigkeit aktiviert werden kann (Watzke and Grewer 2001). Im
Gegensatz dazu konnte keine Verzogerungsphase beobachtet werden. Die gemessene
Stromkurve folgte einer Kinetik erster Ordnung, so wie man es erwarten wiirde, wenn die
Glutamatbindung fiir den Anstieg des Stroms geschwindigkeitsbestimmend ist (Gln 4).

Die Auswertung der Glutamatkonenzentrationsabhéngigkeit der
Geschwindigkeitskonstanten erlaubt es die apparente Geschwindigkeitskonstante der
Glutamatdissoziation abzuschitzen, jedoch nicht die intrinsische
Geschwindigkeitskonstante der Glutamatdissoziation von EAAT4. Eine Abschitzung von
k., erhélt man, wenn man die Glutamatkonzentrationsabhingigkeit der Maximalamplitude
der vorstationidren Stromkomponente (Iys) auswertet. Man erkennt aus Abb 14 D, dass Iys
bei hohen [Glu] sittigt, mit einem K, von (5,1 £ 1,2)uM. Dieser K), ist etwa 10mal hoher,
als der, der unter stationidren Bedingungen gemessen wurde. Obwohl auch dies ein
apparenter K, ist, so kann man ihn verwenden, um eine untere Grenze fiir k; von 55 gt
anzugeben. Aus diesen Daten folgt, dass Glutamat zunichst mit einer relativ geringen
Affinitdt bindet und dann in seiner Bindungstelle eingeschlossen wird. Dies geschieht
durch nachfolgende Reaktionen im Transportzyklus, die das
Glutamatbindungsgleichgewicht zur gebundenen Form hin verschieben. Eine #hnliches
Ergebnis ist in Untersuchungen mit EAAT3 gefunden worden (Watzke, Bamberg et al.
2001).
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Phase) und (0,6 + 0,2)uM bzw. (46 + ll)s'l. Die unterbrochene Linie zeigt eine lineare Regression mit dem Datensatz der
ansteigenden Phase mit einer Steigung von (1,1 + 0,4)10" M's" und einem Achsenabschnitt von (20 * 2)s”. (C)
Anionenstrome nach der photolytischen Freisetzung von 0,1 uM Glutamat bei hohen Zeitauflosung. Zu beachten ist das
Fehlen einer Verzogerung des Stromanstiegs direkt nach der Glutamatfreisetzung. (D) Korrelation der vorstationéren
Stromamplitude und der Glutamatkonzentration. Die Linie ist Anpassung an die Michaelis-Menten-Gleichung mit einem

Ky, von (5,1 £ 1,2)uM.

3.3.2.1. Vorstationiire Kinetik des EAAT4 Transportstroms

In den vorangehenden Abschnitten wurden nur die kinetischen Eigenschaften der
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Anionenkomponente des von EAAT4 erzeugten Stroms beschrieben. Es ist aber nicht klar,
ob in EAAT4, wie in den anderen Subtypen, die Anionenleitfdhigkeit mit dem
Glutamattransport ~ kinetisch ~ gekoppelt  ist. ~ Deshalb ~ wurde  auch  die
Transportstromkomponente des glutamatinduzierten Stroms weitergehend untersucht. Die
Freisetzung von ca. 30 pM Glutamat aus 500uM MNI-Glutamat erzeugte einen
einwirtsgerichteten, transienten Strom unter Bedingungen, die einen vorwirtsgerichteten
Transport begiinstigen (Abb 15 A). Dieser Strom verschwand, wenn das Experiment unter
Na'-freien Badlosungen wiederholt wurde (Abb 15 A obere Spur). Der Transportstrom
bestand aus vier Komponenten: einer ansteigenden Phase mit einer Zeitkonstante von ~2
ms (n = 4); einer grossen, schnell abfallenden Phase mit einer Zeitkonstanten von (4,2 +
0,8)ms (n = 4); einer kleineren, langsam abklingenden Phase mit einer Zeitkonstanten von
(32 £ 14)ms (n = 4) und einer stationdren Phase. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass
mindestens zwei schnelle, glutamatinduzierte, elektrogene Transportreaktionen und eine
elektroneutrale, oder nur schwach elektrogene Reaktion erfolgten, bevor der stationire
Zustand in EAAT4 erreicht wurde. Um festzustellen, ob diese Reaktionen mit dem
glutamatabhingigen Zweig des Transportzyklus zusammenhidngen, wurden die
Experimente mit K*-freien Pipettenldsungen, in denen 140 mM K" durch 140 mM Na* und
10 mM Glutamat ersetzt wurde, wiederholt (Homoexchangemodus, Abb 15 B). Unter
diesen Bedingungen sind nur die Reaktionen zuginglich, die mit der Glutamattranslokation
zusammenhingen (Watzke, Bamberg et al. 2001). Mit diesen Versuchen wurde gezeigt,
dass die glutamatinduzierten Strome im Homoexchangemodus denselben zeitabhingigen
Verlauf aufweisen, wie die Signale, die im Vorwirtstransportmodus gemessen wurden.
Allerdings wurde im Homoexchangemodus kein stationirer Strom beobachtet, was erwartet
wurde, da der Transportzyklus in der Abwesenheit von K nicht gerichtet durchlaufen
werden kann. Zudem ist die langsam abklingende Phase im Austauschmodus nicht ganz so
ausgeprigt, wie im Vorwdértstransport.

Der elektrogene Transportstrom lduft in EAAT3 der Aktivierung des
Anionenstroms voraus (Watzke and Grewer 2001). In Abb 15 C ist der zeitliche Verlauf
der beiden Komponenten fiir EAAT4 aufgetragen. Der elektrogene Transportstrom fiel
innerhalb von 15 ms ab. Im gleichen Zeitbereich fand die Aktivierung des Anionenstroms
statt. Zur Quantifizierung dieses Verhaltens wurden die
Relaxationsgeschwindigkeitskonstanten der ansteigenden und der schnellen, abklingenden

Phase des Transport- und Anionenstroms miteinander verglichen (Abb 15 D). Im Rahmen
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des

experimentellen

Fehlers,

konnte

festgestellt

werden,

dass die

Geschwindigkeitskonstanten der Aktivierung des Anionenstrom und des Abklingens des

Transportstroms einander glichen. Das deutet an, dass sowohl Anionen- als auch

Transportstrom  dieselbe

glutamatinduzierte Zustandsdnderungen des

anzeigen.
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3.3.3. Spannungsabhingigkeit der vorstationidren Strome

In diesem Abschnitt wurde die Abhingigkeit der Kinetik der vorstationédren Strome
vom Membranpotential bestimmt. Wie man in Abb 16 A sieht, erhohte sich die
Relaxationgeschwindigkeitskonstante (1/t¢y) bei negativem Transmembranpotential (e-
fach/155 mV, siehe Steigung in Abb 16 A). Anders war es bei 1/tow, hier schien die
Geschwindigkeitskonstante fast spannungsunabhingig zu sein (Abb 16 A ausgefiillte
Kreise). Die Amplitude des Transportstroms war ebenfalls vom Membranpotential
abhingig. Die Amplitude der Stromkomponente, die mit T, assoziiert ist, erhohte sich mit
stiarker negativen Potentialen. Es ist daher interessant die Ladung (Q) zu berechnen, die in
den einzelnen Prozessen verschoben wird. Eine Variation der experimentellen
Bedingungen, d.h. der Natriumionenkonzentration bzw. des Membranpotentials, kann
Aufschluss dariiber geben, welcher Art die Prozesse sind, die mit der Ladungsverschiebung
assoziiert sind. Qg aus Abb. 16 B wurde erhalten, in dem man die schnell abfallende
Phase des Transportstrom iber die Zeit integriert hat. Man sieht, dass Qg
spannungsabhingig war. Unter physiologischen Bedingungen ([Na‘] = 140 mM,
ausgefiillte Kreise) war Qy,g allerdings nur in geringem MaBle spannungsabhiingig, denn das
Verhiltnis der Ladung bei -90 mV zur Ladung bei +60 mV betrug 1,76 + 0,45 (n = 3).
Dieses Verhalten dnderte sich dramatisch, wenn nur 10 mM Na® (Abb. 16 B, leere Kreise)
in der externen Losung vorhanden war. Der Quotient der Ladung bei -90 mV und +60 war
nun bei 13,6 = 10,5 (n = 3). Ausserdem war die absolute Ladungsverschiebung bei 10 mM
Na® und 0 mV geringer als diejenige, die bei 140 mM gemessen wurde. Der Quotient der
Ladungsverschiebung Qg,s (10 mM)/Qy,ee (140 mM) betrdgt 0,28 £ 0,06 (n = 3, bei 0 mV).
Die Daten wurden an eine Funktion angepasst, die auf der Boltzmannverteilung basiert
(GIn 12-14; Linien in Abb 16 B). Die Funktion beschrieb die Datensitze fiir 140 und 10
mM gut, wenn fiir die Valenz (zq in der Boltzmanngleichung) 0,7 eingesetzt wurde. Der
Unterschied zwischen beiden Kurven ist das Mittelpunktspotential (Vi) der
Ladungsverschiebung; fiir 10 mM Na® erhilt man (-30 £ 6)mV und (+70 + 9)mV fiir 140
mM [Na*]. Diese Resultate sprechen dafiir, dass der Prozess, der mit Qg zusammenhingt,
sowohl von [Na*] als auch von negativen Membranpotentialen getrieben wird. Dies ist zu
erwarten, wenn man davon ausgeht, dass die Natriumionenbindung an die
glutamatgebundenen Form des Transporters elektrogen ist. Die Spannungsabhédngigkeit von

Q0w konnte nicht bestimmt werden, da entweder die gemessenen Stromamplituden zu
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gering waren oder die Abklingzeit zu lang, um eine zuverlidssige Auswertung zu

gewihrleisten.
A B
0
1000 4 | 10mM Na'
. -100 4
. 1/Tfast
] %)
: Q oo
=100 4 = 20
= 3 8
~ 1 O 1
o0 @ -300 -
. +
) 1, ) 140 mM Na
10I'I'I'I'I'l -400I'I'I'I'I'I'
90 -60 -30 0 30 60 -90-60-30 0 30 60
V (mV) V (mV)

Abb. 16 Spannungsabhingigkeit der vorstationdren Kinetik von EAAT4. (A) Spannungsabhingigkeit der
Relaxationsgeschwindigkeitskonstante fiir die schnelle Phase (ansteigende Phase des Anionenstroms wird von leeren
Kreisen symbolisiert; die schnelle abfallende Phase des Transportstroms von Dreiecken) und langsame Phase (abfallende
Phase des Anionenstroms, ausgefiillte Kreise). (B) Spannungsabhingigkeit der Ladungsverschiebung wihrend der
schnellen Phase des Transportstroms bei 10mM (leere Kreise) und 140 mM (ausgefiillte Kreise) externen [Na*]. Die

durchgezogene Linie zeigt eine angepasste Boltzmanngleichung (siehe Gln. 12-14).

3.2. Einfluss der Glutamattransporter assoziierten Proteine auf
Glutamattransport durch EAAT4

Fir EAAT3 und EAAT4 sind Adapterproteine bekannt, die die Bindung des
Transporters zum Zytoskelett vermitteln. Ausserdem wurde von modulierenden
Eigenschaften dieser Proteine berichtet, in Bezug auf das Transportverhalten. Fir EAAT4
sind zwei Adapterproteine dokumentiert, GTRAP41 und GTRAP48 (Glutamate
TRansporter Associated Protein). Von diesen Proteinen wurde berichtet, dass sie die

Transportaktivitét, ausgedriickt durch v, der Michaelis-Menten-Gleichung, verdreifachen
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sollen. Deshalb wurde die Kinetik des Anionenstroms durch photolytische Freisetzung von
Glutamat bei verschiedenen Glutamatkonzentrationen untersucht, um festzustellen, ob diese
Proteine tatsdchlich die Umsatzgeschwindigkeit von EAAT4 erhohen. Die Plasmide fiir die
Expression von GTRAP41 bzw. GTRAP48 sind freundlicherweise von J.D. Rothstein
(Johns Hopkins Universitit) zur Verfiigung gestellt worden. Es wurde in fritheren Arbeiten
von Jackson et al. gezeigt, dass die Expression dieses Proteins durch die erhaltenen
Plasmide in HEK-Zellen stattfindet, daher wurde darauf verzichtet die Expression zu
tiberpriifen (Jackson, Song et al. 2001). Ein Vergleich der Rohdaten des Anionenstroms
zeigte keine grossen Unterschiede zwischen dem zeitlichen Verlauf des Anionenstroms, der
mit dem Wildtyp EAAT4 (wt) (Abb. 17 schwarz) bzw. mit GTRAP41/GTRAP48 (wtG)
aufgenommen (Abb.17 rot) wurde. Beide Datensdtze wurden mittels des stationdren
Maximalstroms normalisiert. Der mittlere Wert der Zeitkonstante des Anstiegs (T;s) bei
Glutamatsittigung (~ 100 uM freies Glutamat) betrigt (3,2 £ 0,3)ms (wt) bzw. (3,8 +
0,8)ms (wtG). Die Glutamatkonzentrationsabhédngigkeit von T, von HEKgaam4 mit und
ohne GTRAP41/GTRAP48 wurde ebenfalls untersucht. Die
Glutamatkonzentrationsabhéngigkeit von T, in HEKgaar4 unterscheidet sich nicht von der
Konzentrationsabhingigkeit von HEKgaar4, in denen GTRAP41/GTRAP48 kotransfiziert
wurde (Abb. 17 B). Nur bei niedrigen (0,75-1,4 uM) Glutamatkonzentrationen konnte man
leichte Unterschiede zwischen beiden Dosis-Wirkungskurven feststellen. Im Maximalstrom
war ein geringer Unterschied zu sehen, (622 + 92)pA (wt) vs. (547 = 134)pA (wtG), der
aber im Rahmen des experimentellen Fehlers lag. Dies ldsst darauf schliessen, dass das
Expressionsniveau von EAAT4 in beiden Experimentalgruppen keine signifikanten
Unterschiede zeigte. Es bestehen ebenfalls keine signifikanten Differenzen der
Zeitkonstanten der abfallenden Phase flr tgecay, (22,8 £ 1,7)ms (wt) und (25,3 £ 2,5)ms
(wtG). Zusammenfassend lidsst sich feststellen, dass die vorstationdren Anionenstrome
keinen Anhaltspunkt liefern, dass die berichtete Erhohung des Glutamatumsatzes mit einer

Modulation der Kinetik zu tun hat.
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Abb. 17 (A) Rohdaten der Photolyseexperimente in denen EAAT4 (schwarz) oder EAAT4 und GTRAP41/GTRAP48
(rot) exprimiert wurden. Die Daten wurden mithilfe des maximalen, stationdren Stroms normalisiert. (B)
Glutamatkonzentrationsabhéngigkeit der reziproken, Zeitkonstante der ansteigenden Phase des Anionenstroms (1/1.) in
Abwesenheit (schwarz) und in Anwesenheit (rot) von GTRAP41/GTRAP48 zeigte keine globalen, signifikanten
Unterschiede (C) Vergleich des maximalen Anionenstroms in Anwesenheit (GTRAP) und in Abwesenheit (wt) von
GTRAP41/GTRAP48 bei 40 uM von freigesetztem Glutamat zeigte keinen signifikanten Unterschied (D) Vergleiche der
Zeitkonstante der abfallenden Phase des Anionenstroms (Tyqecay) Ohne (22,8 * 1,7)ms (wt) und mit (25,3 + 2,5)ms
(GTRAP) Koexpression von GTRAP41/GTRAP48 unter sittigenden Glutamatkonzentrationen (100 uM).
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3.3. Einfluss der Temperatur auf das Transportverhalten von
Glutamattransportern

3.3.1. Temperaturabhiingigkeit der Stromkomponenten und der apparenten Affinitit
fiir Substrate unter stationdren Bedingungen

Die Temperatur hat im allgemeinen einen grossen Einfluss auf die Geschwindigkeit
von biochemischen Reaktionen. Ein groBer Teil der funktionellen und kinetischen
Charakterisierung von menschlichen bzw. Sadugetier-Glutamattransportern ist bisher bei
Raumtemperatur durchgefiihrt worden (Fairman, Vandenberg et al. 1995; Grewer, Watzke
et al. 2000; Bergles, Tzingounis et al. 2002). Um ein besseres Verstindnis der
Transportfunktion von EAAT3, auch unter physiologischen Bedingungen, zu erhalten,
wurden Experimente in Abhingigkeit von der Temperatur durchgefiihrt. Die hier gezeigten
Experimente wurden hauptsdchlich mit EAAT3, und nicht mit EAAT4 durchgefiihrt, da die
Transportstrome, die auch untersucht werden sollen, in EAAT3 grosser sind (Grewer,
Watzke et al. 2000). Abb.18 B zeigt die Temperaturabhiingigkeit des K, fiir TBOA in HEK
Zellen, die EAAT3 exprimieren (HEKgaa13). Die apparente Affinitit fiir TBOA nahm mit
zunehmender Temperatur ab, von (0,57 + 0,17)uM bei 17,7°C auf (1,2 + 0,2)uM bei 36°C,
was darauf hinweist, dass die Bindungsreaktion exotherm verléuft.

Als néchstes wurde die Temperaturabhingigkeit der einzelnen Stromkomponenten
untersucht. Wie im Materialteil beschrieben, kann man, mittels der Zusammensetzung der
Badlosung, bestimmte Komponenten des Glutamat-induzierten Gesamtstroms, wie z.B.
Anionenstrom, Leckanionenstrom und Transportstrom, isolieren (Abb. 18). In der
Anwesenheit von 100 uM Glutamat, 140 mM Na® und 140 mM intrazellulirem KSCN
konnte ein groBer Anionenstrom gemessen werden [(-320 + 30)pA bei 24 °C n > 5)]. Wie
die Daten in Abb. 18 A zeigen, nahm der Anionenstrom mit der Temperatur zu. Zur
Bestimmung der Temperaturabhédngigkeit des Glutamat-induzierten Anionenstroms wurde
ein empirischer Q;o-Wert benutzt (Gln 20 sowie alle anderen Gleichungen siehe Anhang).

Der von SCN'-getragene Anionenstrom im Einwirtstransportmodus war relativ
schwach temperaturabhéngig (Qio = 1,9 = 0,4; n = 4), da, wie von Kavanaugh und Kollegen
schon fiir EAAT2 gezeigt wurde, der Transmembranfluss der Anionen ein

diffusionsgesteuerter Prozess ist (Wadiche and Kavanaugh 1998). Diffusionskontrollierte
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Reaktionen besitzen aufgrund der geringen Aktivierungsenergie der Diffusion in Wasser
einen Q;o-Wert zwischen 1,1 und 1,5. Reaktionen, die eine Konformationsidnderung des
Proteins erfordern, besitzen einen Q;o Wert > 1,5 (Hille 1992). Der Transportstrom war
wesentlich stirker temperaturabhiingig (Qo = 3,7 £ 0,4; n = 4) was zu erwarten war, da die
Verschiebung der Substrate iiber die Membran sehr wahrscheinlich mit einer Anderung der
Konformation des Transporters einhergeht. Beide Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit
gemessenen Werten fiir den Glutamattransporter Subtyp EAAT2 (Wadiche and Kavanaugh
1998). Schliesslich wurde die Temperaturabhingigkeit des Anionenleckstroms bestimmt
(Abb. 18 A). Der Leckstrom wurde durch Applikation von 140 mM Na® in der
Abwesenheit von Glutamat induziert (Abb. 18 A und C). Interessanterweise besal} die
Temperatur einen Einfluss auf diesen Anionenleckstrom (Qyp = 2,5 + 0,7; n = 7 ). Dies
deutet an, dass der Anionenleckstrom nicht nur durch den Fluss von SCN° iiber die
Membran bestimmt wird, sondern dass noch andere, stirker temperaturabhéngige Prozesse
eine Rolle spielen. Die Bindung von Na® an seine extrazellulidre Bindungsstelle ist fiir die
Aktivierung des Leckstroms notwendig. Dieses Resultat konnte daher andeuten, dass die
Bindung von Na" mit einer groBeren Reorganisation der Proteinstruktur einhergeht. Diese
Interpretation wird im Zusammenhang mit Literaturdaten in der Diskussion im Detail

beschrieben.
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verschiedenen Temperaturen zeigten eine Temperaturabhéngigkeit der apparenten Affinitéit des Proteins fiir TBOA. Die
Linien représentieren Anpassungen der Michaelis-Mentengleichung an die Daten. Alle Messungen wurden bei V = 0 mV
durchgefiihrt. (C) Rohdaten der Na*-abhingigen Leckleitfihigkeit. Man sieht, dass die Leitfahigkeit bei ansteigender Na*
Konzentration zunimmt. Fiir die Berechnung des Q;, wurde der Strom bei einer Na'-Konzentration von 140 mM

verwendet.

3.2.3 .Thermodynamische Untersuchung des Transportprozesses

Thermodynamische Zustandsfunktionen konnen wichtige Hilfsmittel sein, um die
Natur von Reaktionen im Transportzyklus zu untersuchen. Das Vorzeichen und der Wert
der Reaktionsenthalpie gibt an, ob Reaktionen endo- oder exotherm sind (Atkins 1996).
Dies ldsst Riickschliisse auf den Transportmechanismus zu. Sofern die Reaktionsenthalpie
innerhalb des untersuchten Intervalls als unabhéngig von der Temperatur betrachtet werden
kann, kann die van’t Hoff’sche Gleichung verwendet werden (Gln 16) (Hammes 2000). Die
Gleichungen fiir die Berechnung der Reaktionsenthalpie und der anderen durch die
Temperaturabhéngigkeit bestimmten thermodynamischen bzw. kinetischen
Zustandsgrossen befinden sich im Anhang.

Zur Ermittlung der Reaktionsenthalpie fiir die Bindung der Substrate an EAAT3
wurde In(K),) fiir das jeweilige Substrat gegen 1/T aufgetragen und eine lineare Regression
durchgefiihrt. Innerhalb der Fehlergrenze konnte keine Abweichung von der Linearitét der
van’t Hoff’schen Darstellung festgestellt werden. Solche Abweichungen von der Linearitét
deuten einen starken Beitrag der Wirmekapazitit des Proteins zur Reaktionsenthalpie an,
was eine Temperaturabhédngigkeit von AH zur Folge hat. Im folgenden wurde daher AH als
temperaturunabhingig angenommen.

Der Ky, Wert fiir die Glutamatbindung an EAAT3 wurde fiir den
Einwirtstransportmodus in Anwesenheit von intrazelluliren SCN™ Ionen (140 mM) bei
verschiedenen Temperaturen bestimmt (Abb. 19 A und B). Dazu wurde der Glutamat
induzierte Strom in Abhédngigkeit der Glutamatkonzentration gemessen und durch
Anpassen der Michaelis-Menten-Gleichung an die Daten erhélt man den Kj,. Man sieht,
dass die apparente Affinitdt mit steigender Temperatur abnahm, dementsprechend war die
Reaktionsenthalpie negativ (exotherme Reaktion), der Wert fiir AH’ betrigt (-32,7 +
6,4)kJ/mol. Die Standardreaktionsentropie betrigt (-14,7 = 7,8)J/Kmol, d.h. der gesamte
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Glutamat-Bindungsprozess ist enthalpie- aber nicht entropiegetrieben.

Fiir die Berechnung der Enthalpie der apparenten Bindungsreaktion von Glutamat
wurde der Ky Wert aus stationdren Strommessungen verwendet. Dieser Wert enthélt neben
dem wahren Kj fiir die Glutamatbindung auch kinetische Parameter. Daher kann AH" nicht
als wahre Bindungsenthalpie betrachtet werden, d.h. die Enthalpie enthilt auch kinetische
Variablen, wie die Aktivierungsenergien von nachfolgenden oder vorangehenden
Reaktionen. Spezifischere thermodynamische Daten wurden durch die Messung von
Teilprozessen innerhalb des Transportzyklus erhalten. Zuerst wurde die Bindung von Na*
an den leeren Transporter mithilfe des Na*-induzierten Anionenleckstroms untersucht.
Dazu wurden Na*-Konzentrationsspriinge an EAAT3-tranfizierten Zellen durchgefiihrt und
der durch diesen Sprung hervorgerufene Anionenstrom wurde gegen [Na'] aufgetragen.
Aus der [Na'] Abhiingigkeit wurde, mittels der Michaelis-Menten Gleichung, der apparente
K fiir die Na*-Bindung ermittelt [Ky = (106 = 17)mM, n = 4, bei 24°C und 0 mV]. Die
Auftragung von In(Kj) gegen 1/T zeigte eine starke Streuung der Daten (Abb. 19 B).
Innerhalb der Fehlergrenze bestand keine oder eine nur eine schwache
Temperaturabhéingigkeit der Na*-Bindung und damit keine signifikante Bindungsenthalpie
(Abb. 19 B ). Die Qo Daten, die durch die Auswertung des Leckstroms erhalten wurden,
weisen darauf hin, dass fiir die Aktivierung der Leckleitfihigkeit wahrscheinlich eine
Konformationsinderung stattfindet. Die folgende Reorganisierung der Hydrathiille kann
mit einer Aufnahme von freier Energie assoziiert sein, die von der Bindungsenthalpie der

Na*-Bindung gespeist werden konnte. AH® bei 24°C betrigt (-20,8 + 21,5)kJ/mol. Die
freie Enthalpie bei dieser Reaktion wurde mit AG" = (-6,3 + 16,9)kJ/mol berechnet (25°C).

Die Substratbindungsreaktion des Glutamattransporters wurde im folgenden
mithilfe eines kompetitiven Inhibitors (TBOA) untersucht. Im Gegensatz zum
transportierbaren Substrat Glutamat, kann TBOA nicht transportiert werden und es wird
angenommen, dass die Bindung von TBOA weitere Konformationséanderungen, wie z.B.
die Translokationsreaktion, unterbindet (Waagepetersen, Shimamoto et al. 2001). Die
Untersuchung der thermodynamischen Parameter der TBOA-Bindung kann daher
Informationen iiber die intrinsische Substratbindung in der Abwesenheit von
Konformationsinderungen geben. Die Bindung von TBOA unterbindet die
Anionenleckleitfdhigkeit des Transporters, wodurch es moglich war, den Ky von EAAT3

fiir TBOA durch Messung des Stroms bei verschiedenen [TBOA] zu bestimmen. Die van’t
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Hoff’sche Reaktionsisobare ergab eine Bindungsenthalpie, die sich in derselben
GroBenordnung, wie die apparente Reaktionsenthalpie des Glutamattransport befindet. Die

Bindungsenthalpie ergab einen Wert von (-30 + 3,3)kJ/mol (Abb. 19).
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Abb. 19 (A) van’t Hoff Auftragung des K, fiir Glutamat von EAAT3 (schwarze Quadrate) und EAAT4 (rote Dreiecke)
zeigte eine Temperaturabhingigkeit der apparenten Affinitit des Transporters fiir Glutamat. Die durch lineare Regression
berechnete Reaktionsenthalpie betrdgt fiir EAAT3 (-32,7 + 6,4)kJ/mol und (-68,6 + 4,5)kJ/mol fiir EAAT4. (B)

Zusammenfassung der van’t Hoff Auftragungen von K, verschiedener Substrate fiir EAAT3: Der K, fiir die Bindung von

Na* an den leeren Transporter (rote Sterne) war nur schwach temperaturabhingig, AH o - (20,8 = 21)kJ/mol. Im

Gegensatz dazu war die apparente Affinitdt von TBOA (blaue Dreiecke) und Glutamat (schwarze Quadrate) von der
Temperatur abhingig, d.h. beide Reaktionen sind exotherm AH (G),,,,L,,,,m = (-32,7 £ 6,4)kJ/mol bzw. AH (T)EOA =(-30,0 £

3,3)kJ/mol. Die Fehlerbalken reprisentieren den Standardfehler.

Bisher wurde die Thermodynamik des Glutamattransports des Transportersubtyps
EAAT3 charakterisiert. Im Rahmen dieser Arbeit ist eine signifikant hohere apparente
Affinitdt des Subtyps EAAT4 fiir Glutamat festgestellt worden, daher wére es interessant
zu liberpriifen, ob sich dieser Unterschied zwischen den beiden Transportern auch in der
Thermodynamik  des  Transportprozesses  niederschligt. Dazu  wurde  die
Temperaturabhingigkeit des Kj von EAAT4 fiir Glutamat im Einwértstransportmodus

gemessen (Abb. 19 A). Man sieht auch bei diesem Transporter, dass die apparente Affinitit
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mit steigender Temperatur abnahm (exotherme Reaktion). Dementsprechend besitzt die
durch die van’t Hoff’sche Gleichung ermittelte Reaktionsenthalpie einen negativen Wert.
Aus einem Vergleich mit dem AH® Wert von EAAT3 wird ersichtlich, dass die Wirme, die

von EAAT4 bei der Glutamatbindung freigesetzt wurde, ca. doppelt so hoch war

[AH caars = (-68,7 + 4,5)kJ/mol]. Das ist ein Indiz, dass die in dieser Arbeit gemessene
Differenz der apparenten Affinitdt des EAAT4, die sowohl unter stationéren, als auch unter
vorstationidren Bedingungen gemessen wurde, im Vergleich zu EAAT3 mit der stirkeren
Bindung des Glutamats durch Ausbildung von mehr oder stiarkeren H-Briicken zu erklédren
ist. Allerdings ist bei dieser Erkldrung Vorsicht geboten, da der apparente Ky, der durch die
Dosis-Wirkungskurve des stationdren Stroms gemessen wurde, sich vom intrinsischen Ky
der Bindungsreaktion unterscheidet. Ausserdem wurde fiir die Standardreaktionsentropie
der Glutamatbindung von EAAT4 ein Wert von (-113,4 = 5,1)J/Kmol berechnet, dieser
Wert ist ca. 7 mal grosser als die apparente Reaktionsentropie fiir die Glutamatbindung in

EAAT3. Die Substratbindung in EAAT4 war daher enthalpie- aber nicht entropiegetrieben.

AH° [kJ/mol] AS° [J/Kmol] AG° [KJ/mol]
Gesamter Zyklus | -32,7 £ 6,4 -14,7+7.8 -299+14
EAATS3
Gesamter ZyKlus | -68,6 £4,5 -113,4 +£5,1 -349+0,6
EAAT4
Na*-Bindung 20,8 £21,5 90,9 +91,7 -6,3+16,9
TBOA-Bindung -30,0 £3,3 16,1 £3,8 -34,8 £0,5

Tab.1 Zusammenfassung der thermodynamische Daten unter stationdren Bedingungen

3.2.4. Einfluss der Temperatur auf die Kinetik des Transportprozesses.

3.2.4.1. Temperaturabhéiingigkeit des Anionenstroms
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Die Messung von Qjo-Werten unter stationidren Bedingungen gibt einem einen
ersten Hinweis, ob der stationdre Transportpozess mit einer energetischen Barriere
verbunden ist. Wesentlich genauer als dieses MaBl ist die Messung der
Temperaturabhédngigkeit der Zeit- (t), bzw. der Geschwindigkeitskonstanten (k = 1/1) der
vorstationdren,  glutamatassozierten  Strome, da mit dieser Methode die
Aktivierungsenthalpien von spezifischen Partialreaktionen im Transportzyklus bestimmt
werden konnen. Zur Messung der vorstationdren Kinetik von EAAT4 wurde Glutamat
photolytisch aus MNI-Glutamat freigesetzt, mit anschliessender zeitaufgeloster Messung
der glutamatinduzierten Strome. Zuerst wurden Strome in Anwesenheit von intrazelluldrem
SCN' als permeierendem Anion gemessen. Die Rohdaten sind in Abb. 20 A aufgetragen.
Alle Spuren wurden direkt so aufgetragen, wie sie in einer Zelle gemessen wurden, bis auf
die Daten bei 34°C, die durch den gemittelten stationdren Anionenstrom bei dieser
Temperatur standardisiert wurden (sieche Abb. 20 A). Man sah eine deutliche
Temperaturabhingigkeit des Signals. Mit hoheren Temperaturen stieg die stationdre
Komponente des Stroms an, wie schon in Abb. 18 A gezeigt, jedoch wurde der
vorstationdre Strom am stirksten durch die Temperatur beeinflusst. Um die Auswirkung
der Temperatur auf die Kinetik zu quantifizieren, wurden die Zeitkonstanten der
ansteigenden (Ts) und der abfallenden (tTgecay) Phase bestimmt. 1, nahm innerhalb des
Temperaturintervalls von 16,3° C um mehr als das 10-fache ab, wihrend Tgecy um das 8-
fache abnahm. Durch die Kenntnis der gemessenen Zeitkonstanten, war es moglich die
Aktivierungsenthalpie der assoziierten Transportprozesse nach der Theorie des aktivierten
Komplexes zu berechnen (GIn 22 + 23) (Eyring 1935; Gutfreund 1995). Fiir die
Auswertung wurde der natiirliche Logarithmus der apparenten Geschwindigkeitskonstanten
(1/7) minus In(k,T/h) gegen die entsprechende reziproke, absolute Temperatur aufgetragen
(Abb. 20 B und C). Der Vorteil dieser Auftragung gegeniiber der Auftragung nach
Arrhenius ist der , dass die Aktivierungsparameter direkt aus dem Achsenabschnitt (—AS¥)
oder der Steigung (—>AH¢) bestimmt werden konnen. Zudem ist der Achsenabschnitt, im
Vergleich zur Auftragung nach Arrhenius temperaturunabhéngig (Gln 21). Eine eindeutige
Bestimmung der Aktivierungsenthalpie ist nur dann moglich, wenn eine Linearitét der -
In(k)-In(kyT/h) gegen 1/T Auftragung innerhalb des Temperaturintervalls vorliegt . In den
hier gezeigten Daten konnte, innerhalb der Fehlergrenze, keine Abweichung von der
Linearitit beobachtet werden. Die Prozesse, die zur ansteigende Phase beitragen, sind in
fritheren Arbeiten den Teilschritten im Reaktionszyklus zugeordnet worden, die sich nach
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der Glutamatbindung und vor dem Glutamat-Translokationschritt befinden (Watzke,
Bamberg et al. 2001). Die Aktivierungsenthalpie fiir den durch 1/t charakterisierten
Prozess betrug (116 + 7)kJ/Kmol. Dies deutet darauf hin, dass bei der Bildung des
Ubergangszustands  intramolekulare ~ Bindungen, vor  allem  intramolekulare
Wasserstoffbriicken, gelost werden miissen. Bei der ansteigenden Phase beobachtet man die
Aktivierung des Anionenkanals, insofern kann man diesen Prozess auch als gating dieses
Kanals betrachten. Die Grosse der Aktivierungsenthalpie weist darauf hin, dass eine relativ
grosse Konformationsdnderung stattfinden muss, bevor sich der Anionenkanal offnet.
Beispielsweise besitzt der Chloridkanal CFTR eine vergleichbare Aktivierungsenergie (E,
= 104 kJ/mol) fiir die Offnung des Kanals (Aleksandrov and Riordan 1998). Von diesem
Anionenkanal ist bekannt, dass eine Reorientiereung des Proteins notwendig ist, um den
Kanal zu offnen. Die Aktivierungsentropie des Ubergangszustands der mit der
ansteigenden Phase assoziierten Reaktion war mit einem Wert von (205 + 24)J/Kmol
positiv und relativ gross. Diese Zunahme der Entropie kann auf eine allgemeine Erhohung
der Freiheitsgrade beim Erreichen des Ubergangszustands zuriickgefiihrt werden. Diese
Erhohung kann entweder durch die Freisetzung von gebundenem Wasser, z.B. aus
hydrophoben Oberflichen, erklédrt werden, oder aber durch die Zunahme der Beweglichkeit
des Proteins, bzw. Seitenketten (Ayala, Vindigni et al. 1995). Bei einem nativen Protein,
das wahrscheinlich seine globale Struktur behalten wird, ist die Verdringung von
Wassermolekiilen wahrscheinlicher.

Zusitzlich zur ansteigenden Phase des Anionenstroms wurde auch die
Temperaturabhédngigkeit der abfallenden Phase, charakterisiert durch die Zeitkonstante
Tdecay, untersucht (Abb. 20 C). Die abfallende Phase des Signals ist in der Literatur dem
Translokationsschritt und der nachfolgenden intrazelluldren Dissoziation von Glutamat
zugeordnet worden (Wadiche and Kavanaugh 1998; Watzke, Bamberg et al. 2001). Die
Werte der gemessenen Aktivierungsparameter sind in Tab. 2 enthalten. Auch dieser Prozess
war mit einer hohen Aktivierungsenthalpie verbunden, AH* = (104 + 20)kJ/mol. Dieses
Ergebnis kann dahingehend interpretiert werden, dass auch der Translokationsschritt mit
einer Konformationsinderung verbunden ist. Die Aktivierungsentropie von (147 =+
66)J/Kmol kann auch in diese Richtung gedeutet werden, denn bei der Translokation
konnte das Protein einen Ubergangszustand durchlaufen, in dem nur noch ein Bruchteil der
aktiven Proteinoberfliache der wissrigen Phase zugewandt ist. Zusammenfassend bedeutet

dies, dass alle geschwindigkeitsbestimmenden Prozesse nach der Bindung von Glutamat
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mit einer strukturellen Reorientierung des Proteins verbunden sind.

AH* [kJ/mol]

AS* [J/Kmol]  AG* [kJ/mol]

Trise

Tdecay

116 £7
104 + 20

206 +£24
147 + 66

54,2+0,5
60,6 £ 0,15

Tab.2 Auswertung der kinetische Daten des Anionenstroms bei 25°C und OmV
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Abb. 20 (A) Rohdaten
fir die Temperatur-
abhingigkeit der

Glutamat-induzierten
Anionenstrome in
Anwesenheit von intra-
zelluliren SCN™ Ionen
im  Einwirtstransport-
modus bei 0 mV.

Glutamat wurde zum

Zeitpunkt t = 0
freigesetzt. Die Spur
von 34°C wurde
entsprechend des
Anionenstroms bei
34°C standardisiert.
Man  erkennt eine

deutliche Temperatur-
abhiéngigkeit der
Amplitude des
transienten Stroms. (B)
Das In(k)-In(k,T/h)-1/T-
Diagramm gemiss der

Eyring’schen
den

Gleichung zeigt

starken Einfluss der Temperatur auf die Zeitkonstante des Anstiegs (t;.). Die Steigung ergab eine Aktivierungsenthalpie

von (116 + 7)kJ/mol. (C) Die Temperaturabhingigkeit der Zeitkonstante der abfallende Phase (T4ecay) Wurde durch

dieselbe Auftragung ausgewertet. Wie man in A sieht war bei 17.7 °C keine signifikante transiente Phase vorhanden,

daher fehlt dieser Datenpunkt. Die resultierende Aktivierungsenthalpie betrdagt (104 + 20)kJ/mol. Die Fehlerbalken

beziehen sich auf den Standardfehler.

78



3.2.4.2. Temperaturabhéingigkeit des Transportstroms

Durch die Auswertung der Kinetik des Anionenstroms erhdlt man nur
Informationen iiber den Teil des Transportprozesses, der mit der Anionenleitfahigkeit des
Glutamattranporters verbunden ist. Um weitergehende Informationen zu erhalten, wurde
der gekoppelte Transportstrom niher untersucht, wodurch eine Aussage iiber die
Temperaturabhédngigkeit der Kinetik der elektrogenen Schritte im Transportzyklus moglich
ist. In Anwesenheit eines wenig permeierenden Anions, wie ClI” oder Methansulfonat, kann
der Transportstrom isoliert gemessen werden, da der wesentlich groere Anionenstrom
ausgeblendet ist. Fiir die Bestimmung der Zeit- und Temperaturabhingigkeit der
glutamatinduzierten, vorstationdren Strome wurde Glutamat, wie zuvor beschrieben,
photolytisch freigesetzt. Im Signal des Transportstroms sind bei Raumtemperatur drei
Phasen vorhanden, die in der Literatur wie folgt beschrieben wurden: Die ansteigende
Phase (t;ise) reprasentiert die Glutamatbindungsreaktion. Die abfallende Phase enthilt zwei
Zeitkonstanten, Try und Toow, die mit den Zeitkonstanten Trise bZW. Tgecay aus dem
Anionenstromexperimenten korrelieren (Watzke, Bamberg et al. 2001). Bei 24 °C waren
die in dieser Arbeit erhaltenen Zeitkonstanten leicht verschieden von den in den Literatur
gefunden Werten: T 1ic = (0,4 £ 0,1)ms vs. Trise = (0,16 £ 0,06)ms; Teusc1ic = (1,5 £ 0,2)ms
VS. Trast = (0,56 = 0,09)ms; Tgiow 1ic = (8,1 £ 0,6)ms vS. Tgow = (6,1 £0,5)ms. Von den Werten
fir T4 bzw. Tpg ist bekannt, dass sie empfindlich auf die Anderung der
Glutamatkonzentration reagieren. Eine Erkldrung fiir diese Diskrepanz ist die effizientere
Freisetzung von MNI-Glutamat im Vergleich zum CNB-Glutamat, das iiberwiegend in der
zitierten Arbeit verwendet wurde. Auf diese Tatsache ist in der Einleitung hingewiesen
worden. Diese Schlussfolgerung wird durch die Werte von T = (0,45 £ 0,09)ms und tgecay
= (6,1 £ 0,4)ms aus den Anionenstromexperimenten und Transportstromexperimenten in
dieser Arbeit gestiitzt, da sich die korrespondierenden Zeitkonstanten nicht signifikant
voneinander unterschieden.

Die Daten bei hoheren Temperaturen zeigten, dass insbesondere die Zeitkonstanten
der beiden abfallenden Phasen temperatursensitiv sind (Abb. 21 A). Alle Strome wurden
mithilfe der, bei der jeweiligen Temperatur gemessenen, stationdren Transportstrome
standardisiert (siche Abb. 21 A). Ein drastischer Effekt war bei der Zeitkonstante der
schnell abfallenden Phase zu sehen. Um dies zu verdeutlichen wurden die Spuren fiir

17,7°C bis 30°C getrennt mit hoherer Zeitauflosung aufgetragen (Abb. 21 B). Bei hoheren
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Temperaturen (> 34°C) war die schnell-abklingende Phase nicht mehr nachweisbar, d.h. die
Reaktion wurde lediglich von den durch t4e und 7tgq0 charakterisierten Prozessen
kontrolliert. Die Werte der Aktivierungsparameter der drei Phasen des Transportstroms
sind in Tab.3 zu finden. 1, als MaB fiir die Bindung von Glutamat, war relativ schwach
temperaturabhiingig AH* = (38 + 23)kJ/mol (Abb.21 C). Der Wert AS* besaB einen zu
hohen Standardfehler, um ihn sinnvoll zu interpretieren. Die geringe Aktivierungsenthalpie
war ein Zeichen dafiir, dass die Bindung von Glutamat nahezu diffusionsgesteuert war. Im
Gegensatz zur Bindung des ersten Na'-Ions, die mit einer moderaten Aktivierungsenergie
verbunden war. Als nichstes wurde die schnelle Zeitkonstante des abfallenden Signals
untersucht (tras) (Abb. 21 D). Der zugrundeliegende Prozess war stark temperaturabhiingig,
AH* = (121 + 12)kJ/mol. Die hohe Aktivierungsenthalpie spricht fiir eine
Konformationsinderung wéhrend dieser Reaktion. Der Wert stimmte gut mit der
Aktivierungsenthalpie der Zeitkonstante T, aus der Messung des Anionenstroms iiberein.
Zum Vergleich wurde die Regressionsgerade fiir die Auswertung des Anionenstroms in
demselben Graph aufgetragen (blaue, gestrichelte Linie in Abb. 21 D). Die
Aktivierungsentropie betrug (222 + 46)J/Kmol, dieser hohe Wert kann durch die
Konformationsinderung erkldart werden, die eine Verdringung von Wasser aus
hydrophoben Teilen des Proteins bei der Bildung des Ubergangszustands zur Folge hat.
Zuletzt wurden die Aktivierungsparameter fiir den Prozess, der durch 1, charakterisiert
wird, ermittelt (Abb. 21 E). In diesem Fall war die Temperaturabhingigkeit ebenfalls stark
ausgeprigt, wofiir die Aktivierungsenthalpie von (222 + 46) kJ/mol ein Merkmal ist. Ein
Vergleich mit der Aktivierungsenthalpie der korrespondierenden Phase (Tgecay) 1m
Anionenstrom ldsst den Schluss zu, dass auch diese beiden Prozesse die gleichen
mikroskopischen Vorginge im EAAT3 Transportzyklus beschreiben. Das bestitigt auch
der Vergleich der Regressionsgeraden vom 1/tgecay (Anionenstrom) bzw. 1/tgow
(Transportstrom) [n(k)-In(kyT/h)-1/T-Diagramme, die sich, im Rahmen des Messfehlers,
einander gleichen. Die Aktivierungsentropie von (122 + 15)J/Kmol zeigt, dass dieser
Reaktionsschritt im Vergleich, zur durch T charakterisierten Reaktion, weniger stark
entropiegetrieben war, mit der Folge, dass die freie Aktivierungsenthalpie (AGi), die duch

die Geschwindigkeitskonstante bestimmt wurde, in beiden Fillen denselben Wert besitzt.
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AH* [kJ/mol]

AS* [J/Kmol]

AG* [KJ/mol]

Trise
Ttast

Tslow

3823
121 £ 12
94 +5

33+ 84
222 +46
122 + 15

52+1
59+3
58+1

Tab. 3 Auswertung der kinetischen Daten des Transportstroms bei 25°C und 0 mV
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Abb. 21 (A) Rohdaten des
Glutamat-induzierten

Transportstroms in HEKgaats

bei verschiedenen
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Abwesenheit von SCNonen

(ersetzt durch CI') gemessen.

Glutamat wurde zum
Zeitpunkt t = 0 durch
Photolyse von MNI-Glutamat
(1 mM) freigesetzt. Alle
Werte wurden mithilfe der
stationdren  Transportstrome

entsprechend ihrer Temperatur

standardisiert (siche Abb. 19

A). (B) Die Spuren von
17,7°C bis 30,1°C wurden
getrennt, bei hoher

Zeitauflosung aufgetragen, um

zu zeigen, dass die

Zeitkonstante (Thast) der
schnellen Phase mit steigender
Temperatur kleiner wurde, so
dass die schnelle Phase bei
34°C nicht mehr nachweisbar
war. Daher war bei 34 °C die
schnell-abklingende Phase
schneller als die ansteigende
Phase und wurde daher nicht
mehr beobachtet, da der
Anstieg des Transportstroms

geschwindigkeitslimitierend
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wurde. (C-E) In(k)-In(k,T/h)-1/T-Diagramme entsprechend der Eyring’schen Gleichung der einzelnen Zeitkonstanten (C)
T, War moderat temperaturabhingig: AH* (39 #+ 23)kJ/mol (D) 1y, zeigte eine starke Temperaturabhingigkeit, die rote
Linie reprisentiert die Regressionsgerade dieses Datensatzes, die entsprechende Aktivierungsenthalpie betrug (121 +
12)kJ/mol. Die blaue gestrichelte Linie ist die Regressionsgerade von 1, aus der Analyse des Anionenstroms (E) Daten
der Messung von T, die Regressionsgerade ist in rot gezeichnet, die Aktivierungsenthalpie besass einen Wert von (94 +

4)kJ/mol. Zum Vergleich ist die Regressionsgerade fiir Ty, in blau aufgetragen.

4. Diskussion

4.1 Elektrophysiologische Charakterisierung von EAAT4

Bis zum jetzigen Zeitpunkt sind 5 verschiedene Glutamattransportersubtypen der
SLC1 Familie kloniert worden. Die funktionalen Eigenschaften der Subtypen 1-3, die
intensiv untersucht wurden, sind einander &dhnlich, insbesondere was die Kinetik des
Glutamattransports anbetrifft (Watzke, Bamberg et al. 2001). Deshalb liegt die Frage nahe,
wofiir soviele verschiedene Subtypen benotigt werden?

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass sich drei, im folgenden aufgefiihrte
Charakteristika des EAAT4-Subtyps dramatisch von den Typen 1-3 unterscheiden.
Unabhingig davon haben alle bisher untersuchten Glutamattransporter der SLC1 Familie
denselben Transportmechanismus gemeinsam. Es wurde erstens gezeigt, dass EAAT4 5-10
mal langsamer als die Transportsubtypen 1-3 arbeitet (die kinetischen Parameter sind in
Tabelle 4 aufgelistet). Zweitens, besal der durch EAAT4 katalysierte Glutamattransport
eine andere Abhidngigkeit vom Transmembranpotential als die Subtypen 2 und 3. Zum
Beispiel wurde EAAT4 bei Hyperpolarisation gehemmt, die Subtypen 2 und 3 zeigten aber
keine derartige Hemmung (Billups, Rossi et al. 1996; Grewer, Watzke et al. 2000). Die
apparente Affinitit von EAAT4 fiir Glutamat war ebenfalls deutlich von der Spannung
abhingig, wobei die Affinititen der Subtypen 2 und 3 fiir Substrate spannungsunabhéngig
sind (Wadiche, Arriza et al. 1995; Grewer, Watzke et al. 2000). Drittens, waren die
apparenten Affinititen von EAAT4 fiir Glutamat und die kotransportierten Na® Ionen

signifikant hoher als die in EAAT3 gemessenen Werte.
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EAAT4 EAATS3 EAAT2 EAATI

Vgt (s 3408 1200° 4000° 1040°
590°

Wtgow (s 348 620° 45"
9304

Turnover rate
~38 90° 41° 16
s

Tab. 4 Kinetische Daten der bisher charakterisierten Glutamattransporter bei 0 mV.
Zusammengestellt aus: a (Watzke, Bamberg et al. 2001), b (Grewer, Watzke et al. 2000), ¢
(Bergles, Tzingounis et al. 2002), d (Otis and Kavanaugh 2000), e (Bergles and Jahr 1998),
f (Wadiche and Kavanaugh 1998), g (Mim, Balani et al. 2005)

4.1.1. Mechanismus des Glutamattransports in EAAT4

Der allgemeine Transportmechanismus des Substrattransports in EAAT4 ist sehr
dhnlich zu den bereits charakterisierten Subtypen. Das Transportmodell ist in Schema 1
dargestellt, eine ausfiihrliche Beschreibung des Modells und der resultierenden
Gleichungen zur Simulation der Transportstrome ist im Anhang zu finden. Das Modell
beinhaltet 6 unterschiedliche Zustinde, wobei der Grundzustand den unbeladenen
Transporter darstellt. Der katalysierte Transport beruht auf einem sequenziellen
Mechanismus, in dem Na* und Glutamat zuerst nacheinander gebunden und anschliessend
in einem Reaktionsschritt transloziert werden. Dagegen bindet K™ an den Na'/Glutamat-
freien Transporter, mit der nach innen gerichteten Glutamatbindungsstelle und wird nach
der Bindung in die entgegengerichtete Richtung iiber die Membran verschoben. Daher kann
die Glutamattranslokation auch in Abwesenheit von K" stattfinden, allerdings ist der
stationire Glutamattransport unter diesen Bedingen gehemmt. Als
geschwindigkeitsbestimmender Schritt wird hier der K'-abhingige T-T -Ubergang aus
Schema 1 vorgeschlagen. Schema 1 verdeutlicht den unterschiedlichen Einfluss der

Natrium- und Kaliumionenkonzentration auf den vorstationidren Strom in Bezug auf die
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Teilschritte des Zyklus. In der Abwesenheit einer hohen internen [K'] sind immer noch

glutamatinduzierte, transiente  Anionenstrome messbar  (assoziiert mit dem

glutamattranslozierenden Ubergang von N,TG zu N,T'G aus Schema 1), jedoch ist die

stationidre Anionenstromkomponente verschwunden (Abb. 13 C). Im Gegensatz dazu
resultieren niedrige extrazellulire Na*-Konzentrationen in einer Hemmung der
glutamatinduzierten, transienten Anionenstromkomponente, wobei die stationdre
Anionenstromkomponente noch beobachtet wird (Abb. 13 D). Diese Ergebnisse zeigen,
dass der K'-abhingige Relokationsschritt bei niedrigen intrazellulirem [K']
geschwindigkeitsbestimmend fiir den stationdren Umsatz wird. Im Gegensatz dazu wird die
Na*-abhingige Glutamattranslokation ~ bei  niedrigen  extrazelluldren [Na']
geschwindigkeitsbestimmend.

Wie in EAAT3 binden die drei Na® Ionen und Glutamat in EAAT4 in einer
sequenziellen Reihenfolge. Glutamat bindet erst an EAAT4, nachdem zumindest ein
Natriumion gebunden hat. Die Glutamatbindung erzeugt eine zweite, hochaffine
Bindungsstelle fiir Na* am Transporter. In Schema 1 ist das dritte Na* und K", sowie das
Proton nicht eingetragen worden, weil die hier gemessenen Daten keine Aussage zulassen,
wo diese Ionen im EAAT4 Transportzyklus binden. Dadurch erhilt man das vereinfachte
Modell in Schema 1. Den wichtigsten Hinweis fiir den sequenziellen Na*-Glutamat-Na*-
Bindungsmechanismus erhilt man durch die experimentell ermittelte [Na"] Abhingigkeit
des glutamatinduzierten Maximalanionenstroms bei sittigenden Glutamatkonzentrationen
(Imax). Dieser Maximalstrom fillt bei geringen [Na'] ab. Dieses Ergebnis zeigt, dass
mindestens ein Na* nach der Glutamatbindung an den Transporter binden muss, denn
wiirden alle Na* an EAAT4 binden, bevor Glutamat bindet, wiirde man erwarten, dass Iy
unabhingig von der externen Natriumionenkonzentration wire (Watzke, Bamberg et al.
2001). In diesem Fall wiirde man erwarten, dass die Verwendung von sittigenden
Glutamatkonzentrationen das Na'-Bindungsgleichgewicht in Richtung der Na'-beladenen
Form verschiebt und so den hemmenden Einfluss der niedrigen [Na'] iiberwinden wiirde.
Diese Uberlegung gilt allerdings nicht, wenn die externe [Na*] so niedrig ist, dass sie fiir
den stationdren Transport geschwindigkeitsbestimmend wird. Die hier prédsentierten
Resultate schrinken die Moglichkeiten fiir die Stochiometrie des Na':Glutamat
Kotransports von EAAT4 ein. Diese Stochiometrie ist bisher noch nicht experimentell

untersucht worden. Die ermittelte Stochiometrie der Na'-Glutamat-Kopplung betrigt
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mindestens 2 Na':1 Glutamat. Es ist aber auch moglich, und sogar wahrscheinlich, dass ein
3:1 Verhiltnis besteht, wie auch bei EAAT2 und EAAT3 (Zerangue and Kavanaugh 1996;
Levy, Warr et al. 1998).

Die Geschwindigkeit der stationdren Glutamataufnahme war in der Anwesenheit
von SCN auf beiden Seiten der Membran etwas erhoht gegeniiber der Geschwindigkeit in
CI" haltigen Losungen. Dieser Effekt deutet an, dass SCN’, als chaotropes Ion, einen
modulierenden Einfluss auf den Glutamattransport in EAAT4 haben konnte. Allerdings
weisen die Geschwindigkeitskonstanten, die aus der Analyse der vorstationidren Kinetik (im
Homoexchange-Modus) in Anwesenheit von SCN™ stammen und die den Glutamat-
abhingigen Halbzyklus charakterisieren, keine Unterschiede gegeniiber denen auf, die ohne
SCN'" erhalten wurden (Abb. 15 D). Man kann daher spekulieren, dass chaotrope Anionen
den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt, die K'-abhiingige Relokation, im
Transportzyklus beeinflussen. Es werden aber weitere Experimente bendtigt, um diese
Vermutung zu untermauern. Trotzdem zeigt dieses Ergebnis, dass man Vorsicht walten
lassen sollte, wenn Daten interpretiert werden, die nur mit Hilfe der Messung von

Anionenstromen gewonnen wurden.

Schnelles Schnelles
vorgelagertes vorgelagertes
Gleichgewicht Gleichgewicht ~ Im Homoexchange
Na Glu Na* zugangliche Zustande
kf —
T‘\~ NT&~ NTG __;_ N, TG
Kero(V) Ky Kuezi(V)
k(V) [ z,=0.3 Z,=0 2,=05 kV)|[k(V)
Zo=-1 =07
T < N,T'G
y kW 2
. z,=15
Glu, 2 Na h

Schema 1 beschreibt das einfachste kinetische Modell, das die in dieser Arbeit gefundenen Daten am besten beschreiben
kann. In grau unterlegt sind die Spezies, die im Homoexchangemodus zugénglich sind. Die kinetischen Parameter sind
durch numerische Integration der entsprechenden Gleichungen erhalten worden, die im Anhang zu finden sind. zq sind die
apparenten Valenzen, die zur Simulation der Strome verwendet wurden. Alle z sind so gewihlt, dass sie sich zu +2

addieren, um der Gesamtbilanz der im Zyklus verschobenen Ladungen Rechnung zu tragen.
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4.1.2. Spannungsabhiingigkeit des Glutamattransports durch EAAT4

Interessanterweise zeigt der Glutamattransport durch EAAT4 eine einzigartige
Spannungsabhingigkeit, die bisher noch in keinem anderem Subtyp der
Glutamattransporterfamilie ~ beobachtet wurde. EAAT4 besitzt seine maximale
Transportaktivitit zwischen 0 und -20 mV, bei geringeren Membranpotentialen wird
EAAT4 inaktiviert. Dieser Inaktivierungsprozess wurde in dieser Arbeit zeitaufgelost
gemessen und kann mit einer einfachen Exponentialfunktion beschrieben werden. Die
Zeitkonstante der Inaktivierung liegt im Bereich von 15 ms. Die Inaktivierung ist am
deutlichsten bei den Einwirtstransportbedigungen ausgepridgt und weniger stark im
Homoexchange-Modus zu sehen. Dies deutet an, dass die Reaktionsschritte im K'-
abhingigen Zweig des Transportzyklus bei stark negativen Potentialen verlangsamt
werden. Dies hat zur Folge, dass EAAT4 in den Zustinden akkumuliert, die mit der
Relokation assoziiert sind. Diese Zustinde des K'-abhingigen Teilzyklus sind nicht
anionenleitend. Darum wird nicht nur der Glutamattransport, sondern auch die
Anionenleitfihigkeit bei stark negativen Potentialen gehemmt. Im Homoexchange-Modus
sind die K'-assoziierten Zustinde nicht zuginglich, wie fiir EAAT3 demonstriert wurde
(Watzke, Bamberg et al. 2001). Aus diesem Grund ist die Deaktivierung des Anionenstrom
auch nicht so stark wie im Transportmodus. Ein einfaches kinetisches Modell (Schema 1)
beschreibt die experimentellen Daten sehr gut, wie anhand der numerischen Simulation
ersehen werden kann (Abb. 22, A und B). Das Modell sagt eine Inhibierung bei negativen
Potentialen voraus, die entweder von einer Inhibierung der intrazelluldren Bindung von K,
oder aber von der extrazelluliren K*-Dissoziation (Ansammlung des T’-T Ubergangs in
Schema 1) verursacht wird. Die apparente Valenz, die mit dem Ubergang assoziiert ist,
betrigt nach diesem Modell -1 und ist dem Vorzeichen aller anderen Teilreaktionen, die
bisher in Glutamattransportern beschrieben wurden, entgegengesetzt. Folglich ist diese
Reaktion verlangsamt, wenn die Transmembranspannung herabgesetzt wird, wihrend die
Na'-assoziierten Reaktionen, wie Bindung und Translokation, beschleunigt werden. Diese
Interpretation steht im Gegensatz zu vorangehenden Berichten von anderen
Transportersubtypen (Grewer and Rauen 2005). In EAAT3 wurde vorgeschlagen, dass die
geschwindigkeitsbestimmende, kaliumioneninduzierte Relokationsreaktion bei negativen
Potentialen beschleunigt wird, weil die Verschiebung der positiven Ladung wihrend des

K*-Transports durch die negativen Ladungen der Kationenbindungsstelle iiberkompensiert
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werden (Grewer, Watzke et al. 2000). In Ubereinstimmung mit diesem Modell ist bei
EAAT3 keine Anionenstrominaktivierung bei negativen Membranpotentialen zu sehen
(Abb. 10 A und die Simulation in 22 A). Die positive Ladung, die durch den K*-Transport
nach aussen transportiert wird, wird daher in EAAT4 entweder nicht durch negative
Ladungen kompensiert oder die elektrogene K'-Bindung an die intrazellulire
Bindungsstelle wird geschwindigkeitsbestimmend.

Eine zweite interessante Beobachtung in EAAT4 ist die Spannungsabhéngigkeit der
apparenten Affinitit des Transporters fiir Glutamat. Diese apparente Affinitéit steigt mit
hyperpolarisierendem Membranpotential (Abb. 11 E). Demgegeniiber steht das Verhalten
in EAAT3, hier besteht keine Spannungsabhingigkeit der apparenten Affinitit fiir
Glutamat. Dieses Verhalten von EAAT4 kann auch mit dem Transportmodell aus Schema 1
erklart werden. Entsprechend dieses Modells hat das Einfangen des Glutamats durch
EAAT4 und die die Wiederherstellung der Glutamatbindungsstelle eine umgekehrte
Spannungsabhéngigkeit, daher verweilt Glutamat bei negativen Potentialen ldnger am
Transporter, was eine hohere apparente Affinitdt zur Folge hat. Dieses Verhalten kann
durch die Gleichungen 5SA und 5B im Anhang genauer quantifiziert werden, wie Abb. 22 B
zeigt. Jedoch ist die simulierte Spannungsabhédngigkeit des Kj, etwas stdrker als die
experimentell bestimmte Abhédngigkeit. Der Grund dafiir liegt evtl. in anderen
Teilreaktionen im Transportzyklus, die nicht beobachtet wurden und die die
Spannungsabhéngigkeit ebenfalls modulieren konnten.

Es sollte erwihnt werden, dass die apparenten Valenzen aus Schema 1 gewihlt
wurden, um eine Gesamtlandungsverschiebung von +2 fiir den kompletten Zyklus zu
erhalten. Dies macht es erforderlich, dass ein Proton und ein drittes Natriumion zusammen
mit dem Glutamat transportiert wird. Diese Ionen sind aus Griinden der Vereinfachung in
Schema 1 weggelassen worden. Auch wenn keine Daten zum Beitrag der Bindung und/oder
der Transmembranbewegung dieser beiden Ionen zur Elektrogenitit des Transporters zur
Verfiigung stehen, so ist es doch denkbar, dass die durch ihre Bewegung verursachte
Ladungsverschiebung im elektrischen Feld zur Elektrogenitit einzelner Reaktionsschritte in
Schema 1 beitrdgt. Darum sind die Valenzen in Schema 1 apparente Valenzen und keine
intrinsischen Valenzen einzelner Reaktionsschritte, die evtl. weitere

Ionenbindungsreaktionen enthalten, die dort nicht gezeigt sind.
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4.1.3. Vergleich mit vorangegangen Untersuchungen in nativ exprimierten EAAT4
in Kleinhirnneuronen

In zwei vorangehenden Veroffentlichungen wurde die vorstationdren Kinetik von
Transportern behandelt, die nativ in cerebellaren Purkinjezellen exprimiert werden (Otis
and Jahr 1998; Auger and Attwell 2000). Im ersten Bericht wurde die Kinetik der
Anionenleitfihigkeit dieses nativ-exprimierten Glutamattransporters untersucht (Otis and
Jahr 1998). Die Kinetik aus dieser Untersuchung unterscheidet sich signifikant von der des
rekombinanten EAAT4, der in dieser Arbeit charakterisiert wurde: Erstens ist die
Geschwindigkeit des Anstiegs und des Abfalls der transienten Stromkomponente erheblich
grosser, als die hier gemessenen Werte, z.B. fillt die transiente Komponente des
glutamatinduzierten Anionenstroms im Purkinjezellentransporter innerhalb < 50 ms ab,
wihrend dieselbe Anionenstromkomponete im rekombinanten Protein innerhalb von < 100
ms abfillt (Abb. 14 B). Zweitens ist das Verhiltnis von transienten zu stationidren Strom im
Otis und Jahr Bericht signifikant grosser, als in den hier prisentierten Ergebnissen. Drittens
hat der Purkinjezelltransporter eine apparente Glutamataffinitit im Bereich von 3 uM,
dagegen sind hier Werte im submikromolaren Bereich gefunden worden. Zusammen deuten
diese Beobachtungen an, dass es sich womdglich nicht um EAAT4 bei dem nativ-
exprimierten Transporter handelt. Im Gegensatz dazu scheinen die kinetischen Daten des
von Otis und Jahr beobachteten Transporters sehr dhnlich denen zu sein, die im
rekombinanten, heterolog exprimierten EAAT3 gefunden wurden (Grewer, Watzke et al.
2000), der auch in cerebellaren Purkinjezellen vorhanden ist (Rothstein, Martin et al. 1994;
Furuta, Martin et al. 1997).

In der zweiten Veroffentlichung wurden sowohl glutamatgesteuerte Anionenstrome
als auch Transportstrome ausgewertet (Auger and Attwell 2000). Ein direkter Vergleich der
berichteten Resultate von Auger et al. und den hier prisentierten Ergebnissen ist
schwieriger, da die Autoren Glutamat nur fiir eine kurze Zeit (1 ms) appliziert haben. Es
scheint aber so, dass die ansteigende und abfallende Stromkomponente eine schnellere
Kinetik als die hier ermittelten Kinetik des EAAT4 haben. Auch die von Auger et al.
beschriebenen Kinetiken erinnern eher an diejenigen, die mit heterolog exprimierten
EAAT3 in HEK-Zellen bestimmt wurden (Grewer, Watzke et al. 2000; Watzke, Bamberg
et al. 2001). Allerdings gibt es auch zwei andere Erkldrungsansitze fiir die Andersartigkeit

zwischen der Kinetik in dem hier verwendeten Expressionssystem und der Kinetik der
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nativen Transporter: (1.) Die nativ-exprimierten Transporter kdnnten von den Neuronen
posttranslational verschieden modifiziert/prozessiert werden. (2. Die
Glutamatkonzentrationen waren in den berichteten Untersuchungen wesentlich hoher (2
mM) als die maximale Konzentration, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde (~
100 uM). Jedoch zeigt EAAT4 ein sittigendes Verhalten bei Konzentrationen > 50 uM, es
ist darum unwahrscheinlich, dass hohere Glutamatkonzentrationen eine erheblich

schnellere Kinetik bewirken konnten.

4.1.4. Physiologische Signifikanz

EAAT4 wird in grosserem Mal3 im Kleinhirn exprimiert, genauer in Purkinjezellen
(Furuta, Martin et al. 1997). Die Expression in Purkinezellen erstreckt sich eher auf die
dentritischen Dornen (dentritic spines), und dort in Bereichen, die von den exzitatorischen,
synaptischen Kontakten ein wenig abgesetzt sind, an denen Glutamat freigesetzt wird
(Dehnes, Chaudhry et al. 1998). Deshalb ist es wahrscheinlich, dass prisynatisch,
freigesetztes Glutamat zuerst mit dem niedrig-affinen, schnell-transportierenden
Transporter EAAT2 in Kontakt kommt, der in den Gliazellen gebildet wird, die die
Synapse der Kletterfasern fest umschliessen (Bergles, Dzubay et al. 1997). Dieses niedrig-
affine System entfernt den Grofteil des freigesetzten Glutamats, aber es arbeitet
mangelhaft, wenn die Glutamatkonzentrationen einen niedrigen Wert im submikromolaren
Bereich erreichen. Aus diesem Grund scheint die Annahme gerechtfertigt, dass
Glutamatmolekiile aus dem synaptischen Kontakt heraus diffundieren konnen, wo sie dann
von dem hoch-affinen, langsam-transportierenden Transporter EAAT4 aufgenommen
werden. Daher konnte die Hauptfunktion von EAAT4 der Vermeidung eines Uberlaufens
von Glutamat in benachbarte Synapsen dienen. Wegen der langsamen Kinetik und der
entfernten Lokalisation von der Synapse, scheint es unwahrscheinlich, dass der Transporter
direkt an der Beendigung der synaptischen Ubertragung beteiligt ist, vorallem auch wegen
der geringen Glutamataufnahmekapazitit.

Weil zu erwarten ist, dass EAAT4 bei nanomolaren- bis submikromolekularen
Glutamatkonzentrationen arbeitet, kann man vermuten, dass der Transporter nicht fiir eine

schnelle Funktionsweise optimiert ist. Bei einer Glutamatkonzentration von 0,5 uM bindet
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EAAT4 nur ein Glutamatmolekiil alle 100 ms. Folglich ist die Bindung von Glutamat an
den Transporter der geschwindigkeitsbestimmende Schritt und alle anderen
Reaktionsschritte konnen demgegeniiber als schnell betrachtet werden. Dagegen scheint
EAAT4 fiir die feste Bindung von Glutamat optimiert zu sein. Mehrere Anhaltspunkte
sprechen fiir diese Optimierung im Vergleich zu anderen Transportersubtypen: (a) die
hohere Affinitit der Na'-Bindungsstellen resultieren in einer hoheren apparenten Affinitét
fir Glutamat; (b) eine langsamere Dissoziation von Glutamat fiihrt zu einer festeren
Bindung; (c) die einzigartige Spannungsabhingigkeit des Transports hat eine hdohere
apparente Affinitit bei physiologischen Transmembranpotentialen und folglich ein
effizienteres Zuriickhalten des Glutamats zur Folge. Es wire sicherlich interessant die
molekulare Basis dieser Optimierung hin zu einem hochaffinen Transporter zu untersuchen.

Ein ldngeres Verweilen von Glutamat an der EAAT4 Bindungsstelle bei
physiologischen Membranpotentialen wird auch die Lebenszeit des anionenleitenden
Zustands von EAAT4 verldngern. Die hyperpolarisierende Wirkung von EAAT4 konnte
der depolarisierenden Wirkung der niedrig-affinen und schnell-transportierenden
Transportersubtypen, wie EAAT3, entgegenwirken. EAAT3 und EAAT4 werden auf den
Dentriten der Purkinjezellen koexprimiert (Conti, DeBiasi et al. 1998; Dehnes, Chaudhry et
al. 1998; Kugler and Schmitt 1999), was eine mogliche kooperative Interaktion zwischen

beiden Transportersubtypen nahelegt.
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Abb. 22 Simulation der stationidren und vorstationdren Anionenstrome von EAAT4, berechnet durch numerische
Integration der Differentialgleichungen, die Schema 1 beschreiben. Folgende Parameter wurden fiir EAAT3 verwendet:
k=210 M's? (g = 0), k; =50 57 (29 = 0), k,= 100 5™ (z¢ = 0), k, = 200 5" (zg = +1,5), k, = 30 s (29 = 0,5). (A,
links) Antwort des Anionenstroms von EAAT4 auf Spannungspriinge von einem Haltepotential von 0 mV auf Werte von -
100 bis +60 mV in Inkrementen von 20 mV (vergl. Spannungsprotokoll in Abb. 10 A). Der Anionenstrom wurde anhand
GIn.10 ermittelt (140 mM SCN™ im Zytosol) multipliziert mit der Population der anionenleitenden Zustinde als eine

Funktion der Zeit. Die relative Einheitsleitfahigkeit des Zustands NZTv G wurde als 30% zu dem Wert von N2T' G

festgesetzt. (A, rechts) Antwort des Anionenstroms, der fiir EAAT3 berechnet wurde fiir dasselbe in A gezeigte
Spannungsprotokoll. Folgende Parameter wurden fiir EAAT3 verwendet: k,,,.; =2 10’ M's"'/50 (zg=0), ky = 14/14 (24
=+0,7), k, =200 s (zqg =+1,5), k, =20 5! (zq = -1), Knus1 = 50 (zg = +0,3), Knas2 = 8,4 (29 = 40,5). Bei beiden Na*-
Bindungen wurde angenommen, dass sie sich in einem schnellen Vorgleichgewicht befinden mit einer apparenten Valenz
von 0,5, bzw. 0,5. (B, oben) Simulation des maximalen Anionenstroms sofort nach dem Spannungssprung und des
stationdre Anionenstroms fiir den einwértsgerichteten Transport (blau), und Homoexchange (orange) als eine Funktion der
Spannung. (B, unten) Simulation des K, fiir Glutamat als eine Funktion der Spannung bei 140 mM Na*, gemiB der Gln
5A und 5B. (C) Simulation der Zeitabhédngigkeit des EAAT4 Anionenstroms bei 0 mV im einwértsgerichteten
Transportmodus ( Kontrolle, 140 mM Na* extern) und in der Anwesenheit von niedrigem internen [K*] und niedrigem,

externem [Na'], in Ubereinstimmung mit den Experimenten, die in Abb. 13 abgebildet sind.
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4.2. Auswirkung der Glutamattransporter-assoziierten Proteine auf die Kinetik
des Glutamatransports durch EAAT4

GTRAPA41 (fiir Glutamate TRansporter Associated Protein 41), ein Bindungspartner
fir EAAT4, ist ein relativ grosses Adapterprotein (~270 kD), das Ahnlichkeiten mit
Spektrin besitzt. Spektrin verkniipft Proteine mit dem Zytoskelett (Jackson, Song et al.
2001). Rho, ein Aktinfilament modifizierndes Protein, ist fihig an GTRAP48 zu binden,
was einen sekundidren Bindungspartner fiir EAAT4 darstellt. Beide Proteine besitzen, den
hier gemessenen Daten zu Folge, keinen Einfluss auf die Kinetik von EAAT4. Weder die
Zeitkonstante der ansteigenden Phase (3,21 = 0,27)ms (wt) bzw. (3,76 £ 0,78)ms (wtG),
noch die der abfallende Phase wird bei sittigenden Glutamatkonzentrationen durch die
Koxpression der GTRAPs beeinflusst. Der einzige, wenn auch geringe Effekt, ist bei
geringen Glutamatkonzentrationen, d.h. die Daten bei 0,8 uM; 1,1 uM und 1,4 uM, zu
sehen (Abb. 17 B). Die einfachste Erkldarung hierfiir ist, dass GTRAP41/GTRAP48 eine
Erniedrigung der Geschwindigkeit der Dissoziation von Glutamat verursacht, was eine
Erniedrigung des intrinsischen Ky der Glutamatbindung zur Konsequenz hat. Die
Geschwindigkeitskonstante der Glutamatdissoziation kann durch den Achsenabschnitt der
Regressionsgeraden bei geringen Glutamatkonzentrationen erhalten (Abb. 17 B) werden.
Allerdings lasst die Qualitit der Daten nur eine qualitative Diskussion zu.

In der Veroffentlichung haben Jackson et al. gezeigt, dass der Wert des vpax etwa
um den Faktor 2-3 steigt, nachdem GTRAP41 bzw.GTRAP48 exprimiert wurde. Die
einhergehende Verdnderung des Kj war dusserst gering (< 1,5 fach). Allerdings war eine
erhohte Expression von EAAT4 nachweisbar. Aufgrund der hier erhaltenen Daten, die eine
Verdnderung der Kinetik unwahrscheinlich erscheinen lassen und der erhdhten Expression,
kann man spekulieren, dass die gefundenen Unterschiede in v, durch eine verstirkte
Insertion des Transporters in die Membran verursacht wird. Dafiir spricht auch die

Verwandtschaft der Proteine mit Adapter- und Zytoskelett-assoziierten-Proteinen.
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4.3.Der Einfluss der Temperatur auf die Glutamattransportreaktion

4.3.1. Thermodynamische Eigenschaften des Glutamattransports

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob (und in welcher Weise) der
Transport von Glutamat durch Glutamattransporter von der Temperatur abhédngt. Zuerst soll
der Effekt der Temperatur auf die stationdren Strome diskutiert werden. Es konnte gezeigt
werden, dass die apparente Affinitit fiir Glutamat im Einwirtstransportmodus bei
steigenden Temperaturen abnimmt. Bei EAAT3 stieg der Kj; um das 3-fache in einem 20°C
Intervall an, und bei EAAT4 um das 7,5-fache im selben Intervall. Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die apparente Substratbindung in beiden Proteinen exotherm ist, was die
Auswertung der van’t Hoff’schen Isobaren bestitigt hat (negatives AH’, leChatelier’sches
Prinzip). Allerdings war die Reaktionsenthalpie von EAAT4 doppelt so hoch, wie die
Enthalpie von EAAT3. Im vorigen Abschnitt wurden die FEigenschaften, wie
Umsatzgeschwindigkeit und apparenter K, fiir die Glutamatbindung, von EAAT4 mit den
Werten fiir EAAT3 verglichen. Die Daten zeigten, dass die apparente Affinitdt fiir
Glutamat von EAAT4 8 mal hoher als bei EAAT3 ist. Dieses Ergebnis wurde durch die
berechnete Freie Reaktionsenthalpie bestitigt [AGgaatsa = (-34,9kJ/mol £+ 0,6)kJ/mol vs.
AGgaars = (-29,9 = 1,4)kJ/mol]. Im vorigen Abschnitt wurde auch gezeigt, dass eine
Spannungsabhingigkeit des Kj, fiir Glutamat in EAAT4 besteht. Zusammen mit der hier
gefundenen Temperaturabhingigkeit ldsst dies den Schluss zu, dass sich die
Bindungseigenschaften von Glutamat, evtl. sogar die direkten Protein-Substrat
Interaktionen in der Substratbindungsstelle, von EAAT3 und EAAT4 unterscheiden.
EAAT4 ist ein Protein, das Glutamat fest bindet, aber nicht schnell transportiert. Im
Gegensatz dazu scheint sich EAAT3 evolutiondr dahingehend entwickelt zu haben
Glutamat schwach zu binden, aber schnell zu transportieren. In manchen Enzymen wird ein
Teil der Substratbindungsenthalpie zur Stabilisierung des Ubergangszustands verwendet
(Fersht 1999). Dies ist nur dann moglich, wenn das Enzym das Substrat im
Ubergangszustand stirker bindet als im Grundzustand. In der Tyrosyl-tRNA-Transferase
sind einzelne Aminosédureseitenketten ausschliesslich fiir die Bindung des Substrats im
Ubergangszustand verantwortlich, ohne an der eigentlichen Reaktion beteiligt zu sein, d.h.

hier wird ein Teil der Bindungsenthalpie aus der Bindungsreaktion des Ubergangszustands
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zur Stabilisierung des Ubergangszustands verwendet (Leatherbarrow, Fersht et al. 1985).
Ein anderes Beispiel ist Lysozym. Verwendet man bei diesem Enzym Substrate, die
Analoga zum Ubergangszustand darstellen, erhilt man Dissoziationskonstanten, die 100-
160-fach kleiner sind, als die Dissoziationskonstanten fiir das urspriingliche Substrat.
Dieselbe Eigenschaft wurde in der Prolin-Racemase beobachtet (Lienhard and Secemski
1973; Keenan and Alworth 1974). Ubertr'agt man diese Phdnomena auf EAATS3, so kann
man spekulieren, dass die Bindungsenthalpie fiir Glutamat im Ubergangszustand des
Proteins durch zusitzliche Interaktionen zwischen Protein und Substrat zunimmt, was den
Ubergangszustand des Proteins auf der Translokationsreaktionskoordinate stabilisieren
konnte. Die Folge wire eine niedrigere Aktivierungsenergie und damit eine hohere
Umsatzrate. Ein Teil der Glutamatbindungsstellen wiren dann in EAAT3 nur im
Ubergangszustand komplementir zum Substrat. Im Kontrast dazu kann spekuliert werden,
dass in EAAT4 die Glutamatbindungsstellen im urspriinglich geformten Transporter-
Substrat-Komplex komplementdr sind, d.h. ein grosser Teil der Reaktionsenthalpie wird
schon bei der Bindung des Substrats frei. Diese Hypothese konnte einen Teil der
funktionellen Unterschiede dieser beiden Proteine erkléren.

In beiden Proteinen ging die apparente Substratbindung mit einer Verringerung der
Entropie einher. Eine Abnahme der Entropie deutet an, dass wihrend des
Bindungsprozesses die Anzahl der Freiheitsgrade abnimmt. Eine Anderung der
Solvatisierung der Substratbindungsstelle durch H,O Molekiile konnte dabei eine Rolle
spielen. Allerdings sind im apparenten K}, fiir Glutamat, der unter stationidren Bedingungen
gemessen wurde, neben der intrinsischen Dissoziationskonstante fiir Glutamat auch
kinetische Parameter des gesamten Transportprozesses enthalten. Daher ist bei der
Interpretation von thermodynamischen Bindungsparametern aus dem apparenten K, fiir
Glutamat Vorsicht geboten. Bei der Charakterisierung von EAAT4 hat man beziiglich der
Spannungsabhiéngigkeit gesehen, dass auch andere Prozesse zum K, beitrugen. Der
Unterschied zwischen vorstationdrem Ky = (5,1 £ 1,2)uM und stationdrem K, = (0,6 +
0,1)uM fir EAAT4 war ein weiteres Beispiel fiir Abhédngigkeit von Prozessen, die
verschieden von der intrinsischen Bindungsreaktion an den unbeladenen Transporter sind.

Zwar wiire es theoretisch moglich die Substratbindung im Homoexchangemodus zu
untersuchen, in dem kein stationdrer Umsatz des Transporters stattfindet, aber in diesem
Modus ist, neben dem intrinsischen K, fiir Glutamat, auch die Gleichgewichtskonstanten

fiir die Translokation und die Dissoziation von Glutamat auf der intrazelluldren Seite im im
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apparenten K, fiir Glutamat enthalten (Grewer, Watzke et al. 2000; Watzke, Bamberg et al.
2001). Die Temperaturabhiingigkeit des apparenten Kjs Werts fiir Glutamat wire daher
auch im Homoexchange Modus nur schwer interpretierbar. Aus diesem Grund wurde die
Temperaturabhéngigkeit der Bindungsreaktion mit dem nichttransportierbaren Inhibitor
TBOA bestimmt, um die intrinsischen Eigenschaften der Substratbindung néher zu
untersuchen. Im Gegensatz zu transportierbaren Substraten, wie Glutamat, finden im
Transporter nach der Bindung von TBOA keine weiteren Konformationsdnderungen und
Na® Bindungsreaktionen statt (Z. Tao, unverdffentliche Daten). Daher kann die TBOA
Bindung in Isolation untersucht werden. Wie in Abb. 18 B gezeigt wurde, war der K, fiir
die TBOA Bindung temperaturabhiingig. Die aus der Temperaturabhingigkeit des Ky
bestimmte Bindungsenthalpie betrigt (-30,0 + 3,3)kJ/mol. Dieser Wert liegt in der
GroBenordnung von Bindungsenthalpien, die in zwei anderen glutamatbindenden Proteinen
gemessen wurden.

Die Bindung von Glutamat (AH’ = -24,2 kJ/mol; AS° =-33,4 J/Kmol) bzw. dem
Analogon L-Methionin-(S)-Sulfoximin (AHO = -43,5 kKJ/mol; AS° = -87.8 J/Kmol) an die
Glutamatsynthetase ist durch die Bindungsenthalpie getrieben , aber entropisch ungiinstig
(Ginsburg, Gorman et al. 1987). Das Bindungsverhalten von Glutamat wurde auch an
einem anderem System untersucht, in AMPA-Rezeptoren, einem Glutamat gesteuertem
Ionenkanal. Glutamat bindet an die sogenannte S1S2 (substratbindende) Domine, die aus 2
verschiedenen Peptidsequenzen besteht. Fiir die Bindungsreaktion wurden diese beiden
Dominen als ein 16sliches Fusionsprotein exprimiert. Die Glutamatbindungsreaktion (AH’
= -17,6 kJ/mol ; AS” = 55,6 J/Kmol) ist sowohl Enthalpie- als auch Entropie-getrieben
(Madden, Abele et al. 2000). Es ist bemerkenswert, dass sowohl in der S1S2-Domiine des
Glutamattransporters, als auch in EAAT3 ein Argininrest fiir die Bindung einer
Carboxylatgruppe von Glutamat zustindig ist (Bendahan, Armon et al. 2000). In beiden
Féllen trdgt die Bildung einer ionischen Wechselwirkung in der Bindungstasche
(Ionenpaarbildung) zur Bindungsenthalpie bei. Im Gegensatz zur Bindungsreaktion von
EAATS3, hingt der Wert der Bindungsenthalpie in der S1S2-Doméne von der Temperatur
ab. Dieses Verhalten scheint typisch fiir Proteine zu sein, bei denen die Substratbindung
nach dem ,,Venusfliegenfallen-Modell* funktioniert. Ein GroBteil der untersuchten Proteine
dieser Gruppe sind zuckerbindende Proteine, wie z.B. das Maltose bindende Protein (MBP)
oder die Hexokinase. Jedoch unterscheiden sich die thermodynamischen Parameter

erheblich innerhalb dieser Gruppe von Proteinen (Thomson, Liu et al. 1998). EAAT3 zeigte
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eine konstante Bindungsenthalpie, im untersuchten Temperaturintervall (keine Abweichung
von der Linearitit in der van’t Hoff Auftragung, siche Anhang Gleichungen 15-17),
weshalb die van’t Hoff’sche Gleichung angewendet werden konnte. Insofern kann
spekuliert werden, dass fiir die Bindungsreaktion keine konzertierte Bewegung von zwei
Doménen, wie im ,,Venusfliegenfallen- Modell“, notwendig ist.

Interessant ist auch der Vergleich der Bindungsentropie der Substratbindung der
S1S2-Domine zwischen Antagonisten mit verschiedener Kanal6ffnungsaktivitit und dem
Glutamat. Entsprechend der hoheren Assoziationskonstante ist die Bindungsenthalpie bei
den Antagonisten im Vergleich zu Glutamat stirker negativ. Allerdings ist die
Bindungsentropie negativ. Zur Interpretation dieses Effekts wurde die Kristallstruktur mit
den gebundenen Antagonisten ausgewertet. Alle Antagonisten verhindern das Schliessen
der Bindungstasche, so dass Wasser, das an hydrophobe Bereiche des Proteins gebunden
ist, nicht verdringt wird. Daher ist der Entropieverlust der Bindungsreaktion bei dem
Antagonisten im Vergleich zu den anderen getesteten Antagonisten, am geringsten, der den
grofften Raum einnimmt und damit die meisten Wassermolekiile aus der Bidungstasche
verdriangt. (Kasper, Pickering et al. 2006). Auch wenn ein direkter Vergleich der
Bindungsstelle fiir Glutamat in strukturell so verschiedenen Proteinen nur ungenaue
Aussagen zuldsst, so kann man zumindest davon ausgehen, dass die physikochemischen
Prinzipien, wie die Verdringung von Wasser durch das Volumen, das das Substrat
einnimmt, dhnlich sind. In EAAT3 ging die Bindung von TBOA mit einer positiven
Entropiednderung einher [(16,1 * 3,8)J/Kmol]. Man kann daher spekulieren, dass
Wassermolekiile, die in der Bindungsstelle gebunden waren, freigesetzt werden, d.h. der
Inhibitor besetzt einen grossen Teil der Bindungsstelle. Eine andere Moglichkeit ist eine
mogliche Konformationsinderung, die nach der Bindung von TBOA stattfindet und
hydrophobe Abschnitte des Proteins der Losung entzieht und dadurch Wassermolekiile
freisetzt. Die letztere Moglichkeit scheint wahrscheinlich, da die Kristallstruktur des
bakteriellen Glutamattransporter, bei dem vermutet wird, dass er Glutamat gebunden hat,
eine dichte Packung des Proteins, insbesondere der bindenden Domine, impliziert
(Yernool, Boudker et al. 2004).

EAAT3 besitzt nur dann eine hochaffine Bindungsstelle fiir Glutamat, wenn zuvor
ein Na* Ion an den Transporter gebunden hat (Wadiche, Arriza et al. 1995; Grewer, Watzke
et al. 2000; Tao, Zhang et al. 2006). Um die Thermodynamik der Na*-Bindung genauer zu

untersuchen, wurden Teilprozesse des Transportzyklus in EAAT3 gemessen, die mit der
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Kationenbindung assoziiert sind. Die Anionenleckleitfdhigkeit des Transporters wird durch
die Bindung eines Na* Ions aktiviert, daher wurde die Temperaturabhéingigkeit des Ky, fiir
dieses Na" mithilfe der [Na'] Abhingigkeit der Anionenleitfihigkeit bestimmt. Wie man in
Abb.19 B erkennen kann, war die Reaktion nicht oder nur wenig temperatursensitiv. Dieses
Ergebnis wirft neue Fragen auf, da gezeigt werden konnte, dass mindestens eine
negativgeladene Carboxygruppe eines Aspartatrests (D367) direkt an der Bindung des Na*
beteiligt ist (Tao, Zhang et al. 2006). Da es sich bei der Bindung an Na* um eine ionische
Wechselwirkung (Ionenpaarbildung) handelt, wurde erwartet, dass diese Reaktion mit einer
starken Enthalpieinderung einhergeht, deshalb ist es auch erstaunlich, dass die freie
Enthalpie vergleichsweise gering war [AG” = (-6,3 + 16,9)kJ/mol]. Allerdings befindet sich
das vermutete Bindungszentrum fiir Na* relativ tief in der Transmembrandomine des
Transporters, wenn das von Gouaux und Kollegen vorgeschlagene Strukturmodell auf
EAAT3 angewendet wird (Yernool, Boudker et al. 2004). Die Bindungsstelle befindet sich
daher in einer hydrophoben Umgebung innerhalb des Proteins, weshalb angenommen wird,
dass das Na® auf dem Weg zur Bindungsstelle eine hydrophobe Barriere iiberschreiten
muss (Wadiche, Arriza et al. 1995; Tao, Zhang et al. 2006). Insofern ist zu vermuten, dass
Na" in der desolvatisierten Form ohne seine Hydrathiille bindet. In diesem Fall verringert
sich die messbare Reaktionsenthalpie um den Betrag der Desolvatisierungsenthalpie.
Konformationsinderungen die erforderlich sind, um Na® zu binden, konnten die Enthalpie
des Gesamtprozesses ebenfalls beeinflussen, wenn netto mehr Wasserstoffbriicken gelost
als gebildet wurden. Der Wert der Entropie der Na*-Bindungsreaktion war statistisch nicht
signifikant von 0  verschieden. FEine Erklirung konnte die  vermutete
Konformationsinderung bieten, da der hydrophobe Effekt, durch Freiseztung von
gebundenem Wasser an hydrophoben Teilen des Proteins, wihrend der Na* Bindung mit
einer Entropieveringerung einhergeht, konnte dies dem Entropiegewinn durch die

Dehydratisierung des Na* entgegenwirken

4.3.2. EinfluB} der Temperatur auf die Kinetik des Glutamattransports.

Zur Bestimmung der schnellen Kinetik des Glutamattransports wurden caged-

Verbindungen (CNB-Glutamat, MNI-Glutamat) eingesetzt, die Glutamat photolytisch
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freisetzen. Darum muss sicher gestellt werden, dass die Temperaturabhingigkeit der
Photolyse die Messungen nicht beeinflusst. Bei Raumtemperatur photolysiert MNI-
Glutamat im Sub-ps-Zeitbereich (150 ns), wihrend CNB-Glutamat im 20 ps-Zeitbereich
photolysiert (Wieboldt, Gee et al. 1994; Canepari, Nelson et al. 2001). Fiir die
temperaturabhiingigen Messungen wurde nur MNI-Glutamat eingesetzt. Die niedrigste hier
verwendete Temperatur betrug ~17°C. Ein 100-facher Anstieg der Halbwertszeit in diesem
Temperaturintervall (Raumtemperatur bis 17°C) entspricht einem Q;o von ~720. Es ist
unwahrscheinlich, dass die Photolyse mit einer Aktivierungsenergie verbunden ist, die
einen solch hohen Q;¢ verursacht. Aber selbst, wenn dies der Fall wire, wiirde die
Freisetzungsgeschwindigkeit noch ausreichen, um die hier gemessene Zeitkonstante fiir Trag
= 1,9 ms bei 18°C zeitlich aufzulosen. Bei einem anderen caged-Glutamat, CNB-Glutamat,
mit einer Halbwertszeit von 21lus, wire ein solcher (hochst unwahrscheinlicher) Qio
allerdings kritisch fiir die Analyse der Ergebnisse.

Die Temperatur ist ein entscheidender Faktor in der Kinetik von Proteinreaktionen.
Die Bildung eines Ubergangszustand und die Reaktion zu den Endprodukten einer
enzymatischen Reaktion ist im allgemeinen mit der Uberwindung einer Energiebarriere
verbunden (Hammes 2000). Der Strom, der durch Substrattransport mittels EAAT3 erzeugt
wird, kann in 3 verschiedene Komponenten aufgeteilt werden, die alle getrennt als Funktion
der Temperatur untersucht wurden (Abb.18 A). Der Glutamat-induzierte Anionenstrom, der
in Anwesenheit von Glutamat und SCN™ gemessen wurde, war nur schwach von der
Temperatur abhingig (Qjo = 1,95 + 0,4). Dieses Ergebnis deckt sich mit Messungen des
transportergenerierten Anionenstroms (Qjo = 1,07 = 0,18) in Purkinje-Zellen (Auger and
Attwell 2000). Die geringe Aktivierungsenergie macht es unwahrscheinlich, dass eine
grossere Reorientierung des Transporters notig ist, um den Anionenstrom aufrecht zu
erhalten. Der Strom wird wahrscheinlich nur durch Diffusion der Anionen im elektrischen
Feld der Membran verursacht. Die spannungsgetriebene Diffusion von Anionen durch
klassische Ionenkanile ist ein Prozess, der mit einer niedrigen Energiebarriere verbunden
ist. Als Qo wurde ein Wert von 1,44 fiir den shaker-K'-Kanal angegeben, deshalb ist
anzunchmen, dass EAAT3 im stationdren Zustand, wie ein klassischer Anionenkanal
funktioniert (Rodriguez, Sigg et al. 1998).

Im Gegensatz zum Anionenstrom war der glutamatinduzierte Transportstrom stark
von der Temperatur abhingig (Q;o = 3,7 £ 0,4), was ebenfalls die friilheren Messungen an

nativen Transportern in Purkinje Zellen (Auger and Attwell 2000) und an rekombinant-
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exprimiertem EAAT?2 bestitigt (Wadiche and Kavanaugh 1998). Diese Stromkomponente
ist von der stationdren Transportrate abhidngig, die wiederum hauptsdchlich vom
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt im Transportzyklus kontrolliert wird. In den bisher
untersuchten Glutamattransportern ist, bei Raumtemperatur, die K*-abhingige Relokation
des Transporters als der geschwindigkeitsbestimmende Schritt angenommen worden.
Untersuchungen in Abhéngigkeit der Temperatur zeigten allerdings, dass dieser Schritt in
glialen Transportern nur mit einer geringen Aktivierungsenergie verbunden ist, Qo = 1,8
(Bergles and Jahr 1998). Deshalb kann der hier gefundene Wert fiir die
Aktivierungsenergie der stationdren Transportrate nicht alleine durch die Relokation des
leeren Transporters erklidrt werden kann. Es miissen daher weitere temperaturabhiingige
Schritte im Transportzyklus vorhanden sein, die zur hohen Aktivierungsenergie beitragen.
Zudem ist es auffillig, dass die Aufrechterhaltung des Anionenstroms und die K-
induzierte Relokationsreaktion einen #hnlichen Q¢ besitzen. Die anionenleitenden
Zustinde innerhalb des Transportzyklus befinden sich im Na*-abhingigen Zweig des
Zyklus (Watzke and Grewer 2001; Grewer and Rauen 2005). Deshalb kann man annehmen,
dass die Amplitude des Anionenstroms von der Geschwindigkeit der Relokation des
Transporters abhédngt, was im Einklang mit den hier gezeigten Ergebnissen ist.

Ausserdem wurde in dieser Arbeit die Temperaturabhingigkeit der Aktivierung des
Anionenleckstroms untersucht, die durch die Applikation von Na" an den unbeladenen
Transporter gemessen wurde. Die Aktivierung dieser Stromkomponente war offensichtlich
ebenfalls mit einer Konformationsédnderung des Glutamat freien Transporters verbunden,
wie der Wert des Qjo = 2,5 * 0,7 anzeigt, d.h. nach der Bindung von Na" nimmt der
Transporter eine neue Konformation ein. Dieses Ergebnis ist im Einklang mit
Fluoreszensmessungen an EAAT3, bei denen ein fluoreszierender Farbstoff kovalent an
den Transporter gebunden wurde (in Position 430). Es wurde eine Anderung der
Fluoreszenz nach der Bindung von Na* festgestellt, die durch eine Anderung der
Mikroumgebung um die Position 430 hervorgerufen wurde (Larsson, Tzingounis et al.
2004). AuBerdem haben Versuche in EAATI gezeigt, dass Mutationen im extrazelluldren
reentrant loop zwischen Position 427-432 und zwischen Position 436-438 fiir
Cysteinmodifikationen nicht zuginglich sind, nachdem Na® gebunden hat (Grunewald,
Menaker et al. 2002). Im Gegensatz dazu konnten dieselben Stellen in der Abwesenheit von
Na® mit cysteinreaktiven Reagenzien modifiziert werden. Ein i#hnliches Na'-

Bindungsverhalten wurde auch fiir den Na*/Glukose Kotransporter SGLT1 beschrieben.
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Zum einen ist die apparente Affinitit fiir Na© ebenfalls nicht temperaturabhiingig, zum
anderen ist die Na'-Bindungsreaktion mit einer Konformationsinderung verbunden
(Hazama, Loo et al. 1997).

Allein mit der Bestimmung des Q;o Werts unter stationidren Bedingungen ist es
nicht moglich prizise Aussagen iiber einzelne Reaktionsschritte im EAATS3
Reaktionszyklus zu machen, da unter diesen Bedingungen hauptsichlich der langsamste
Schritt im Transportzyklus beobachtet wird. Deshalb ist die Laserpulsphotolyse Methodik
zur Anwendung gekommen, um vorstationdre Strome nach einem schnellen
Glutamatkonzentrationssprung zu messen und den Einfluss der Temperatur auf schnelle,
elektrogene Reaktionsschritte im Transportzyklus zu bestimmen. Zundchst wurde die
Kinetik des glutamatinduzierten Anionenstroms in Abhingigkeit der Temperatur
ausgewertet. Die Zeitabhingigkeit des Anionenstromsignals kann nach einem Glutamat-
Konzentrationssprung mit zwei Phasen beschrieben werden, eine ansteigende Phase mit der
Zeitkonstante Ty und eine abfallende Phase tgecay (Grewer, Watzke et al. 2000). Die
resultierenden Geschwindigkeitskonstanten (k = 1/1) unterscheiden sich betrichtlich
zwischen den einzelnen Glutamattransportern: EAATI (Kgg = 1040 s'I/kslOW = 45 s'l);
EAAT2 (Kpase = 4000 s /Kgiow = 590 5); EAAT3 (Kgase = 1200 5™/Kgiow = 620 s™'); EAAT4
(kgast = 340 s'llksloW =34 s'l) (Wadiche and Kavanaugh 1998; Grewer, Watzke et al. 2000;
Watzke, Bamberg et al. 2001; Bergles, Tzingounis et al. 2002). Diese Unterschiede muss
man in Betracht ziehen, wenn man die kinetischen Daten von verschiedenen
Transportersubtypen vergleicht. Beide Phasen des Anionenstroms zeigen in EAAT3 eine
ausgeprdgte Temperaturabhiingigkeit (Abb. 20 A). Fir die quantitative Bestimmung
wurden die Daten mithilfe eines In(k)-In(kyT/h)-1/T-Diagramms untersucht. Die
Aktivierungsenthalpie fiir den Prozess, der mit der ansteigenden Phase verkniipft ist,
betrdgt (116 + 7)kJ/mol und die Aktivierungsenthalpie der absteigenden Phase wurde mit
(104 £ 20)kJ/mol bestimmt. Alle experimentell bestimmten Aktivierungsparameter sind in
Tab.2 zu finden. In der Literatur sind der ansteigenden Phase des Anionenstroms die
Reaktionen zugeschrieben worden, die vor der Glutamatbindung und bis zum
Translokationsschritt stattfinden, wie die Bindung von zwei Na* Ionen und der Einschluf
der Substrate (Bildung des ,,occluded state“) und die damit verbundene vollstindige
Aktivierung der Anionenleitfihigkeit (Watzke and Grewer 2001). Die hohe
Aktivierungsenthalpie deutet an, dass der Anstieg des Anionenstroms mit einer

Konformationsinderung von EAAT3 einhergeht. Es wurde von Watzke et al. (2001)
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vorgeschlagen, dass es sich bei der Reaktion, die fiir den Anstieg des Anionenstroms
geschwindigkeitsbestimmend ist, um eine Konformationsinderung handelt, da die
Geschwindigkeitskonstante 1/t zwar abhiingig von der Glutamatkonzentration, aber nicht
abhingig von der Na" Konzentration war. Damit konnte die Bindung von Na® als
ratenlimitierend fiir diesen Schritt ausgeschlossen werden. Ausserdem war 1/t nicht
linear von der Glutamatkonzentration abhéngig, sondern sittigte bei hohen [Glutamat].
Dieses Ergebnis deutete an, dass die Glutamatbindung nur bei niedrigem [Glutamat]
geschwindigkeitsbestimmend fiir 1/t wird. Die hohe Aktivierungsenthalpie fiir 1/Tse
liefert zum ersten mal einen eindeutigem Hinweis, dass diese vorgeschlagene
Konformationséinderung tatséchlich stattfindet. Wenn die Na® oder Glutamatbindung
ratenlimitierend fiir 1/t wire, wiirde eine wesentlich niedrigere Aktivierungsenergie, wie
man sie fiir diffusionskontrollierte Reaktionen findet, erwartet (E, ~ 20 — 30 kJ/mol) (Hille
1992). Der hohe Wert der Aktivierungsenthalpie [AH* = (115 = 7)kJ/mol] ist ein Indikator
fiir das Losen von nicht-kovalenten Bindungen, wie Wasserstoffbriicken, wihrend der
Bildung des Ubergangszustands. Die Bildung des Ubergangszustands dieser
Konformationsinderung ist mit einem grolen Anstieg der Entropie verbunden (205 +
24)]J/Kmol. Die Reaktion zum Ubergangszustand ist damit durch den Entropiegewinn
begiinstigt, was zur Erniedrigung der freien Aktivierungsenergie dieser Reaktion beitrégt.
Es kann spekuliert werden, dass dieser Anstieg der Entropie durch die Freisetzung von, an
das Protein gebundenen, Wassermolekiilen im Ubergangszustand erzeugt wird. Diese
Erkldrung erscheint wahrscheinlicher als eine Entropiezunahme durch Erhdhung der
Freiheitsgrade innerhalb des Proteins, denn der Transporter bleibt im nativen Zustand eine
geordnete Struktur. Bei einer Konformationsidnderung werden keine derart massiven
Strukturdnderungen auftreten, wie bei einer Denaturierung, worauf auch das Fehlen einer
Aktivierungswirmekapazitit hindeutet (sieche auch Anhang zur Erkldrung der Auswirkung
der Wirmekapazitit auf Eyring Plots).

Reentrant loops sind konservierte Strukturen im Glutamattransporter, die fiir die
Bindung der Substrate verantwortlich sind und von denen angenommen wird, dass sie sich
wihrend der Bindungsreaktion stark bewegen (Larsson, Tzingounis et al. 2004). Die
Kfristallstruktur des bakteriellen Transporters zeigt, dass der extrazelluldre reentrant loop 2
in der substratgebundenen Struktur tief im hydrophoben Teil des Proteins gebunden ist
(Yernool, Boudker et al. 2004). Die Bewegung dieses reentrant loops hin zum Protein,

wihrend der Konformationsinderung wiirde die hydrophobe Oberfldache dieses loops dem
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wissrigen Medium weniger zugédnglich machen, was mit einer Erhdhung der Entropie
einhergehen wiirde. Damit wiren die hier vorgestellten Daten im Einklang mit einem von
Gouaux und Kollegen angedachten Modell, in dem die Bindung von Glutamat eine
Konformationsinderung hervorruft, in der sich reentrant loop 2 iiber die
Glutamatbindungsstelle schiebt und damit das Substrat okkludiert (Yernool, Boudker et al.
2004).

Die fir EAAT3 erhaltenen Aktivierungsparameter konnen mit Messungen an
anderen Membranproteinen verglichen werden. So ist z.B. die Offnung (gating) des CFTR-
Ionenkanals mit einer Aktivierungsenthalpie in der gleichen Grofenordnung verbunden
(AH* = 89 kJ/mol # 5 kJ/mol) und geht ebenfalls mit einer hohen Entropiesinderung einher
(Aleksandrov and Riordan 1998). Diese Aktivierungsentropie kompensiert die ungiinstige
Aktivierungsenthalpie fiir die Bildung des Ubergangszustands. Die Daten fiir 1/t in
EAAT3 konnen in gleicher Weise interpretiert werden, d.h. trotz der hohen
Aktivierungsenthalpie war die freie Aktivierungsenthalpie relativ gering, was ein Beispiel
fiir die Enthalpie-Entropie Kompensation ist (Dunitz 1995).

Tdecay 15t die Zeitkonstante, mit der der transiente Anionenstrom in den stationdren
Zustand abklingt. Der zugrundeliegende mikroskopische Prozess besitzt ebenfalls eine hohe
Aktivierungsenthalpie von (104 + 20)kJ/mol, was die Vermutung bestitigt, dass es sich
dabei um den Glutamattranslokationschritt handeln konnte. Da in diesem Schritt Glutamat
iiber die Membran verschoben wird, ist anzunehmen, dass sich im Sinne des im
allgemeinen diskutierten alternating access Mechanismus die Zugénglichkeit der
Bindungsstelle fiir Glutamat von der Aussenseite der Membran auf die Innenseite
verschiebt, was eine Strukturinderung des Proteins erfordert (Jardetzky 1966; Yernool,
Boudker et al. 2004). Die hier gefundene hohe Aktivierungsenthalpie ist ein weiterer
Hinweis, dass es sich bei der, die abklingende Phase des Anionenstroms bestimmenden
Reaktion, um die mit der Translokation einhergehende Strukturinderung handelt. Die
positive Aktivierungsentropie [AS* = (148 + 66)J/Kmol] fiir diesen Prozess spricht fiir eine
Anderung der Iosungszugewandten hydrophoben Oberfliche des Proteins, was fiir einen
Translokationsprozess durchaus wahrscheinlich erscheint. Wihrend es auf der
intrazelluldren Seite nur geringe Verdnderungen der der hydrophoben Oberfliche gibt.
Wire dies nicht der Fall, wiirden sich Wassermolekiile durch den hydrophoben Effekt an
unpolare Bereiche an der intrazeluliren Seite anlagern. Dieser Effekt ist mit einer

Erniedrigung der Entropie verbunden, die den Entropiegewinn fiir die extrazellulire
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Konformationsinderung kompensieren wiirde. Da aber ein grosser Entropiegewinn zu
messen ist, kann man daraus schliessen, dass die Veridnderung der Oberfliche durch die
Translokation extrazellulédr grosser als intrazellulér ist.

Die hier erhaltenen Aktivierungsparameter konnen mit Versuchen verglichen
werden, bei denen Glutamat durch einen schnellen Losungswechsel an outside-out patches
appliziert wurde. In diesen Versuchen ist eine wesentlich schwichere
Temperaturabhingigkeit (~ 50% = Qo = 1,8) der Zeitkonstante der abfallenden Phase
zwischen 24° C und 36°C gefunden worden (Bergles and Jahr 1998). Die berichteten Werte
fiir die ansteigende Phase sind kaum vergleichbar, da der Losungswechsel zu langsam fiir
den beobachteten Prozess ist. Die Diskrepanz zwischen diesen Werten und den hier
vorgestellten Daten konnte darauf zuriickzufiithren sein, dass die Geschwindigkeit des
Losungswechsels teilweise auch die Rate des Abfalls des transienten Anionenstroms
limitiert, was zu einer schwicheren apparenten Temperaturabhingigkeit der
Geschwindigkeitskonstante fithren wiirde.

Durch die Auswertung der Kinetik des transienten Anionenstroms kann man nur
Aussagen beziiglich der Population von anionenleitenden Zustinde im Transportzyklus
treffen. Durch die Abwesenheit von permeierenden Anionen, wie SCN’, in den
Messlosungen war es moglich transiente, durch schnelle Glutamatapplikation induzierte
Transportstrome zu messen. Wie in der Literatur beschrieben, setzt sich der Tranportstrom
aus drei Phasen, die durch die jeweiligen Zeitkonstanten (Tyise, Trast Und Tgow) charakterisiert
sind, zusammen (Watzke, Bamberg et al. 2001). Watzke et. al schlugen vor, daf} die
ansteigende Phase des Transportstroms (T,s) mit der Glutamatbindungsreaktion korreliert.
In der Tat hing die Geschwindigkeitskonstante der ansteigenden Phase des
Transportstroms, in den hier durchgefiihrten Experimenten, nur in geringem Malle von der
Temperatur ab, AH* = (39 + 23)kJ/mol, was typisch fiir eine diffusionskontrollierte
Reaktion ist (Gutfreund 1995). Das bedeutet, das keine Konformationsédnderung stattfinden
muss, um Glutamat zu binden, im Gegensatz zur Bindung des ersten Na* Ions an den leeren
Transporter. In diesem Zusammenhang ist es interessant, dass bei den Substraten Glutamat
und Na® ein reziprokes Verhiltnis von apparenter Affinitit und Aktivierungsenthalpie
besteht. Den Befund kann man dahingehend interpretieren, dass durch die Bindung von Na*
und die folgende Konformationsidnderung eine hochaffine Bindungstelle fiir Glutamat
geschaffen wird.

Die Zeitkonstanten der beiden exponentiellen Komponenten der abfallenden Phase
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des Transportstroms sind bei Raumtemperatur identisch mit den beiden Zeitkonstanten, die
aus dem vorstationdren Anionenstrom bestimmt wurden, d.h. Tt (Transportstrom) = Tige
(Anionenstrom) und Tjow (Transportstrom) = Tgecay (Anionenstrom) (Watzke, Bamberg et al.
2001). Die in dieser Arbeit bei Raumtemperatur gemessenen Zeitkonstanten bestétigten die
von Watzke et al. gefundenen Werte. 1 war stark temperaturabhidngig, die
Aktivierungsenthalpie ist vergleichbar mit dem Wert von 1, des Anionenstroms, AH*
Transport (121 + 12)kJ/mol vs. AHF pnion (116 = 7)kJ/mol. Dieses Ergebnis unterstiitzt die
Hypothese, dass es sich bei der Aktivierung des Anionenstroms und der schnell-
abklingenden Phase des Transportstroms um identische Prozesses im Transportzyklus
handelt (Watzke, Bamberg et al. 2001). Das verdeutlicht auch der Vergleich der
Regressionsgeraden der beiden [n(k)-In(k,T/h)-1/T-Diagramme, wobei jedoch beachtet
werden muss, dass fiir die Auswertung von Tg,y des Transportstroms nur drei Datenpunkte
zur Verfiigung standen, da bei einer Temperatur von 34 °C die schnell-abklingende Phase
des Transportstroms nicht mehr zu beobachten war, d.h. der vorstationire Transportstrom
wurde kinetisch nur noch von der Glutamatbindung und Glutamattranslokation kontrolliert.
Diese Ergebnisse sind ein weiterer Hinweis darauf, dass die Zeitabhidngigkeit des
Anionenstroms dieselben individuellen Prozesse im Transportzyklus widerspiegelt, die
auch im Transportstrom beobachtet werden. Ausserdem deuten die Resultate an, dass zur
Aktivierung des Anionenstroms eine Konformationsédnderung des Transporters notwendig
ist, wihrend die Glutamatbindung alleine nicht ausreicht, um die Anionenleitfihigkeit zu
aktivieren. Aufgrund dieses Verhaltens kann angenommen werden, dass die Glutamat-
induzierte Anionenleitfihigkeit Ahnlichkeit mit Liganden-gesteuerten Prozessen in
Ionenkanilen, wie dem CFTR, hat, in denen auch die Ligandenbindung einer
Konformationsinderung, die zum offenen Kanal fiihrt, vorauseilt (Aleksandrov and
Riordan 1998).

Beim Vergleich der thermodynamischen Parameter von Tty (Transportstrom) mit
Tdecay (Anionenstrom) stellt sich die Situation dhnlich dar, wie bei tys (Anionstrom) und Tra
(Transportstrom). Die beobachteten Unterschiede bewegten sich im Rahmen der
Messungenauigkeit, so dass angenommen werden kann, dass die Reaktionen, die diese
beiden Phasen bestimmen, identisch miteinander sind. Dies deutet an, dass auch hier die
Kinetik des Anionenstroms das Durchlaufen von anionenleitfihigen Zustinden im
Transportzyklus widerspiegelt, die auch im Transportstrom beobachtet werden. Die hier

gemessene Aktivierungsenthalpie der Glutamattranslokationsreaktion von EAAT3
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unterschied sich signifikant von Werten, die aus dem Abklingverhalten von
Transportsstromen im Hippocampus gemessen wurden (Bergles and Jahr 1998). Die
Aktivierungsenergie fiir tqow kann unter Vorbehalt aus der Arbeit von Bergles et al. mit 37
kJ/mol abgeschitzt werden (14, Wurde von diesen Autoren nur bei zwei verschiedenen
Temperaturen gemessen). Allerdings ist es schwer moglich die Werte aus dieser
Untersuchung zu vergleichen, da das Glutamat aus Synapsen freigesetzt wurde und daher
die Kinetik leicht unterschiedliche Prozesse beschreibt. Interessant an dieser Untersuchung
ist allerdings die Tatsache, dass die Kinetik der Relokationsreaktion (E, ~ 50 kJ/mol)
wesentlich schwécher temperaturabhiingig, als die der Translokationsreaktion war (Bergles
and Jahr 1998). Die Relokation des Transporters ist daher anscheinend nicht mit einer

grofen Konformationsénderung verbunden.
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Abb. 23 Transportmodell von EAAT3 aufgrund der gemessenen Aktivierungsenthalpien. N reprisentiert Na*, G
Glutamat, H das Proton und K K*. Die Bindungsreaktion des ersten Na* (1) ist mit einer leichten Konformationséinderung
verkniipft. Die Glutamatbindung veriindert das Protein kaum (2). Wiihrend die Bindung des nichsten Na* (3) und die
nachfolgende Translokation (4) mit einer hohen Energiebarriere verbunden sind. Der Transportstrom ist mit einem hohen
Q;0 = 3,73 verbunden, der in dieser Grossenordnung auch bestétigt wurde. Allerdings ist die Relokation (6) nur mit einem
niedrigen Q;o verkniipft. Daher kann man spekulieren, ein anderer Prozess vorhanden ist, der evtl. mit einer

Konformationsédnderung einhergeht (5).

Durch die temperaturabhingigen Messungen ist es moglich das kinetische Modell
von EAAT3 zu erweitern. Ein Modell ist in Abb.23 gezeigt. Zunichst bindet das erste Na*
an den Transporter, was eine Konformationsdnderung nach sich zieht. Dieser Befund stiitzt
frithere Arbeiten (Grunewald, Menaker et al. 2002; Larsson, Tzingounis et al. 2004). Ein
weiteres Indiz sind die Spannungssprungexperimente, mit denen in dieser Arbeit die Na*-
Bindungsreaktion untersucht wurde, denn die Relaxationszeit fiir den Strom ist zu langsam,

um nur durch die Diffusion eines Ions zu seiner Bindungsstelle in der Membran erklirt zu
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werden (t = 0,71 * 0,09 von O auf -100 mV n = 15). Durch die Na'-induzierte
Konformationsinderung bildet sich eine hoch-affine Bindungsstelle fiir Glutamat. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Bindungsreaktion von Glutamat
wahrscheinlich diffusionsgesteuert ist und nur mit einer geringen Aktivierungsenthalpie
einhergeht (Abb.20). Danach folgt die Bindung eines weiteren Na* und die Okklusion der
Substrate, was mit einer umfassenden strukturellen Reorganisierung des Proteins
einhergeht, die zur Aktivierung der vollen Anionenleitfdhigkeit fithrt (Abb.23 3) (Watzke
and Grewer 2001). Obwohl die Transport- und Kanalfunktion im Protein ortlich getrennt zu
sein scheinen (Ryan, Mitrovic et al. 2004) sind beide Eigenschaften funktionell miteinander
gekoppelt. Dies wurde durch den Vergleich der schnellen Zeitkonstante (tTra) der
abfallenden Phase des Transportstroms und der Zeitkonstanten der ansteigenden Phase
(trast) des Anionenstroms gezeigt (Watzke and Grewer 2001). In der hier vorgestellten
Arbeit konnte die Vermutung bestitigt werden, dass diese beiden Phasen identische
Prozesse beschreiben. Im Anschluss findet die Translokation der Substrate statt (Abb.23 4).
Dieser Prozess beinhaltet eine Konformationsinderung, nach der die Glutamat- und Na*-
Bindungsstelle dem Zytosol zugewandt sind. Die stark positive Aktivierungsentropie
verleitet zur Spekulation, dass die Oberfliche, die im Ubergangszustand dem Zytosol
zugewandt ist, kleiner ist, als die Oberfliche, die vor der Konformationsinderung dem
Extrazelluldrraum zugewandt war. Diese Vermutung wird durch das alternating access
Modell gestiitzt (Jardetzky 1966; Yernool, Boudker et al. 2004). Dieses Modell bietet,
wenn die Struktur von GLTp, beriicksichtigt wird, auch eine alternative Erkldrung tiber die
Ursache der schnellen und langsamen Phase des Transportstroms. Die schnelle Phase
konnte die Schliessung der extrazelluldren Seite des Transporters reprédsentieren, mit der die
Aktivierung der Anionenleitfihigkeit einhergeht, wihrend die langsame Phase die Offnung
des Transporters zur intrazelluldren Seite darstellt. Von Yernool und Kollegen wurde
spekuliert, das es sich bei dieser Reaktion um die Bewegung des reentrant loops 1 aus der
Membran zur Zellinnenseite der Membran hin handelt, durch die ein wéssriger
Zugangsweg zur Glutamatbindungstelle vom Zytosol aus hergestellt wiirde (Yernool,
Boudker et al. 2004). Bei reentrant loop 1 wiirde es sich demnach um das intrazellulidre Tor
(gate) im alternating access Mechanismus handeln. Diese Interpretation ist mit den hier
vorgestellten Messungen im Einklang.

Die nachfolgenden Schritte im Reaktionszyklus sind schwerer zu interpretieren.

Bergles et al. berichten von einer schwachen Temperaturabhingigkeit des
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Relokationsschrittes (Abb.23 6), von dem bisher angenommen wurde, dass er
geschwindigskeitbestimmend ist (Bergles and Jahr 1998). Dieses Tatsache ist schlecht mit
der starken Temperaturabhingigkeit des stationdren Transportstroms zu vereinbaren, da
dieser vom langsamsten Schritt im Zyklus bestimmt wird (Grewer, Watzke et al. 2000;
Bergles, Tzingounis et al. 2002). Es gibt zwei Moglichkeiten diese Ergebnis zu erkléren,
zum einen kann es sein, dass die Resultate aus der Untersuchung von Bergles et al. ein
Einzelfall sind, denn es gibt 2 andere Verdffentlichungen, in denen Werte von ~3 fiir Qo
fiir den Transportstrom gefunden wurden (Wadiche and Kavanaugh 1998; Auger and
Attwell 2000). In diesem Fall ist es moglich, dass die Relokation des Transporters
temperaturabhiingig ist und der Qo dies anzeigt. Die zweite Moglichkeit besteht darin, dass
es Zustinde gibt, die bisher nicht entdeckt wurden, die mit grosseren
Konformationsinderungen einhergehen (Abb.23 5). Welche Moglichkeit zutrifft kann nur

durch weitere Experimente iiberpriift werden.

4.3.3 Physiologische Signifikanz

Bei der glutamatergen, synaptischen Ubertragung muss der Neurotransmitter
innerhalb des Zeitintervalls von einer synaptischen Aktivierung bis zur nédchsten entfernt
werden (~ 1 ms), um die Neuronen nicht in ihrer Funktion zu beeintrichtigen. Es wird
angenommen, dass Glutamattransporter in der Hauptsache durch die Pufferwirkung zur
Beseitigung des Glutamats beitragen (Lehre and Danbolt 1998; Otis and Jahr 1998). Dies
liegt in der Hauptsache daran, dass die Transporter als zu langsam betrachtet werden, um
einen signifikanten Beitrag zur Entfernung des Transmitters beizutragen, die Umsatzzeiten
der bisher charakterisierten Transporter lauten 90 s (EAAT3), 41 s (EAAT2), 16 s
(EAATI) und ~3 s (EAAT4) (Bergles and Jahr 1998; Wadiche and Kavanaugh 1998;
Grewer, Watzke et al. 2000). Insofern reicht die Zeit bei weitem nicht aus, um einen
kompletten Zyklus innerhalb von 1 ms zu durchlaufen. Allerdings sind die meisten
funktionellen Charakterisierungen der Transporter bisher bei Raumtemperatur durchgefiihrt
worden. Die Werte fiir die entsprechenden Grossen konnten durch die RGT-Regel
(Reaktionsgeschwindigkeit-Temperatur-Regel, auch van't Hoffsche Regel genannt)
abgeschitzt werden. Diese Regel kann man aber nicht ohne Vorbehalt anwenden. Wie man
anhand von 7, aus den Transportstrommessungen sehen kann, ist 1g, bei physiologischen
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Temperaturen nicht mehr von T, unterscheidbar, so dass der Anstieg des Stromes durch
die (temperaturunabhingige) Zeitkonstante T, bestimmt wurde. Das bedeutet, dass unter
physiologischen Temperaturen und bei 0 mV die Translokation nur noch von der
Glutamatbindung und 74, abhingig ist. Weiterhin ist die hohe Geschwindigkeit der
Translokationsreaktion bei physiologischen Temperaturen bemerkenswert. Darum kann die
Frage gestellt werden, ob Glutamattransporter nicht im Stande sind, einen signifikanten
Teil des Glutamats durch Translokation von Glutamat zu entfernen. Die im Rahmen dieser
Arbeit gemessene Zeitkonstante fiir die Translokation unter physiologischen Temperaturen
betrigt ~ 2 ms. Allerdings sind alle Versuche bei 0 mV durchgefiihrt worden, unter
physiologischen Membranspannungen (-80 mV) ist die Translokation bei Raumtemperatur
ungefdhr um den Faktor 3 schneller (Watzke, Bamberg et al. 2001). Deshalb kann
extrapoliert werden, dass die Translokation unter physiologischen Bedingungen schneller
als 1 ms ist, was Glutamattransporter zu einem wichtigen Faktor in der Beseitigung des
extrazelluldren Glutamats nach der priasynaptischen Ausschiittung, nicht nur durch die

Glutamatpufferung, macht.

5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden die neuronalen Glutamattransporter EAAT4 (Excitatory
Amino Acid Transporter) und EAAT3 in einem HEK (Human Embryonic Kidney)
Zellsystem untersucht, in dem die Transporter transient exprimiert wurden. Das Protein
wurde aus dem Rattenhirn (EAAT3) und Rattenretina (EAAT4) kloniert. Diese Proteine
katalysieren den Transport von Glutamat aus dem Extrazelluldrraum in das Zytosol. Die
Energie dieses Transport, entgegen des Konzentrationsgradienten, stammt aus dem
Kotransport von Natriumionen und Protonen und dem Gegentransport von Kaliumionen.
Fiir EAAT3 ist bekannt, dass das Verhiltnis 3 Na*:1 H":1 Glutamat:1 K" betriigt, dadurch
werden 2 positive Ladungen pro Transportzyklus verschoben. Das fiihrt zu einem
messbaren positiven Einwirtststrom. Dieser Strom ist wesentlich schwécher in EAAT4,
zudem ist die Stochiometrie unbekannt. Zusitzlich besitzen beide Proteine eine
Anionenkanaleigenschaft, die bei der Bindung von Na* und der Bindung von Glutamat voll

aktiviert wird. Diese Eigenschaft ist bei EAAT4 besonders ausgeprigt. Die Transporter
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wurden in Abhingigkeit von verschiedenen intra- und extrazelluldren Ionen- und
Substratkompositionen, sowie bestimmter Haltepotentialen charakterisiert. Ausserdem ist
bei der Untersuchung die extrazellulire Temperatur durch eine fiir diesen Zweck
entworfene Apparatur variiert worden.

Die Charakterisierung der stationdren Eigenschaften des wenig bekannten
Transporters EAAT4 brachten Erkenntnisse zu Tage, die 1) Klarheit iiber die apparente
Affinititen der Substrate bringen, insbesondere Glutamat und Na® 2) neu in Bezug auf die
Spannungsabhiéngigkeit der apparenten Affinitdt von Glutamat sind. Die Untersuchung der
vorstationiren Ableitungen waren fruchtbar in Bezug auf a) die Ahnlichkeit des Transports,
der durch EAAT4 katalysiert wird, zu anderen Glutamattransporter b) spezifische
Parameter des Transports, wie den Unterschied in der Transportgeschwindigkeit c) die
neuartige Kinetik der Anionenleitfdhigkeit. Aus den Daten ergibt sich folgendes Bild iiber
den Mechanismus des Transports. Die Substrate binden an EAAT4, im Vergleich zu den
anderen Transportern, mit wesentlich hoheren K, [ (0,6 + 0,1)uM fiir Glutamat und (42,3 +
5,2)mM fiir Na*]. Die Bindung von Glutamat, die schnell verliuft, ist, wie bei EAAT3,
stark Na* abhingig, genau wie die Leckleitfihigkeit, die ebenfalls durch Na* aktiviert wird.
Die folgenden glutamatabhingigen, vorstationdren Reaktionen, inklusive der Translokation
der Substrate verlduft wesentlich langsamer, als in anderen Transportersubtypen. Die Folge
ist eine langsame Umsatzrate (<3 s1) und daher ein geringer Transportstrom [(-3,6 +
2,8)pA]. Allerdings kann aufgrund der apparenten Affinitdt bei verschiedenen externen
[Na"] darauf geschlossen werden, dass mindestens 2, wahrscheinlich aber 3 Na* pro Zyklus
transportiert werden. Insofern teilt EAAT4 denselben prinzipiellen Mechanismus. Das
Verhalten der Anionenleitfdhigkeit zeigt allerdings erhebliche Unterschiede zu anderen
Subtypen, da die Anionenleitfihigkeit durch negative Membranpotentiale inhibiert wird.
Dies wird durch die Inhibierung der K'-Relokationsreaktion des Transporters erklért.
Zusammengenommen spricht die geringe Umsatzrate und die hohe apparente Affinitét fiir
Glutamat dafiir, dass EAAT4 ein hochspezialisierter Transporter fiir die schnelle Pufferung
von Glutamat und den langfristigen Transport von Glutamat bei niedrigen Konzentrationen
ist.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Temperaturabhingigkeit des
Glutamattransports durch EAAT3 untersucht. Die Temperaturabhingigkeit des
Glutamattransports unter stationidren Bedingungen zeigte interessante neue Ergebnisse. Die

Ergebnisse lassen Aussagen zu beziiglich 1) der Thermodynamik der Bindung der Substrate
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und 2) der molekularen Natur bestimmter Teilreaktionen im Zyklus Die Bindung eines
nicht-transportierbaren Glutamatanalogons zeigt, dass die Inhibitorbindung exotherm ist
(AH’ = 30,0 + 3,3)kJ/mol. Die Bindung von Na* an den unbeladenen Transporter ist im
Gegensatz dazu nicht signifikant von der Temperatur abhingig mit AH’ = (20,8 +
21,5)kJ/mol. Es ist ebenfalls interessant, dass die Freie Enthalpie des Gesamtzyklus bei
EAAT4 signifikant grosser ist als bei EAAT3, was in Ubereinstimmung mit der hoheren,
apparenten Glutamataffinitit ist [AGgaars = (35 £ 1)kJ/mol vs. AGgaas = (30 =1)kJ/mol].
Die Temperaturabhédngigkeit der vorstationdren Kinetik von EAAT3 enthiillt gleichfalls
neue Ergebnisse. Zum einen ist die Bindung des Na* Ions and den unbeladenen Transporter
mit einer Konformationsinderung begleitet. Im Gegensatz dazu hat die Reaktion, die der
Glutamatbindung zugeordnet wurde, nur eine moderate Aktivierungsenthalpie [AH* = (39 +
23 )kJ/mol], wie fiir eine diffusionskontrollierte Reaktion erwartet wird. Die nachfolgenden
zwei langsameren Phasen des Transportstroms, die in der Literatur der Aktivierung der
Anionenleitfihigkeit und der Glutamattranslokation zugeordnet wurden, sind mit hohen
Aktivierungsenthalpien verbunden [AH® = (121 = 12)kJ/mol bzw. (94 + 4)kJ/mol]. Dies
bedeutet zum einen, dass zur Offnung des Anionenkanals und der Translokation von
Glutamat eine grossere Umstrukturierung des Transporters notwendig ist. Ausserdem
konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die zwei Phasen, die in vorstationidren
Anionenstrommessungen beobachtet wurden, wahrscheinlich dieselben Teilreaktionen im
Transportzyklus widerspiegeln, die die beiden abfallenden Phasen im Transportstrom
erzeugen. Durch die hier gefundenen, neuen Daten fiir die Translokationsgeschwindigkeit
bei physiologischen Temperaturen kann die Hypothese in Frage gestellt werden, die besagt,
dass Glutamattransporter nicht schnell genug seien, um zur schnellen Entfernung des
Glutamats nach der synaptischen Transmission beizutragen. Es scheint vielmehr so, dass
bei physiologischen Temperaturen und Membranpotentialen, die Translokation von

Glutamat hinreichend schnell verlauft.
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6. Anhang

6.1. Modellierung und Gleichung fiir die Kinetik von EAAT4

In dieser Arbeit wurde ein vereinfachtes, sequentielles 6-stufiges Transportmodell
verwendet um die experimentelle Befunde zu erkldren. Dieses Modell enthilt: (I) eine
reversible Glutamatbindungsreaktion an die extrazelluldre Seite des Transporter, die durch
die Geschwindigkeitskonstanten k,; und k.; beschrieben wird. Es wird angenommen, dass
die Bindung und Dissoziation von Glutamat von vorangehenden und nachfolgende Na'-
Bindungsreaktionen moduliert wird. Diese Reaktionen befinden sich vermutlich in einem

schnellen vorgelagertem Gleichgewicht, verglichen mit der Glutamatbindung. Daher
reduziert sich die Gesamtreaktion von T nach N,TG zu einem Prozess mit scheinbar nur

einem  Reaktionsschritt.  (II) Eine reversible  Glutamattranslokationsreaktion
(Geschwindigkeitskonstanten k; und k). Die Glutamattranslokation wird fiir die Simulation
des Homoexchangemodus als reversibel angesehen. In diesem Modus sind hohe
Konzentrationen von Glutamat und Na® intrazellulir appliziert worden, um die
intrazelluldren Bindungsstellen zu sittigen. Folglich wird Glutamat und Na® daran

gehindert in das Zytoplasma zu diffundieren, wodurch der Transporter zwischen den

Zustinden N,TG und N, T'G gefangen bleibt (grau unterlegte Fliche im Schema 1). Das

verwendete Modell enthélt im Einwirtstransportmodus zwei quasi irreversible Schritte:
(IIT) k, ist einer Reaktion zugeordnet worden, die mit jeder der beiden Reaktionen
verbunden sein konnte, die zur intrazelluldren Dissoziation von Na* und Glutamat fiihrt
(vgl. Schema 1). Dieser Schritt wird als quasi irreversibel angesehen, da der Wert der [Na']
und [Glutamat] unter Bedingungen, die den Einwértstransport begiinstigen, quasi O betrégt.
Daher ist die Assoziation von Na® und Glutamat nach der Dissoziation praktisch
unterbunden. (IV) Die K* getriebene Relokation ist durch die Geschwindigkeitskonstante k;
reprisentiert, diese Reaktion stellt den eigentlichen Relokationsprozess, die intrazelluldre
Assoziation von K* oder die extrazellulidre Dissoziation von K* dar. Dieser Schritt kann
ebenfalls als quasi reversibel betrachtet werden, da die extrazellulire K*-Konzentration bei
0 liegt und darum die Reassoziation des abgegebenen K verhindert und EAAT4 in den
Zustand T zwingt (Schema 1). Obwohl die Glutamatbindung in Schritt 1 als elektroneutral

angesehen wird ist dieser Schritt mit einer apparenten Valenz von + 0,8 verbunden, was auf
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die vorangehenden schnellen Na'-Bindungsschritte zuriickzufiihren ist, auf die die
Glutamatbindung folgt. Von den Schritten 4,5 und 6 wird angenommen, dass sie elektrogen
sind, mit einer apparenten Valenz von zg von +0,7 und +1,5, bzw. -1,0 (sieche Schema 1).
Diese apparenten Valenzen wurden so gewihlt, dass Gesamtladungsbverschiebung +2,0
betriigt, in Ubereinstimmung mit der experimentellen Stochiometrie fiir EAAT2 und
EAAT3 von 3 Na":1H":1Glu" und einem kotransportiertem K*. Anhand unserer Daten
konnte kein Unterschied in der Stochiometrie von EAAT4 zu den Daten aus den EAAT2
und 3 festgestellt werden. Die Werte der obigen apparenten Valenzen ergeben sich aus den
Simulationen, die die experimentellen Daten am besten abbilden (Abb. 22). Wenn zq fiir &;
starkt von -1 abgewichen ist, wurden starke Abweichungen der simulierten Strom-
Spannungskennlinie des Anionen- und Transportstroms im FEinwértstransportmodus
festgestellt. Am schwichsten ist die apparente Valenz (+1,5) fiir den Schritt 3 definiert, da
eine Veridnderung des Wertes von +0,5 bis +2 keine wesentlichen Unterschiede in der
Simulation nach sich gezogen hat. Dieser Befund kann erwartet werden, da k., die
schnellste Reaktion darstellt und daher weder fiir die stationdren noch fiir eine der
betrachteten vorstationidren Phasen geschwindigkeitsbestimmend ist.

Der Zustand auf den sich das Hauptaugenmerk gerichtet hat, ist der Zustand mit der

maximalen Anionenleitfahigkeit, N,TG . Daneben gibt es noch einen anionenleitfdhigen

Zustand, N,T'G, dessen Na" und Glutamatbindungsstellen nach innen gerichtet sind, dem

aber nur 30% der maximalen Leitfdhigkeit zugeschrieben wurden. Die Grundlage dieser

Annahme bildet die Spannungsabhingigkeit des stationdren Anionenstroms, der im
Homoexchangemodus gemessen wurde. Wenn N,T'G iiberhaupt nicht anionenleitfihig

wire, wiirde die Strom-Spannungsbeziehung ein Maximum besitzen und der Strom wiirde

bei hyperpolarisierenden Potentialen abnehmen, da der Transporter unter diesen

Bedingungen im N,T'G Zustand akkumulieren wiirde. Im anderen Fall, dass N,T'G

dieselbe Leitfahigkeit wie N, TG besitzen wiirde, sollte der Anionenstrom exponentiell mit
dem stidrker hyperpolarisierendem Strom ansteigen. Der experimentell bestimmte Strom
befindet sich zwischen diesen beiden Extrema. Der Wert 30% wurde gewihlt, weil er die

Daten der Strom-Spannungsbeziehung am besten beschreibt. Der gemessene Anionenstrom

ist proportional zur Summe aus (N,TG und N,T'G), dem Anionnstrom, der von einem

Transporter getragen wird und der Gesamtzahl (N) der untersuchten Transporter.
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Wenn die  Glutamatbindung unter  geringen  Glutamatkonzentrationen
geschwindigkeitsbestimmend wird, kann die apparente Geschwindigkeitskonstante (1/Tapp)
der Bildung von N,TG und daher der Anstieg des Stroms kann wie folgt beschrieben

werden:

— =k [Clul+k, (1)

app

Die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Bindung, k,;, und Dissoziation, k., sind die
apparenten Geschwindigkeitskonstanten, die in der folgenden Gleichung verwendet
wurden. Diese Konstanten sind durch die vorgelagerten und nachfolgenden

Ionenbindungsgleichgewichte bestimmt (siehe Schema 1).

[Na™]
k+1,app =Ky N1 (2)
[Na’ ]+ Ky,
K
k—l app = k—l +N—3+2 (3)
’ [Na™]+ Ky,

Knas1 and  Knaio reprisentieren die Dissoziationskonstanten von Na® aus seiner
Bindungsstelle des  glutamatfreien, bzw. glutamatbeladenen Transporter. Zur
Vereinfachung wird die Bindung des dritten Natriumions vernachlissigt, da man durch die
Daten nicht unterscheiden kann, ob dieses Na* vor oder nach Glutamat bindet. Sofern

[Glutamat] geschwindigkeitsbestimmend wird, kann der Spannungsanstieg, der

proportional zu [ N,TG ] ist, durch eine einfache Exponentialfunktion ausgedriickt werden:

[N,TG](r) = 1—exp(—(k,, . [Glu"]+k, . +k.)-1) @)

+1,app +1,app

, wobei kss die stationdre Umsatzrate bei séttigenden Glutamatkonzentrationen darstellt.
Die stationire N,TG  Konzentration im Einwirtstransportmodus (d.h. die

Transporttranslokation kann als irreversibel angesehen werden) kann bei hoheren
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Glutamatkonzentrationen, bei denen die Bindung in einem schnellen Vorgleichgewicht, im

Vergleich zu anderen Reaktionen ist, wie folgt beschrieben werden:

- k
[N,TG], = o ] ks )
[Glu™ ]+ K, kk_, +k_ k +kk,
mit
Kok, (5A)

K =K
™AWk kL k + ok,

K, +[Na* K
Kd wop — Kd Na+1 [ a ] Na+2 (SB)
' [Na'] Ky,., +[Na"]

In dieser Gleichung ist Ky, die apparente Gleichgewichtskonstante fiir die
Glutamatbindung, die sowohl von den vorangegangenen und nachfolgenden Na®
Bindungsreaktionen (die durch die Gleichgewichtsdissoziationskonstante Kn,+1 und Knati
definiert werden) als auch von K, der intrinsische Dissoziationskonstante fiir Glutamat,
beeinflusst wird. Gleichung 5 wurde verwendet um die Abhingigkeit des Kj von der
externen Na'-Konzentration und des Transmembranpotential zu modellieren. Zur
Vereinfachung wurden nur 2 der 3 Na* betrachtet, die mit Glutamat kotransportiert werden.

Die apparente Geschwindigkeitskonstante fiir den absteigenden, vorstationédren
Strom kann bei hohen Glutamatkonzentrationen, bei denen ein schnelles

Bindungsgleichgewicht angenommen werden kann, kann wie folgt beschrieben werden:

[Glu™]

VVt=k +k —————
[Glu"]+ K,

(6)

Fir die Simulation der Zeitabhingigkeit des Anionenstroms bei sittigenden

Glutamatkonzentrationen wurden die Geschwindigkeitsgleichungen aus Schema 1
numerisch integriert, um den Unterschied der Konzentration von N, TG als Funktion der

Zeit zu bestimmen.
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Die Spannungsabhiéngigkeit des Stroms wurde rechnerisch durch die Einfithrung der

Spannungsabhiéngigkeit von

(a) der Geschwindigkeitskonstanten k; und k., erreicht

k. (V )=k (0)ex "7 (7
e ' P 2RT
k,(V)=k,(0)ex ALY )]
2 2 P 2RT
k (V. )=k (0)ex “T )
e ' P 2RT

und

(b) des Einheitsstroms, der durch die Goldmann-Hodgkin-Katz Gleichung beschrieben

wird:

_ PPV, [SCN'], ~[SCN'1, expl-V, F/RT))
N RT 1—exp(~V,_F/RT)

(10)

F ist die Faradaykonstante, T die Temperatur, R die Gaskonstante und Pscy die
Einzelkanaldurchlissigkeit fiir SCN™ . Die Umsatzgeschwindigkeit des Transporters wird
aus der simultanen Messung der vorstationdren Ladungsbewegung, Qp, und dem

stationdren Strom, deselben Zelle abgeschiitzt. Es gilt:

I _ ISS Zps

SS

ss = =
e ZssN st Zss

(11)

Im Einklang mit der Stochiometrie anderer Transportersubtypen wird z, auf +2 gesetzt. Die
apparente Valenz der vorstationdren Ladungsverschiebung, z,, erhdlt man aus der

Spannungsabhingigkeit der Ladungsbewegung, was im folgenden Absatz ndher erldutert
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wird.
Nimmt man an, dass die Glutamatbindung an EAAT4 zu einer schnellen Bindung

von Na* an den Transporter fiihrt, wie man in Schema 1 gezeigt ist. Folgt daraus:

N O [Na "]
V,[Na*]) = ma 12
O (V,[Na™]) Na' 1+ Ko (V) (12)

In dieser Gleichung ist Q.. ein Skalierungsfaktor, der den Wert der maximalen
Ladungsverschiebung repridsentiert, was die Anzahl der beobachteten Transporter, die
Elementarladung und die apparente Valenz, zo der Ladung beinhaltet. In Bezug auf die
Spannungsabhingigkeit, &hnelt Gleichung 12 einer Verteilung, die einer

Boltzmannverteilung. Das Mittelpunktspotential ist [Na*]-abhingig und kann durch:

RT [Na"]
V,o=——1 13
¢ g F H(KNM(O)j (13)

berechnet werden.

Die  Spannungsabhingigkeit  der  Ladungsverschiebung  kann  durch  die
Spannungsabhéngigkeit von Ky,+2(V,) mit der folgenden Gleichung in (13) eingefiihrt

werden.

FV

Koo (Vi) = K02 (0) eXP{ ZQRT = j (14)
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6.2. Berechnung derTemperaturabhédngigkeit der Transportparameter

6.2.1. Berechnung der thermodynamischen Zustandsgrossen

Im Rahmen dieser Arbeit ist die Michaelis-Menten-Gleichung verwendet worden,
um die apparente Affinitét zu einem Substrat unter stationidren Bedingungen zu bestimmen.
Dazu ist vereinfachend angenommen worden, dal die Generierung des Stroms
entsprechend des Michaelis-Menten-Modells folgt, d.h. die bimolekulare Bindungsreaktion
des Substrats an das Protein und der darauf folgende elektrogene Transport des Substrats.
Unter dieser Annahme besitzt die Michaelis-Menten-Konstante die Form einer apparenten
Dissoziationskonstante. Der Kehrwert von Kj stellt daher die apparente
Assoziationkonstante dar. Die Annahme, dass man die Bindungsreaktion des Glutamats
unter sdttigenden Glutamatkonzentrationen, aus den Daten des Gesamtzyklus verwenden
kann ist nur bedingt zutreffend. Daher sind auch die K von Teilprozessen des
Transportzyklus untersucht worden, zum einen die Bindung des ersten Na® and den
Transporter und zum anderen die Bindung des nicht-transportierbaren Inhibitor TBOA.
Den Zusammenhang zwischen der absoluten Temperatur und der Assoziationskonstante bei

konstantem Druck wird durch die van’t Hoff’ sche Gleichung beschrieben:

AH

dinK == dT (15)

Sofern die Enthalpie unabhingig von der Temperatur ist, lidsst sich die Gleichung einfach

intergrieren und man erhilt:

ng A2 L (16)
R

Die Auftragung von % gegen InK ergibt eine Gerade, dessen Steigung die Enthapie

enthilt. Fir den Fall, dass diese Auftragung nicht linear verlduft, bedeutet das, dass die
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Reaktionsenthalpie temperaturabhingig ist. Die Reaktion geht daher mit einer Anderung
der Wirmekapazitit einher, die dann zur Berechnung der Temperaturabhingigkeit der

Gleichgewichtskonstante einbezogen werden muss:

AH 1
an=7?+IAdeT (17)

Die Gleichgewichtskonstante bei einer bestimmten Temperatur gibt Aufschluss iiber die

frei Enthalpie der Reaktion, es gilt:
AG =—RTInK (18)

Durch die Kenntnis der Enthalpie (AH ) aus der van’t Hoff’schen Reaktionsisobaren und

der freien Enthalpie (AG ) kann man die Entropie ( AS ) der Bindungsreaktion durch:
AG =AH —TAS (19)

berechnen, wobei T die absolute Temperatur in K darstellt.

6.2.2. Berechnung der kinetischen Parameter

Die Temperaturabhiingigkeit einer enzymatischen Reaktion kann durch das
Verhiltins der Produktmenge bei verschiedenen Temperaturen (T; bzw. T,) ausgedriickt
werden. In unserem Fall ist das Produkt des Transporter der geflossene Strom. Der Qg ist

ein MaB fiir die Temperaturabhéngigkeit und wird wie folgt berechnet:

Q= (ﬂj(“] (20)

Mithilfe der Arrhenius-Gleichnung kann man den Zusammenhang zwischen der

Temperatur und der Geschwindigkeitskonstanten nach folgender Formel beschrieben:
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E, 1

Ink=InA—-—*— 21
RT

Die Geschwindigkeitskostante k = 1/t, E, ist die empirische Aktivierungsenergie, InA ist

der priaexponentielle Faktor, R die Gaskonstante und T die absolute Temperatur in K. Trégt
man In k gegen % auf erhilt man eine Gerade, wenn die Aktivierungsenergie im gewihlten

Temperaturintervall konstant ist. Die Eyring’sche Theorie des aktivierten Komplexes ist
eine  quantenmechanische Theorie die den Zusammenhang zwischen der
Geschwindigkeitkonstante k und den thermodynamischen Zustandsgrossen, AH* und AS*

des Ubergangszustands herstellt. Der wie folgt ausgediickt werden kann.

k,T\ AS'  —AHF
In(k)=1n Kol A5 ZAH 1 (22)
h R R T

ky stellt die Boltzmann-Konstante dar, h ist das Planck’sche Wirkungsquantum und T die
absolute Temperatur in K.
Mithilfe dieser Gleichung erhélt man eine modifizierte Arrhenius Gleichung folgender

Form erstellen:

T i _ ¥
ln(k)—ln(kB j:AS L AH (23)

1
h R R T

Aus der man die Aktivierungsentropie direkt durch den Achsenabschnitt bestimmen kann
und die Aktivierungsenthalpie ergibt sich analog der Arrheniusgleichung aus dem
Achsenabschnitt. Der Vorteil dieser Auftragung ergibt sich aus der Einfachheit und der
Unabhingigkeit des Achsenabschnitts von der Temperatur, denn im Fall der

Arrheniusgleichung ist InA temperaturabhéngig.
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6.3. Fehlerrechnung

An mehreren Stellen in dieser Arbeit wurde ein Wert angegeben, der aus anderen
fehlerbehafteten Messwerten berechnet wurde. Fiir die Berechnung des Fehlers wurden die
Regeln der Gaul3’schen Fehlerfortpflanzung verwendet. Gleichung (25) ist eine allgemeine

Form:

2 2 2
o= \/(&(x,y,...,n)j Ax? +(&(x, y,...,n)j Ay +m(@‘(x, y,...,n)j An? (25)
O oy n

o stellt die Standardabweichung dar, Ax den absoluten Fehler der Grosse x und

F (x,y,...,n)

5 ist die partielle Ableitung der Berechnungsfunktion nach x.
X
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