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1 Einleitung

1.1 Der BGT-1 -Transporter (Betain/GABA-T ransporter)

Der BGT-1-Transporter ist ein Mitglied der Familie der SLC6-Transporter (siehe
1.3). Diese gehdren zu den Natrium- und Chlorid-gekoppelten Cotransportern fur
Osmolyte, Neurotransmitter und Aminosauren (CHEN et al. 2004).

BGT-1 befindet sich in verschiedenen Geweben von Sdugetieren, wie
beispielsweise Gehirn und Niere. Im Folgenden wird auf den renalen Transporter
eingegangen. Er liegt in der basolateralen Membranseite von epithelialen
Nierenzellen und ist gehdauft im dicken aufsteigenden Ast sowie im Sammelrohr
des Nephrons anzutreffen (MIYAI et al. 1996). BGT-1 transportiert sekundér
aktiv GABA sowie das Methylamin Betain (MATSKEVITCH et al. 1999), dabei
weist der Transporter fur GABA eine hohere Affinitat auf (AHN et al. 1996).
Wahrscheinlich wird zundchst ein GABA- bzw. Betain-Molekil basolateral
(extrazellular) vom Transporter gebunden, gefolgt von drei Na*-lonen. Danach
binden ein bis zwei ClI’-lonen und der gesamte Komplex wird schlieBlich nach
intrazellular transportiert. Dabei fordert Chlorid den Transport, es ist hierflr
jedoch im Gegensatz zu Natrium nicht absolut nétig (MATSKEVITCH et al.
1999). Dies wird durch Abbildung 1 und 2 graphisch dargestellt.

Strukturell besteht BGT-1 aus 12 o—Helix-Transmembrandomé&nen, wobei der C-
sowie der N-Terminus Richtung Zytoplasma lokalisiert sind (PEREGO et al.
1997). Fir den Transporter codiert das BGT-1-Gen, welches 28 Kilobasen (kb)
aufweist und 18 Exons enthalt. Es sind acht verschiedene Varianten der mRNS
bekannt, die in drei Haupttypen unterteilt werden. Sie unterscheiden sich in der
5 untranslatierten Region. Typ A kommt ausschlieRlich im Nierenmark vor, Typ
B in Leber, Gehirn, Nierenrinde und —mark, Typ C nur in Gehirn, Nierenrinde
und -mark. Die Umgebung des 5 Endes beinhaltet ein osmotisch sensitives
Enhancerelement. Dieses wird als TonE bezeichnet (TAKENAKA et al. 1995).

Die osmotische Regulation des Transporters wird unter 1.2 beschrieben.
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Abb. 1: Skizze einer epithelialen Nierenzelle mit dem auf der basolateralen Membranseite
lokalisierten BGT-1

Als treibende Kraft fur die Aufnahme der lonen dient neben dem osmotischen Gradienten
die Natrium-/Kalium-ATPase (Na'-/K*-ATPase). BGT-1 transportiert drei positiv geladene
Natrium-lonen zusammen mit ein bis zwei negativ geladenen Chlorid-lonen und einem
ungeladenem GABA oder Betain in einem elektrogenen Modus in die Zelle hinein. Die auf
der luminalen Seite lokalisierten, an der osmotischen Regulation beteiligten Transporter und
die Aguaporine zum Transport von Wasser sind nicht eingezeichnet, da dieser Transport
nicht vollstandig gekléart ist. Diese Mechanismen sind deshalb mit einem Fragezeichen
versehen (eigene Darstellung).
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Abb. 2: Transportmechanismus des BGT-1

Der BGT-1-Transporter bindet ein GABA- bzw. Betain-Molekiil, anschlieRend drei Na*- und
ein bis zwei Cl-lonen. Der gesamte Komplex wird dann nach intrazellular transloziert.
Eigene Darstellung in Anlehnung an ZIEGLER et al. 2010.



1.2 Osmotische Regulation des renalen BGT-1-Transporters

Akkumulieren sich intrazellular osmotisch aktive Substanzen, so ziehen diese
Wasser nach und es kommt zu einem Anschwellen (Volumenzunahme) der Zelle.
Dies geschieht auch, sobald die Osmolaritat extrazelluldr geringer ist als
intrazellular. Gegenteiliges fiihrt zu einer Volumenabnahme der Zelle (siehe
Abb. 3).

Externe Osmolaritéat

H,0

Isoosmolares Milieu, ‘ H,O l
kein Wasserein- bzw.
Wasserausstrom

Osmolaritat
Hyperosmolares Milieu, hoch niedrig Hypoosmolares Milieu,
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@) @)
O Wasserstrom

I

Abb. 3: Osmotisch beeinflusster Wasserstrom unter hyper- und hypoosmolaren
Bedingungen
Eigene Darstellung in Anlehnung an ZIEGLER et al. 2010.

Die Zellen des Nierenmarks sind physiologischerweise im Rahmen der
Urinkonzentration hohen extrazellularen Osmolaritaten ausgesetzt, verursacht
durch hohe Konzentrationen an NaCl und Harnstoff (BURG et al. 2007). Eine
sofortige Reaktion der Zelle darauf ist eine schnelle Aufnahme von anorganischen
Osmolyten mit nachfolgender Wasseraufnahme. Dies wird als RVI (Regulatory
Volume Increase) bezeichnet (HOFFMANN und SIMONSEN 1989).
Hypertonizitaten/Hyperosmolaritdten durch intrazelluldare anorganische Osmolyte
bewirken jedoch Briche in der doppelstrangigen DNS der Zellen und somit eine
bedeutende lebensfeindliche Bedrohung (KULTZ und CHAKRAVARTY 2001).
BURG et al. beschreiben 2007 weitere negative Effekte, verursacht durch die
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extremen Hypertonizitdten. So entstehen reaktive Sauerstoffgruppen, werden
DNS-Replikation, -Transkription und -Translation gehemmt und Mitochondrien
depolarisiert. Schliellich kann der Zelltod eintreten (KWON et al. 2009). Um in
diesem Milieu ein Uberleben zu sichern, sammeln sich intrazellular organische
Osmolyte an, welche nicht mit den beschriebenen Nachteilen einhergehen.
Organische Osmolyte tragen ihrerseits dazu bei, den osmotischen Stress
auszugleichen und ermdglichen die intrazellulédre Volumenregulation (SCHLIESS
und HAUSSINGER 2002).

Betain gehort neben Sorbitol, myo-Inositol, Aminosdauren, Taurin und anderen zu
den wichtigen organischen Osmolyten in S&ugetierzellen (KEMPSON und
MONTROSE 2004). Dabei kann Betain in der Leber und Niere durch Oxidation
von Cholin gebildet (GROSSMAN und HERBERT 1989) oder auch aus der
Nahrung resorbiert werden (LEVER et al. 2004). Aufgenommen wird es Uber den
BGT-1-Transporter (siehe 1.1), der sich in der basolateralen Plasmamembran von
epithelialen Nierenmarkszellen (Zellen des dunnen aufsteigenden Astes der
Henle’schen Schleife) befindet (KEMPSON und MONTROSE 2004).

Die extrazellulare Hyperosmolaritat wirkt sich auf die Regulation des BGT-1-
Transporters aus. In Folge jener Hypertonizitdt und dem damit verbundenen
osmotischen Stress resultiert eine Hochregulation der Transkription des BGT-1-
Gens mit anschlieBender vermehrter BGT-1-Proteinsynthese und dessen
gesteigertem Einbau in die Zellmembran (UCHIDA et al. 1993). Angriffspunkt ist
auf Genebene das unter 1.1 beschriebene osmotisch sensible Enhancerelement.
Eine Hypertonizitat bewirkt starkere Bindungen von einem oder mehreren
Proteinen an der TonE-Region. Wahrscheinlich fiihrt dies zu einer gesteigerten
transkriptionellen Aktivitat (BURG et al. 1996).

Bei erhohter intrazelluldrer Konzentration von Betain, Inositol oder Sorbitol wird
wiederum die Expression der Betaintransporter mRNS gehemmt, welche
osmotisch beeinflusst und gesteigert ist (FERRARIS et al 1996). Angepasst an die
Tonizitat ist so eine Rickkopplung der osmotischen Regulation und der damit
verbundenen Osmolytkonzentration vorhanden (BURG et al. 1996).

Sofern sich das extrazellulare Milieu hin zu isotonischen Werten verdndert,
resultiert zundchst innerhalb von 15 min ein schneller Betain-Ausstrom gefolgt
von einem langsameren Betain-Einstrom (ber 1-2 Tage. Der Efflux geschieht v.a.
uber die basolaterale Membranseite (GRUNEWALD et al. 2001) und steht
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eventuell im Zusammenhang mit Arachidonsdure, welche (Uber G-Protein-
gekoppelte Prozesse freigesetzt wird. Zusatzlich kommt es zu einem frihen
Anstieg der Calciumpermeabilitdt und damit dessen erhohter intrazellulérer
Konzentration (BAGNASCO et al. 1993). Wahrscheinlich fiihrt dies zu einer
gesteigerten Permeabilitat der Zellmembran (GRUNEWALD und KINNE 1989)
mit vermehrtem Einbau bzw. Offnung von kanal- oder transporterahnlichen
Proteinen und einem anschlieBenden Ausstrom von Osmolyten wie Betain. Es
wird vermutet, dass Calcium fir die Offnung und/oder den Einbau dieser
Transportproteine aus Vesikeln verantwortlich ist (KINNE et al. 1993). Es gibt
Anhaltspunkte dafiir, dass die BGT-1-Proteine innerhalb von 24-48 Stunden
mittels Endozytose intrazellular in Vesikeln aufgenommen werden. Dort
verbleiben sie flr ca. weitere 24 Stunden funktionstiichtig. So kdnnten bei
erneuter Entwicklung eines hypertonen extrazellularen Milieus schnell BGT-1-
Proteine in die Membran reintegriert werden (KEMPSON und MONTROSE
2004).

1.3 Die SLC6-Familie

Die Transporter der SLC6-Familie gehdren zu den Natrium- und Chlorid-
gekoppelten Cotransporten fir Osmolyte, Neurotransmitter und Aminoséuren
(CHEN et al. 2004). Neben dem BGT-1 beinhaltet die Familie unter anderem den
TAUT, einen Transporter fur Taurin, den GAT-1 (Natrium-/Chlorid-/GABA-
Transporter), nicht aber den SMIT (,,Sodium-Myo-Inositol-Transporter). TAUT
und SMIT werden &hnlich dem BGT-1 (siehe 1.2) osmotisch reguliert (UCHIDA
et al. 1992). Sie wurden hauptséchlich in den Nierenmarksregionen des Hundes
nachgewiesen (BURG et al. 1996) und werden deshalb in dieser Arbeit nicht
weiter berlcksichtigt.



1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit soll mittels elektrophysiologischer Untersuchungen den
Betain/GABA-Transporter BGT-1 funktionell detaillierter charakterisieren.

Fur die Auswahl der einzelnen Materialien und Methoden sind verschiedene
Uberlegungen relevant. Grundlage der Experimente ist ein entsprechendes
Modellsystem. Hierzu wird seinerseits ein Expressionssystem bendtigt, welches
mit dem zu untersuchenden Transportsystem moglichst wenig interferiert. Diese
erwinschten Eigenschaften finden sich bei den Oozyten des slidafrikanischen
Krallenfrosches Xenopus laevis. Jene weisen eine sehr geringe Ausstattung
endogener Transportsysteme auf (DASCAL 1987). Dadurch wird die
Wahrscheinlichkeit, dass endogene Transporter mit den exprimierten Transportern
interferieren, gering gehalten (WAGNER et al. 2000).

Die Methode der Wahl ist die Zwei-Elektroden-Spannungsklemmtechnik (siehe
2.6), da es sich bei dem untersuchten BGT-1 um einen elektrogenen Transport
handelt. So konnen die Effekte verschiedener Substrate auf die Oozyten

gemessen, aufgezeichnet und miteinander verglichen werden.



2 Material und Methoden

2.1 Tierhaltung

In den durchgefiihrten Experimenten werden Oozyten der Weibchen des
stidafrikanischen Krallenfroschs Xenopus laevis verwendet. Die Frosche werden
im Institut in Aquarien mit einem 12h-Tag-Nacht-Rhythmus und einer
Wassertemperatur von 18 °C gehalten. Die Tiere werden mittels portionierter

Rinderherzen und Pellets zur Froscherndhrung gefttert.

2.2 Xenopus-laevis-Oozyten und ihre Praparation

Die Oozyten des sudafrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis dienen flr die
Expression heterologer Proteine, da leicht cRNS injiziert und die
Proteinexpression sowie -funktion mit verschiedenen Techniken erforscht werden
kann. Da die Oogenese bei Xenopus-laevis-Weibchen asynchron verlduft, liegen
die Oozyten gleichzeitig in verschiedenen Stadien vor und werden nach
DUMONT in die Stadien 1 — VI eingeteilt (DUMONT 1972). Die Genese der
Oozyten wird von diversen Faktoren beeinflusst, beispielsweise durch Jahreszeit,
Erndhrungszustand oder hormonelle Stimulation. Unter idealen Voraussetzungen
enthalten die Ovarien von reifen Weibchen zahlreiche Oozyten der Stadien V und
VI. Diese weisen eine regelméBige Pigmentierung und eindeutig voneinander
abgrenzbare animalische und vegetative Pole auf. Aufgrund ihres relativ grof3en
Durchmessers von 1,1 bis 1,3 mm sind sie leicht zu handhaben. Die Oozyten sind
mit sé&mtlichen Substraten, die fir ihr Wachstum und eine effiziente
Proteintranskription und -translation noétig sind, ausgestattet (WAGNER et al.
2000). Die Krallenfrosche bezieht das Institut fir Physiologie und
Pathophysiologie der Georg-August-Universitat Gottingen von der Firma Nasco
in Ford Atkinson in Wisconsin, USA.
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Abb. 4: Xenopus laevis in hypothermaler Anésthesie in Bauch- und Rickenlage

Die operative Entnahme der Oozyten wurde durch eine Mitarbeiterin des
Institutes vorgenommen. Dabei wurden die geltenden Tierschutzvorschriften
eingehalten. Die Genehmigungen nach 8 11 Absatz 1, Nr. 1 und 8 9 Absatz 1 des
Tierschutzgesetzes liegen vor.

Um die Oozyten den lebendigen Froschweibchen zu entnehmen, werden jene
zunachst in Eiswasser gelegt, welchem Tricain (0,2 %) fir eine anésthesierende
Wirkung beigemengt ist (WAGNER et al. 2000). Nach Eintritt der Anasthesie
werden die Frosche in ein Eisbett gelegt. Zur Freilegung des Ovars wird
anschlieBend ein 1 bis 2 cm langer Schnitt im unteren Teil des Abdomens gesetzt,
wobei Haut- und Muskelschicht separat durchtrennt werden. Einzelne
Ovarlappchen werden mittels einer Sonde disloziert, abgetrennt und fiir die
weitere Aufbereitung in Oozyten-Ringer-Losung (ORI, Zusammensetzung siehe
2.4.1) aufbewahrt. Die Wunde wird mit je einer separaten Muskel- und Hautnaht

verschlossen.

Abb. 5: Praparation der Ovarlappchen



Die frisch entnommenen Oozyten liegen im Verbund mit Follikelzellen und
kollagenem Bindegewebe vor. Um diese Gewebereste von den Oozyten zu
trennen, wird das Ovarldppchen manuell mit Pinzetten etwas zerpfliickt und
anschlieBend Gber Nacht in ein Becherglas mit ORi, dem Kaollagenase
(7 - 8 mg/20 ml; Typ CLS II, Biochrom, Berlin, Deutschland) beigegeben ist, im
Inkubator bei 16 — 18 °C aufbewahrt. Danach werden die Oozyten fiir 10 min in
calciumfreiem ORI (Zusammensetzung siehe 2.4.1) inkubiert. Im nachsten Schritt
werden die Oozyten mehrmals mit ORi gewaschen, bis alle Follikelzellreste
entfernt sind. Unter einem Mikroskop werden unversehrte Oozyten der Stadien V
und VI nach DUMONT (1972) ausgewéhlt und bis zur weiteren Verwendung in
ORI aufbewabhrt.

2.3 Aufbewahrung der cRNS und ihre Injektion

Die Aufbewahrung der cRNS erfolgt in einem Gefrierschrank bei -80 °C. Bevor
die cRNS mit einer Mikroinjektionspumpe (WPI, Sarasota) in die einzelnen
Oozyten injiziert werden kann, ist diese aufzutauen und in einer Zentrifuge
vorzubehandeln. Fir die Untersuchungen werden 23 nl der cRNS injiziert, die in
einer Konzentration von 1 pg/pl vorliegt. Um sicherzustellen, dass die Substrate
tatsachlich tber BGT-1 und nicht Uber in den Oozyten bereits vorhandene
Transportmechanismen aufgenommen werden, wird ein Teil der Oozyten mit
einer der cRNS d&quivalenten Menge an Wasser injiziert. Die so behandelten
Oozyten werden als ,,Mocks* bezeichnet.

Zur Durchfuhrung der Injektion werden Sodaklarglaskapillaren mit einem
Vertikal-Kapillarschlingenziehgerdt gezogen. Man erhélt so aus jeder Kapillare
zwei Kapillaren mit zulaufenden Spitzen. Diese werden an der &uRersten Spitze
unter mikroskopischer Kontrolle gekappt, sodass die Spitze einen Durchmesser
von ~10 um besitzt. Die so hergestellten Kapillaren werden mit Paraffinél
blasenfrei gefullt. Danach werden ca. 1 — 2 pl der cRNS, die sich in der Spitze
einer Eppendorff-Pipette befindet, aufgezogen (siehe Abb. 6). Die cRNS wurde

von einer Mitarbeiterin des Instituts zur Verfligung gestellt.



Abb. 6: Aufziehen der cRNS in die Injektionskapillare

Aufziehen der cRNS von der Eppendorff-Pipette in die auf die Mikroinjektionspumpe
aufgesetzte Injektionskapillare unter mikroskopischer Kontrolle durch ein Stereomikroskop.
Linke Abbildung: Ubersicht; die Eppendorff-Pipette ist auf der linken Seite, die
Injektionspumpe auf der rechten Seite des Arbeitstisches montiert. Das Stereomikroskop
befindet sich dazwischen. Rechte Abbildung: Nahaufnahme; die Injektionskapillare wird
unter mikroskopischer Kontrolle an die Eppendorff-Pipette herangefahren. Die Spitze der
Injektionskapillare wird anschliefend in die Spitze der Eppendorff-Pipette hineinjustiert,
sodass die cRNS in die Injektionskapillare aufgesaugt werden kann, ohne mit Luft in
Verbindung gekommen zu sein.

Zur Stabilisierung der Oozyten bei der Injektion werden diese in einer speziellen
Schale platziert. Damit der Kern der Oozyten nicht beschédigt wird, ist das
Anstechen der Oozyten mit den Glaskapillaren an der Grenze zwischen

vegetativem und animalischem Pol vorzunehmen (siehe Abb. 7).

Abb. 7: Injektion der cRNS

Injektion der cRNS in die platzierten Oozyten unter mikroskopischer Kontrolle. Die
Injektionsschale besitzt V-férmige Vertiefungen, in die die Oozyten gelegt werden. Mit der
Injektionskapillare driickt man die Oozyten etwas weiter in die Vertiefung, sodass sie bei der
Injektion nicht verrutschen und damit auch nicht beschadigt werden.
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Die Aufbewahrung der Oozyten nach der Injektion erfolgt in einer 24-Lochplatte,
deren Vertiefungen mit jeweils 2 ml einer N&hrstofflosung gefullt sind, welche
sich aus Oozyten-Ringer (ORi), 2,5 mM Natriumpyruvat als Nahrstoff und
12 mg/ml Gentamycin zur Verhinderung von Bakterienbesatz zusammensetzt. Im
néchsten Schritt findet im Inkubator bei 16 — 18 °C eine zwei- bis viertagige
Inkubation mit tdglichem Mediumwechsel und Entfernung beschadigter oder
abgestorbener Oozyten statt. Anschliefend kann mit den Messungen begonnen

werden.

2.4 LOosungen

2.4.1 Kontrolllésungen

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick (iber die Zusammensetzung der

Kontrolllésung.

Kontrolllésung (Oozyten-Ringer: ORIi)

Substanz Molfekular- Konzentration | Bezugsfirma

gewicht
NaCl 58,44 g/mol 110 mM Carl Roth GmbH
KCI 74,56 g/mol 3 mM Carl Roth GmbH
CaCl,-H,0O 147.02 g/mol | 2 mM Merck VWR International
HEPES
(Hydroxyethyl- 238,30 g/mol | 5 mM Carl Roth GmbH
piperazin-
Ethansulfonat)

Tab. 1: Zusammensetzung der Kontrollldsung (ORi)

Diese  Loésung  wird mit  Tris  (Trishydroxymethyl-Aminomethan,
Molekulargewicht 121,14 g/mol, Carl Roth GmbH) bei Raumtemperatur auf den
pH-Wert 7,5 eingestellt. Bei Einsatz eines calciumfreien ORi wurde

Calciumchlorid aus der Lésung ohne osmotischen Ersatz entfernt.
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2.4.2 Testlosungen

Als Grundlage der Testlosungen gilt die in Tabelle 1 aufgefuhrte Oozyten-Ringer-
Losung (ORi) zuzlglich der jeweilig verwendeten Substrate in den
entsprechenden Konzentrationen (siehe Tab. 2). Die Lésungen wurden mittels

Tris bei Raumtemperatur auf den pH-Wert 7,5 eingestellt.

2.4.3 Chemikalien

Diese Tabelle stellt die wahrend der Versuche eingesetzten Chemikalien und die
dazugehorige Herstellerfirma dar. Natriumpyruvat und Gentamycin wurden der
Aufbewahrungslosung der Oozyten (siehe 2.3) zugesetzt. GABA, Mannit, DOG
und Staurosporin wurden in den in Kapitel 3 beschriebenen Versuchen eingesetzt.

Substanz Hersteller
DOG (Dioctanoylglycerol) Sigma
GABA (y-Aminoisobuttersdure) Sigma

Gentamycin Applichem
Salzsaure (HCI) Sigma

Kollagenase Typ CLS Il Biochrom
Mannit Merck
Natriumpyruvat Sigma
Staurosporin Fluka

Tab. 2: Eingesetzte Chemikalien und ihre Hersteller
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2.5 Messplatz

2.5.1 Perfusionssystem

Das Perfusionssystem besteht aus zwei Vorratsgefdlien, welche mit der
Kontrolllosung bzw. mit der Testlosung gefullt sind, der Perfusionskammer, dem
Abfluss und dem AuffanggefalR. Die VorratsgefdlRe sind ca. 60 cm Uber dem
Versuchstisch befestigt und Uber englumige Polyethylenschlduche mit der
Perfusionskammer verbunden. Durch dieses Schlauchsystem l&sst sich eine
konstante FlieBgeschwindigkeit der Losungen von ca. 4 ml/min einstellen. In
Abbildung 8 ist eine vergrolRerte Aufnahme der Perfusionskammer gezeigt. Die
Losungen erreichen den rechten Teil der Perfusionskammer tber zwei horizontal
verlaufende Bohrungen (1).

Die Perfusionskammer besteht aus einer runden Plexiglasscheibe (2) von 6 cm
Durchmesser und einer Dicke von 1 cm. Sie wird Uber Kaltlichtlampen beleuchtet
und muss exakt horizontal ausgerichtet sein, da ansonsten eine Anstauung der
Losungen bzw. ein beschleunigter Abfluss derselben resultieren. In die
Plexiglasscheibe ist die eigentliche Perfusionskammer als ca. 2 auf 8 mm
langliche, horizontale Vertiefung (3) eingefrast. Die linke Seite dieser Kammer
wird durch ein ca. 1 mm hohes Widerlager (4) zur Fixierung der Oozyten (5)
begrenzt, die rechte Seite der Kammer begrenzt sich durch die oben genannten
Bohrungen fur den Perfusionszufluss. Hinter dem Widerlager erweitert sich die
Ausfrasung. Hier ist auch eine Abflusseinrichtung angebracht, durch die die

Perfusionslésungen in ein Glasgefal abflieen kdnnen.
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Abb. 8: Perfusionskammer

A: Perfusionskammer in toto. Durch die beiden Kunststoffschlduche (unterer Bildrand)
gelangt die Perfusionslésung Uber die zwei horizontal verlaufenden Bohrungen (1) in die
Perfusionskammer, welche in die runde Plexiglasscheibe (2) eingefrast ist. Weiterhin sind die
Glasmikroelektroden zu erkennen (6), die in die Oozyten eingebracht sind (siehe auch
Abb. 6 B).

B

2007/05/09 15:51

B: Oozyte mit eingebrachten Glasmikroelektroden in der Perfusionskammer (vergréfierte
Darstellung)

Die Oozyten (5) befindet sich in der Perfusionskammer (3) und werden allseits von der
Perfusionslosung umspdlt. Das 1 mm hohe Widerlager (4) der Kammer fixiert die Oozyten
und tragt zu deren Lagestabilitdt bei. Die Glasmikroelektroden (6) sind in die Oozyten
eingebracht. Dabei ist die rechte Glasmikroelektrode die stromeinspeisende, die linke die
strommessende Elektrode.
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2.5.2 Glasmikroelektroden

Um die Zwei-Elektroden-Spannklemmtechnik (two-electrode voltage clamp
technique) anwenden zu konnen (siehe 2.6), mulssen zuerst die
Glasmikroelektroden hergestellt werden. Hierzu wird ein Borosilikatglasrohrchen
mit einem Innendurchmesser von 0,8 mm und einer Wandstéarke von 0,1 mm in
ein Kapillarschlingenziehgerat (Narishige, Japan) mittig eingespannt, mittels einer
Heizspule erhitzt und durch einen vertikal gerichteten Magnetzug bis zum Abriss
auseinander gezogen. So resultieren pro Rohling zwei spitz zulaufende
(Innendurchmesser ca. 1 um) Glasmikroelektroden.

AnschlieRend werden die Elektroden Uber eine Kanlile mit 3 M-
Kaliumchloridlésung luftblasenfrei befullt und mittels Elektrodenhaltern an

Mikromanipulatoren befestigt.

Abb. 9: Glasmikroelektroden
Die Mikroelektroden wurden mit einem Vertikal-Kapillarschlingenziehgerat (Narishige,
Japan) gezogen. Man erhélt so aus jeder Kapillare zwei Kapillaren mit zulaufenden Spitzen.

2.5.3 Aufbau der Versuchskomponenten

Zum Schutz vor elektromagnetischen Einstrahlungen und somit eventuell
resultierenden Messungenauigkeiten ist der Versuchaufbau in einem von vorne
zuganglichen Faraday-Kéfig untergebracht. Dazu gehoren das Perfusionssystem

(siehe 2.5.1), die Glasmikroelektroden (siehe 2.5.2), die Mikromanipulatoren
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sowie das Stereomikroskop (siehe Abb. 10). Die verschiedenen Komponenten
stehen auf einem durch Vestolit-Puffer gegen St6l3e und Vibrationen gesicherten
Versuchstisch. Aullerhalb des Faraday-Ké&figs befinden sich der Voltage-Clamp-
Verstarker und der daran angeschlossene Schreiber (siehe Abb. 11).

Abb. 10: Aufbau der Versuchskomponenten im Faraday-Kaéfig

Aufbau der Versuchskomponenten im Faraday-Kéafig mit Stereomikroskop und
Perfusionskammer (mittig) sowie links und rechts je einem Mikromanipulator mit
Glasmikroelektrode. Von oben links zur Perfusionskammer verlaufen die
Polyethylenschlduche.

Abb. 11: Gerate aufRerhalb des Faraday-Kéfigs
Voltage-Clamp-Verstarker, darunter der 2-Kanal-Schreiber.
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2.6 Die Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (two-electrode
voltage clamp)

Bei der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme (TEVC) handelt es sich um eine
elektrophysiologische Technik, welche die Messung von Strémen durch
lonenkandle oder elektrogene Transporter erlaubt. Durch die TEVC kann ein
festgelegtes ~ Membranpotenzial — durch  permanente  Zufllhrung  eines
Kompensationsstroms, der Potenzialdnderungen ausgleicht, kontrolliert werden.

Uber eine KCl-gefilllte Glasmikroelektrode wird das Potenzial der Oozyten
gemessen und mit einem am Geréat vorgegebenen Sollwert verglichen. Weicht der
gemessene Wert vom Sollwert ab, wird Uber eine zweite KCI-gefillte
Glasmikroelektrode so lange Strom eingespeist, bis der Sollwert des Potenzials
wieder erreicht ist (Kompensationsstrom). Auf diese Weise kann der lonenfluss
kompensiert und das Membranpotenzial konstant gehalten werden. Dadurch ist es
moglich, das elektrische Verhalten eines Oozyten unter verschiedenen
vorgegebenen Potenzialen zu untersuchen. Der Stromkreis wird tber eine Erdung
geschlossen. Die entstehenden Stromstarken liegen in nA-Bereichen und missen

vor ihrer Aufzeichnung verstarkt werden.
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Abb. 12: Schaltskizze der two-electrode voltage clamp

Die Oozyten befinden sich in einem Bad, umgeben und umspllt von der Perfusionsldsung.
Das Bad ist geerdet. Uber die KCI-gefiillte, spannungsmessende Glasmikroelektrode wird
das Potenzial der Oozyten gemessen und mit einem am Gerat vorgegebenen Sollwert
verglichen. Weicht der gemessene Wert vom Sollwert ab, wird Uber eine zweite KCI-gefiillte
Glasmikroelektrode so lange Strom eingespeist, bis der Sollwert des Potenzials wieder
erreicht ist (Kompensationsstrom). Auf diese Weise kann der lonenfluss kompensiert und
das Membranpotenzial (V) konstant gehalten werden. Mit der Kommandospannung lasst
sich der Sollwert variieren. Eigene Darstellung einer Schaltskizze der two-electrode voltage
clamp in Anlehnung an STUHMER 1992.

2.7 Durchfuhrung

Zu Beginn jedes Versuchstages missen der Aufbau der Versuchskomponenten
und die Einrichtung des Arbeitsplatzes erfolgen. Dafiir werden die beiden
Vorratsgefale beflllt, das eine mit der Kontroll- (ORi), das andere mit einer
Testlosung. ORI wird perfundiert, sodass damit auch die Perfusionskammer
geflutet ist. Daraufhin wird die Erdung des Systems vorgenommen. Dazu wird
eine KCI-/Agar-Briicke mit Kontakt zur Lésung der Perfusionskammer und zu
einer 3-M-KCI-Losung (in einem externen GefaR) platziert.

Im Anschluss werden die Glasmikroelektroden vorbereitet (siehe 2.5.2), an den
Mikromanipulatoren befestigt und in die mit ORi geflutete Perfusionskammer

eingetaucht. Danach erfolgt die Justierung des Verstarkers auf 0 mV bzw. 0 nA.
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Es kann nunmehr ein geeigneter Oozyte aus dem Inkubator entnommen und in der
Perfusionskammer positioniert werden. Mithilfe des Mikroskops und der
Mikromanipulatoren ~ werden  die  beiden  Glasmikroelektroden  an
gegenuiberliegenden Stellen in die Zelle eingebracht und anschlieBend die
Perfusion mit ORI angestellt. Der Verstarker zeigt das gemessene
Membranpotenzial des Oozyten an, das von dem Schreiber aufgezeichnet wird.
Nach ca. 10 min hat sich das Membranpotenzial des Oozyten stabilisiert, es wird
eine Klemmspannung von -60 mV angelegt und der Haltestrom gemessen.
AnschlieBend wird die Klemmspannung alle 10 sek in 10 mV-Schritten variiert.
Dies geschieht in einem Bereich von —-60 mV (Ausgangswert) bis =90 mV, von
dort bis auf +10 mV und schlieBlich wieder zuriick auf -60 mV. Danach wird die
ORi-Perfusion unterbrochen und mit der jeweiligen Testlésung (befindlich im
zweiten VorratsgefaR) wie oben beschrieben fortgefahren. Am Ende jenes
Testdurchgangs wird die Testlésung ab- und auf die Kontrolllésung fir 10 min
umgestellt, bevor sich eine weitere Messung anschlieBt. Abweichende
Versuchsdurchfiihrungen werden in den entsprechenden Ergebnisteilen erléutert
(siehe 3).

2.8 Auswertung und Darstellung

2.8.1 Auswertung der Schreiberdaten

Der verwendete Schreiber kann wahrend der Messung die Spannung Uber der
Oozytenmembran und zeitgleich den benétigten Kompensationsstrom getrennt
aufzeichnen. Diese Strom-Spanungs-(1V)-Kennlinien werden mit Microsoft Excel

ausgewertet.
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2.8.2 Auswertung der Konzentrationsreihen

Fur die Bewertung einer Konzentrationsabhéngigkeit betreffend die
Translokationsbereitschaft von BGT-1 fur die Testsubstanzen werden die
Michaelis-Menten-Konstanten (Kn), bzw. die Halbsattigungskonstanten Kgs
sowie die maximal substratinduzierten Einwértsstromd .« ermittelt. Hierzu
wird ein Quotient vom Nettostroml und der Konzentra tion des Substrats c
gebildet. Ky, entspricht der negativen Steigung der Geraden. Die verwendete
Substratkonzentration wird mit S beschrieben. Mittels Microsoft Excel wird |

nach folgender Gleichung berechnet:

I = Imax * [S)/Km + [S]

Almax ist dem Schnittpunkt der Geraden mit der Ordinate zu entnehmen.
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2.9 Gerate

Die folgende Tabelle stellt die verwendeten Gerate und deren Bezugsfirmen dar.

Geratebezeichnung

Typenbezeichnung

Bezugsfirma

Arbeitstisch mit Vestolit-Puffer

Eigenbau der
Institutswerkstatt

Chlorierte Silberdrahtelektroden

Eigenfabrikation

Elektrodenhalter (Spannung)

ESW-F15V, ESP-

Warner Instrument

F15VvV Corp., USA
Elektrodenhalter (Strom) E45W Warner Instrument
Corp., USA

Faraday-Kafig

Eigenbau der
Institutswerkstatt

4878

Glaskapillaren (zur Herstellung der | Borosilikatglas mit | BioMedical
Mikroelektroden) Filament Instruments,
Z0lInitz
Glasmaterialien (Becherglaser, etc.) | Duran Schott, Mainz
Injektionspipetten Sodaklarglas, WPI (World
Artikelnummer Precision

Instruments Inc.),
Sarasota, FL, USA

Injektionspumpe

UltraMicroPump 11
(UMP 2)

WPI, Sarasota,
FL, USA

Kaltlichtlampen

KL 1500 electronic

Schott, Mainz

Kapillarschlingenziehgerét

PE-2

Narishige, Japan

Mikromanipulatoren Modell M Zeiss, Wetzlar
Oozyteninkubator (Kihlschrank) Liebherr, Umbau
auf 16 — 18 °C,
Eigenbau der
Institutswerkstatt
Perfusionskammer Eigenbau aus
Plexiglas
Polyethylenschlduche Schutt
Laborbedarf
Stereomikroskop Serie M3 Wild/Zeiss
Stumpfe Pasteurpipetten Eigenfabrikation
,» Two-electrode voltage clamp OC725A,B,C Warner, Hamden
device* CT, USA
(Potenzialklemme/Stromapplikation)
Zwei-Kanal-Flachbettschreiber BD 112 Kipp & Zonen,
Delft, Holland

Tab. 3: Auflistung der verwendeten Geréate
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung GABA- und Mannit-abhangiger Strome

BGT-1 transportiert drei positiv geladene Natrium-lonen zusammen mit ein bis
zwei negativ geladenen Chlorid-lonen und einem ungeladenen GABA oder Betain
in einem elektrogenen Modus in die Zelle hinein (siehe 1.1). Im Folgenden
werden die durch GABA und Mannit induzierten beziehungsweise verénderten
Strome dargestellt. Das Mannit bewirkt bei Anwesenheit ein hyperosmolares
Milieu.

Die elektrophysiologischen Versuche wurden jeweils an sechs Oozyten von drei
verschiedenen Xenopus-laevis-Individuen durchgefiihrt. Dabei wurden die
Versuchsreihen mit BGT-1 injizierten Oozyten und mit Wasser injizierten
Kontrolloozyten (Mocks) vorgenommen. Die Versuchsdurchfihrung ist unter 2.7
beschrieben. Die Oozyten-Ringer-Lésung (ORi) fungiert als Kontrolllésung. Die
Testlosungen waren 1 mM GABA in ORI, ORi versetzt mit 61 mM Mannit, ORI
versetzt mit 61 mM Mannit und 1 mM GABA, ORI versetzt mit 122 mM Mannit,
schlieBlich ORI versetzt mit 122 mM Mannit und 1 mM GABA.

Die Ergebnisse flr die Testlésungen sind graphisch in den folgenden Abbildungen
aufgefuhrt. Hier wird zum einen der Mittelwert (X), zum anderen der so genannte
»,otandard Error of the Mean (SEM, Standardfehler)* dargestellt. Der
Standardfehler zeigt an, wie stark die Mittelwerte von zufalligen anderen
Stichproben um den erhobenen Mittelwert streuen. Er wird nach der Formel
1/n X |x-X| berechnet.

Zun&chst zeigt die Abbildung 13 die Ergebnisse fiir die Kontrolllésung ORi und
die Testlosung mit 1 mM GABA in BGT-1 injizierten Oozyten (A) und in Mocks
(B). Die offenen Kreise symbolisieren die Strome unter ORI, die geschlossenen

Kreise die Strome, wenn ORI zuséatzlich mit 1 mM GABA versetzt wurde.
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Abb. 13: Strom-Spannungskennlinien (IV-Kennlinien) in An- und Abwesenheit von
1 mM GABA in BGT-1 exprimierenden Oozyten (A) und in Wasser injizierten
Kontrolloozyten (Mocks, B). Die Daten wurden an sechs Oozyten von drei Spendertieren
gewonnen.

IV-Kennlinien BGT-1 exprimierender Oozyten in An- und Abwesenheit von
1 mM GABA: Die offenen Kreise (oberer Linienverlauf) zeigen den Strom | (nA)
in  Abhéngigkeit einer bestimmten Klemmspannung V. (mV) UGber der
Zellmembran, der wahrend der Perfusion mit ORI, also in Abwesenheit von
GABA, auftrat. Die geschlossenen Kreise zeigen den Strom, der unter Perfusion
mit 1 mM GABA Losung verzeichnet wurde (Abb. 13 A).

Die gemessenen Strome besallen im Potenzialbereich zwischen -90 und -50 mV
ein negatives Vorzeichen, da es sich um Kompensationsstrome handelt, welche
uber die stromeinspeisende Elektrode zur Aufrechterhaltung des Klemmpotenzials
in die Zelle geleitet werden. Somit handelte es sich um einen Einwartsstrom Uber
die stromeinspeisende Elektrode. Ab einem Klemmpotenzial von ca. -45 mV
kehrte sich bei Abwesenheit von GABA der Einwadrtsstrom in einen
Auswartsstrom um. Bei Anwesenheit von GABA geschieht dies erst bei ca.
-40 mV. Der lineare Anstieg der IV-Kennlinien bei Anwesenheit von GABA
erfolgte sichtbar steiler als in Abwesenheit von GABA. Auf den Anstieg der
Leitfahigkeit unter Applikation von GABA wird in einer gesonderten Abbildung
eingegangen. Die mit Wasser injizierten Oozyten (Mocks) wurden vergleichend
hinzugezogen, um zu verifizieren, dass tatsachlich der BGT-1-Transporter fir die
registrierten Strome verantwortlich war (Abb. 13 B). Den Mocks wurde statt der
23 nl cRNS des BGT-1-Transporters eine &quivalente Menge Wasser injiziert
(siehe 2.3). An diesen wurden ebenfalls die Kontroll- und Testmessungen

durchgefuhrt. Die IV-Kennlinien der Mocks in Ab- und Anwesenheit waren fast
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identisch, was ein Beweis dafur ist, dass die Oozyten endogen Kkeinen
elektrogenen Transporter fir GABA besitzen.

Die Ergebnisse fir die Testlésung ORI versetzt mit 61 mM Mannit sowie mit
61 mM Mannit plus 1 mM GABA sind graphisch in Abbildung 14 aufgefthrt.

A: B:

-200 -200

V¥ ORiplus 61 mM Mannit

V¥ ORiplus 61 mM Mannit V¥ ORiplus 61 mM Mannit
plus 1 mM GABA V¥ ORiplus 61 mM Mannit

L. 200 plus 1 mM GABA L 200

I (nA) I (nA)

Abb. 14: Strom-Spannungskennlinien (IV-Kennlinien) in An- und Abwesenheit von
1 mM GABA in BGT-1 exprimierenden Oozyten (A) und in Mocks (B). Durch Zugabe von
61 mM Mannit zu der ORi-Lésung wurde ein hyperosmolares Medium geschaffen. Die
Daten wurden an sechs Oozyten von drei Spendertieren gewonnen.

Auch unter hyperosmolaren Bedingungen zeigten die IV-Kennlinien einen
linearen Verlauf (Abb. 14 A). Die Applikation von 1 mM GABA fihrte zu einem
Anstieg des Stromes, der unabhangig vom angelegten Klemmpotenzial war und in
den untersuchten Potenzialbereichen zwischen -7 und -10 nA lag. Eine Anderung
der Osmolaritat sowohl in Ab- als auch in Anwesenheit von 1 mM GABA hatte
keinen Effekt auf die IV-Kennlinien der Mocks (Abb. 14 B). Das heift, die
Oozyten besitzen endogen weder einen elektrogenen Transporter fiir GABA, noch

induziert eine Anderung der Osmolaritat einen zusatzlichen Strom.

Eine weitere Erhdhung der Osmolaritdt um 122 mM durch die Zugabe von Mannit

zu der ORI-L6sung zeigte die in Abbildung 15 dargestellten Ergebnisse.
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Abb. 15: Strom-Spannungskennlinien (IV-Kennlinien) in An- und Abwesenheit von
1 mM GABA in BGT-1 exprimierenden Oozyten (A) und in Mocks (B). Die Osmolaritat
wurde durch Zugabe von 122 mM Mannit zu der ORi-L8sung erhéht. Die Daten wurden an
sechs Oozyten von drei Spendertieren gewonnen.

Auch nach einer weiteren Erhéhung der Osmolaritdt um 122 mM wurden sowohl
in Ab- als auch in Anwesenheit von 1 mM GABA lineare 1V-Kennlinien
detektiert (Abb. 15 A). Wiederum fiihrte die Applikation von 1 mM GABA zu
einem Anstieg des Stromes, der unabhangig vom angelegten Klemmpotenzial war
und in den untersuchten Potenzialbereich zwischen -8 und -12 nA lag. In den
Mocks (Abb. 15 B) hatte eine Anderung der Osmolaritit sowohl in Ab- als auch
in Anwesenheit von 1 mM GABA keinen Effekt auf die IV-Kennlinien. Das heif3t,
auch unter diesen hyperosmolaren Bedingungen wird in den Oozyten endogen
kein elektrogener Transporter fir GABA aktiviert. Nur bei Klemmspannungen im
Bereich zwischen -90 und -70 mV wurde ein Strom niedriger Amplitude in
Anwesenheit von GABA aktiviert, der jedoch nie eine Signifikanzgrenze von

p<0,5 erreichte.

Durch Subtraktion der gemessenen Strome in Abwesenheit von GABA von denen
in Anwesenheit von GABA konnen die GABA-assoziierten Strome ermittelt
werden (Abb. 13 — 15). Die Mittelwerte dieser Differenzstrome sind fur die drei
unterschiedlichen Osmolaritaten in Abbildung 16 fur die BGT-1 exprimierenden

Oozyten und die Mocks zusammengestellt.
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Abb. 16: GABA-assoziierte Strome in Anwesenheit unterschiedlicher Osmolaritaten. Die
Strome wurden aus den in den Abbildungen 13 — 15 gezeigten Originaldaten ermittelt. In (A)
sind die Daten der BGT-1 exprimierenden Oozyten und in (B) die der Mocks dargestellt.

Bei einer flr die Oozyten typischen Osmolaritat von ca. 210 mOsM des Mediums
zeigten die nach Applikation von 1 mM GABA detektierten Strome bei -90 mV
héhere Amplituden als bei 0 mV, d.h. der GABA-mediierte Strom nahm bei
Depolarisation des Oozyten ab. Dieses Potenzial-abhangige Verhalten ging bei
Erhéhung der Osmolaritat im Medium verloren. Die Erhéhung der Osmolaritét
um 61 mM und 122 mM fuhrte zu Potenzial-unabhdngigen GABA-assoziierten
Strémen zwischen -7 und -12 nA (Abb. 16 A). Wahrend sich bei den Mocks unter
Kontrollbedingungen keine GABA-vermittelten Stréme nachweisen lielen
(Abb. 16 B), konnten bei Erhéhung der Osmolaritat solche geringerer Amplituden
ermittelt werden. Sie erreichten aber nie das Signifikanzniveau von p<0,05. Zum
besseren Verstandnis sind bei einem Klemmpotenzial von -60 mV diese Strome
noch einmal flr die drei untersuchten Osmolaritidten gesondert aufgetragen. Da
die Zugabe von 1 mM GABA in Mocks nur sehr kleine Substrat-vermittelte
Stréme induzierte, wurde auf das Zeigen dieser Daten in Abbildung 17 verzichtet.
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Abb. 17: GABA-assoziierte Stréme bei unterschiedlichen Osmolaritaten. Der Graph zeigt
noch einmal die in Abbildung 16 A bei -60 mV gezeigten Daten in einer anderen Auftragung.
Nur in Abwesenheit von Mannit induziert 1 mM GABA einen Strom, der signifikant von
dem Strom in Abwesenheit von GABA verschieden ist. %: p<0,05.

Die Zugabe von GABA verschob das Membranpotenzial zu mehr positiveren
Potenzialen, also zu einer Depolarisation hin. Abbildung 18 zeigt die unter

Normo- und Hyperosmolaritat in Ab- und Anwesenheit von GABA ermittelten

Werte.
A: B:
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Abb. 18: Umkehrpotenziale in Ab- und Anwesenheit von 1 mM GABA bei verschiedenen
Osmolaritaten ermittelt an BGT-1 exprimierenden Oozyten (A) und Mocks (B). Die Daten
stellen Mittelwerte aus sechs Oozyten von drei unterschiedlichen Spendertieren dar, an
denen alle Bedingungen subsequent durchgemessen wurden.

In der nachfolgenden Graphik sind die Leitfahigkeiten berechnet nach g = I/U bei
-60 mV dargestellt. Auch hier handelt es sich wieder um die Werte in Ab- und

Anwesenheit von 1 mM GABA bei unterschiedlichen Osmolaritaten.
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Abb. 19: Leitfahigkeiten in Ab- und Anwesenheit von 1 mM GABA bei verschiedenen
Osmolaritaten ermittelt an BGT-1 exprimierenden Oozyten (A) und Mocks (B) bei -60 mV.
Die Daten stellen Mittelwerte aus sechs Oozyten von drei unterschiedlichen Spendertieren
dar an denen alle Bedingungen subsequent durchgemessen wurden.

Unter allen Versuchsbedingungen waren die fir die BGT-1 exprimierenden
Oozyten berechneten Leitfédhigkeiten hoher als die fir die Mocks berechneten
Leitfahigkeiten (Abb.19 A und B). Dies spricht dafir, dass der BGT-1-
Transporter in die Membran der Oozyten eingebaut wurde. Bei einem Anstieg der
Osmolaritét stieg auch die Leitfahigkeit an, ein Zeichen dafir, dass die Gabe von

Mannit die Oozyten durchléssiger werden l&sst.

3.2 Konzentrationsabhangigkeit GABA-induzierter Strome

Eine weitere Versuchsreihe befasste sich mit der kinetischen Analyse GABA-
induzierter Strome. Dabei wurde anhand aufsteigender GABA-Konzentrationen
zunéchst die Séattigung der induzierbaren Strome ermittelt. Hierzu wurde eine
Verdunnungsreihe mit unterschiedlichen GABA-Konzentrationen von 0,01 mM,
0,02 mM, 0,05 mM, 0,1 mM, 0,25 mM, 0,5 mM und 1 mM GABA angelegt. Den
Mocks wurde jeweils nur die héchste Konzentration an GABA angeboten, da in
den vorhergehenden Versuchen nachgewiesen worden war, dass Mocks keinen
BGT-1 assoziierten Strom zeigen.
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Abb. 20: S&ttigungsverhalten GABA-induzierter Stréme

Die Abbildung zeigt Mittelwerte aus Messungen an fiinf Oozyten von drei Donoren. Auf die
Darstellung GABA-induzierter Strome in Mocks wurde verzichtet, da in keiner Messung die
hdchste eingesetzte Konzentration an GABA (1 mM) einen Strom induzierte. Aus Griinden
der Ubersichtlichkeit werden nur die bei drei Klemmpotenzialen (-90, -60 und -30 mV)
erhaltenen Strome gezeigt. Gemessen wurde allerdings Uber einen Potenzialbereich von -90
bis 0 mV.

Bei allen untersuchten Klemmpotenzialen zeigten die GABA-vermittelten Strome
Sattigungsverhalten ab Konzentrationen von ca. 0,25 mM GABA. Bei negativen
Klemmpotenzialen trat die Sattigung des GABA-vermittelten Stromes bei
niedrigeren Konzentrationen an GABA ein. War das Klemmpotenzial zu mehr
positiven Potenzialen hin verschoben, mussten hohere Konzentrationen an GABA
angeboten werden, um die Sattigung des Stromes zu erreichen. Dieses Verhalten
ist noch einmal zur Verdeutlichung in Abbildung 21 zu sehen. Hier werden die
Amplituden der GABA-assoziierten Strome bei einer sehr niedrigen, unterhalb der
Sattigung liegenden Konzentration an GABA (0,01 mM) und bei einer hohen,
oberhalb der Sattigung liegenden Konzentration (1 mM) gegentber gestellt.
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Abb. 21: [IV-Kennlinien BGT-1 injizierter Oozyten bei zwei unterschiedlichen
Konzentrationen an GABA (0,01 mM und 1 mM GABA). Die Daten wurden an finf Oozyten
von drei Spendertieren gewonnen.

Aus diesen Daten konnten die kinetischen Parameter Inax (maximal induzierbarer
Strom) und K, (Halbsattigungskonstante, Michaelis-Menten-Konstante) errechnet

werden. Diese Parameter sind in den Abbildungen 22 und 23 dargestellt.

Abbildung 22 zeigt die maximal von GABA induzierten Stréme als Funktion der
angelegten Spannung beziehungsweise des Klemmpotenzials. Es ist zu erkennen,

dass je positiver das Klemmpotenzial ist, die Stromamplitude umso niedriger

ausfallt.
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Abb. 22: Darstellung der maximal von GABA induzierten Einwdrtsstrome (Aly.) als
Funktion der angelegten Spannung. Auf die Darstellung der Mocks konnte verzichtet
werden, da diese keine GABA induzierten Stréme zeigen.
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Mittels der Eadie-Hofstee-Analyse wurden die halbmaximalen
Sattigungskonzentrationen (K, bzw. Kgs in uM) berechnet. Diér daf
herangezogene Formel lautet: |=lna * [S]/Kn +[S]. Dabei sind S die
Substratkonzentration und In.x der maximal nachweisbare Strom bei sattigenden
Substratkonzentrationen.

Die Ky-Werte zeigten eine Abhangigkeit von der angelegten Klemmspannung.

Die Ky, steigt mit Depolarisation der Oozyten an.
Ko (1M)

- 100

- 80
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Abb. 23: Halbmaximale Sé&ttigungskonzentrationen (K,) als Funktion der angelegten
Klemmspannung bei BGT-1 injizierten Oozyten. Die K., wurde aus den in Abbildung 21 und
22 gezeigten Daten generiert.

3.3 Zeitabhangige Anderung des GABA-assoziierten Stromes
durch Dioctanoylglycerol (DOG)

Dieser Versuch zeigt die zeitabhdngige Wirkung von DOG auf die GABA-
assoziierten Strome bei -60 mV. Zunachst wurde der BGT-1 injizierte Oozyte
jeweils unter reiner ORi-Perfusion, dann unter ORI plus 1 mM GABA gemessen.
AnschlieBend wurde zum Zeitpunkt O mit einer Mikroliterspritze (2 ml) 5 pM
DOG gel6st in ORi in das der Oozyte umgebende Milieu appliziert. Nach
Einwirkzeiten von 15, 30 und 60 min wurde die Stroménderung abgelesen.
AnschlieBend wurde ORI versetzt mit 1 mM GABA appliziert, die Stromédnderung

registriert und erneut ORI plus DOG in das die Oozyten umgebende Medium
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gegeben. Analog wurde mit den Mocks verfahren. Die Ergebnisse sind in

Abbildung 24 zusammen gefasst.
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Abb. 24: Wirkung von DOG auf den GABA-assoziierten Strom bei einem Klemmpotenzial
von -60 mV. (A) Zeitabhéngige Wirkung von DOG; (B) Amplituden des GABA-
induzierbaren Stromes in Ab- und Anwesenheit von DOG. Die Messungen wurden an drei
BGT-1 exprimierenden QOozyten und drei Mocks von drei Donoren erhoben. Die
Konzentrationen betrugen fur DOG 5 uM und fur GABA 1 mM. %: p < 0,05.

DOG reduzierte zeitabhdngig den GABA-mediierten Strom. Eine signifikante
Erniedrigung dieses Stromes trat nach einer Inkubationszeit langer als 20 min ein,
da nach 15 min der GABA-assoziierte Strom noch anndhernd dem Strom in
Abwesenheit von DOG entsprach. Nach 30 min war das Maximum der Inhibition
erreicht, eine Verlangerung der Inkubationszeit auf 60 min hatte keinen weiteren
Effekt. Mocks reagierten sowohl auf die Gabe von GABA als auch von DOG mit

keiner Stroménderung.

3.4 Aufhebung der DOG-induzierten Hemmung des GABA-
assoziierten Stromes durch Staurosporin

Die Aufhebung der DOG-induzierten Hemmung des GABA-assoziierten Stromes
durch Staurosporin wird graphisch in Abbildung 25 dargestellt. Zuné&chst wurden
die GABA mediierten Strome unter Kontrollbedingungen, d.h. in Abwesenheit
von Staurosporin und DOG, bei -60 mV gemessen. Anschlie’end wurden 10 uM
Staurosporin geldst in ORI mittels einer Mikroliterspritze (2 ml) in das der Oozyte
umgebende Milieu appliziert. Nach einer Einwirkzeit von 60 min wurde der

GABA-assoziierte Strom gemessen. Im Anschluss daran wurden unter
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Beibehaltung der Klemmspannung von -60 mV fiir weitere 30 min sowohl
Staurosporin (10 puM) als auch DOG (5 puM) gelost in ORI appliziert. Zum

Schluss dieser letzten Inkubation wurden erneut die GABA-mediierten Strome

gemessen.
10 1
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Abb. 25: Darstellung der GABA-induzierbaren Stréme nach Inkubation in Staurosporin
und DOG. Die Saulen im linken Teil der Abbildung zeigen die Messwerte der BGT-1
exprimierenden Oozyten, die Sdulen der rechten Seite die an Mocks gewonnenen Ergebnisse.
Es wurden jeweils drei BGT-1 injizierte Oozyten und drei Mocks von unterschiedlichen
Spendertieren untersucht. Die Konzentrationen fir GABA, Staurosporin und DOG
betrugen 1 mM, 10 pM und 5 pM. Vor der Gabe an DOG wurden die Oozyten mit
Staurosporin fir 60 min vorinkubiert, anschlieend erfolgte die simultane Applikation von
Staurosporin und DOG. Staurosporin ist in der Lage den Effekt von DOG zu antagonisieren.
Die GABA mediierten Stréme sind unter diesen Bedingungen nicht signifikant (N.S.) von
einander verschieden.

Bei den BGT-1 injizierten Oozyten war praktisch kein Unterschied der Strome
zwischen GABA und GABA plus Staurosporin messbar. Dem hemmenden
Einfluss auf die GABA-assoziierten Strome durch DOG wurde durch

Staurosporin entgegen gewirkt.
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4 Diskussion

4.1 Untersuchung GABA- und Mannit-abhangiger Strome

Die Zellen des inneren Marks der Nieren sind permanent einem hypertonen
Milieu ausgesetzt (BURG et al. 2007). Zur Aufrechterhaltung ihrer
physiologischen Funktion und zur Verhinderung durch die hohe Osmolaritat
hervorgerufener Zellschdaden akkumulieren diese Zellen organische Osmolyte.
Betain und GABA sind solche Osmolyte. Die Aufnahme beider Substanzen in die
Zelle wird tber den Betain/GABA-Transporter, BGT-1, vermittelt.

Im Zuge dieser Dissertation wurde die Substratabhéngigkeit des BGT-1
elektrophysiologisch untersucht. Hierzu wurde cRNS, die fur den BGT-1 kodiert,
in Oozyten des sudafrikanischen Krallenfrosches (Xenopus laevis) injiziert. Drei
bis vier Tage nach Injektion der cRNS war das BGT-1-Protein in die
Zellmembran des Xenopus-laevis-Oozyten eingebaut und konnte untersucht
werden. Da GABA in BGT-1 exprimierenden Oozyten einen Strom groRerer
Amplitude hervorruft als Betain (MATSKEVITCH et al. 1999),wurden die in
dieser Arbeit beschriebenen Versuche ausschliel3lich mit GABA durchgefuhrt.
Mittels der Zwei-Elektroden-Spannungsklemmtechnik (two-electrode voltage
clamp technique, TEVC) wurden nach Applikation von GABA und Mannit in
BGT-1 exprimierenden Oozyten Substrat-assoziierte Strome gemessen und
aufgezeichnet. Mit volumen&quivalenten Mengen Wasser injizierte Oozyten
(Mocks) dienten als Vergleichszellen daftr, dass ein bestimmtes Substrat
tatsdchlich per BGT-1 tranzloziert wurde. Bei der Untersuchung der Mocks
konnten weder fur GABA noch fur Mannit signifikante Einwartsstrome
nachgewiesen werden.

In Abbildung 13 ist ein deutlich steilerer Anstieg der IV-Kennlinien bei Perfusion
mit 1 mM GABA erkennbar. In BGT-1 exprimierenden Oozyten hat, im
Gegensatz zu den Mocks, die Leitfahigkeit der Membran zugenommen, ein Indiz
dafiir, dass BGT1 durch die Injektion in die Oozytenmembran eingebaut worden
ist. Dies wird auch noch einmal in Abbildung 19 verdeutlicht: Hier sind die
Leitfahigkeiten berechnet bei -60 mV in Ab- und Anwesenheit von GABA
dargestellt. In Abwesenheit von Mannit steigt nach Applikation von GABA die
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Leitfahigkeit um den Faktor 2 an. In Anwesenheit von Mannit ist dieser Effekt
geringer ausgepragt.

Mannit bewirkt bei seiner Anwesenheit ein hyperosmolares Milieu. In 1.2 ist
beschrieben, dass die Zellen des Nierenmarks physiologischerweise im Rahmen
der Urinkonzentrierung hohen extrazelluldaren Osmolaritdten ausgesetzt sind
(BURG et al. 2007). Um in diesem Milieu Uberleben zu kénnen, sammeln sich
intrazellular organische Osmolyte, wie zum Beispiel Betain an. Organische
Osmolyte tragen dazu bei, den osmotischen Stress auszugleichen und ermdglichen
die intrazellulare Volumenregulation (SCHLIESS und HAUSSINGER 2002). In
dieser Arbeit wurden Mannitkonzentrationen von 61 und 122 mM zu der ORI
hinzugegeben. Diese Erhéhungen der Osmolaritat sind niedriger als die im
Nierenmark unter physiologischen Bedingungen bei der Harnkonzentrierung
gemessenen Osmolaritaten, die bis zu 1200 mOsM ansteigen kdnnen. Xenopus-
laevis-Oozyten werden im Vergleich zu humanen Zellen oder Sdugetierzellen in
einem Medium aufbewahrt, das eine niedrigere Osmolaritat als das humane
Plasma aufweist: ~200 vs. 300 mOsM. Eine Erh6hung der Osmolaritat bewirkt in
BGT-1 exprimierenden Oozyten bei -60 mV eine Zunahme der Leitfahigkeit
(Abb. 19 A, schwarze Sdulen), die in diesem Ausmal} bei den Mocks nicht
beobachtet wurde (Abb. 19 B). Eine Erklarung fir die Abnahme der Leitfahigkeit
und der Substrat-mediierten Strome konnte eine Veranderung der Stéchiometrie
des Transports sein. Versuche hierzu, die eine Variation sowohl der Natrium- als
auch der Chloridkonzentration im AulRenmedium bedeutet hatten, hatten deutlich
den Rahmen dieser Dissertation gesprengt, wurden deshalb nicht ausgefihrt und
miussen zukinftigen Untersuchungen Uberlassen werden. Diese Versuche sollten
neben der Variation der Elektrolyte im Aufenmedium auch Versuche zur
Aufnahme von radioaktiv-markiertem GABA beinhalten. Es wére durchaus
vorstellbar, dass durch Anderung der Stochiometrie der Transport von einem

elektrogenen in einen elektroneutralen Modus bergeht.
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4.2 Konzentrationsabhangigkeit GABA-induzierter Strome

Zur Untersuchung der Konzentrationsabhéngigkeit der GABA-induzierten Strome
wird zunéchst die Sattigungskonzentration anhand aufsteigender Konzentration
von GABA im AulRenmedium ermittelt. Da der BGT-1 ein elektrogener
Transporter ist, wurden die Sattigungskonstanten in einem Potenzialbereich
zwischen -90 und 0 mV untersucht, da bei einem elektrogenen Transport das
jeweils angelegte Klemmpotenzial einen Einfluss auf die Triebkraft haben kann.
Diese Versuche wurden an BGT-1 exprimierenden Oozyten und an Mocks
durchgefuhrt, wobei bei den Mocks nur die héchste Konzentration zum Einsatz
kam, da alle vorhergehenden Versuche gezeigt hatten, dass bei den Mocks auf die
Applikation von GABA keine Substrat-assoziierten Strome registriert wurden.

Sowohl die Auswertung der IV-Kennlinien als auch die Auftragungen der GABA-
induzierten Strome als Funktion der angelegten Spannung ergaben, dass ab einer
Konzentration von 250 uM GABA die GABA-induzierten Stréme in ihrer
Amplitude nicht mehr anstiegen, dass also eine Sattigung des Stromes eingetreten
war. Die aus diesen Versuchen errechneten maximal induzierbaren Strdme sind in
Abbildung 22 und die Michaelis-Menten-Konstanten (K,) sind als Funktion der
angelegten Spannung in Abbildung 23 zu sehen. MATSKEVITCH et al. (1999)
geben sowohl fir GABA als auch fir Betain ebenfalls vom angelegten
Klemmpotenzial abhé&ngige Ky-Werte an. Die von dieser Arbeitsgruppe
bestimmten Kn-Werte stimmen in etwa mit denen in dieser Arbeit ermittelten
Werten Uberein. Es ist deutlich erkennbar, dass die maximal induzierbaren Strome
abhdngig vom Potenzial sind und bei Depolarisation aufgrund der geringeren
Triebkraft eine niedrigere Amplitude aufweisen. Die Kqn-Werte steigen bei
Depolarisation an, d.h. die Affinitat des/der Substrats/e zu dem Transporter nimmt
ab. Dies konnte mit einer durch die Depolarisation verursachten Veranderung der

Bindungstasche/n flr die Substrate zusammen héngen.
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4.3 Zeitabhangige Einwirkung und Hemmwirkung des GABA-
assoziierten Stromes durch DOG

Der Einfluss von DOG auf den GABA-assoziierten Strom wurde ausschlief3lich
bei einem Klemmpotenzial von -60 mV untersucht. Die Hemmung des GABA-
assoziierten Stromes durch DOG war von der Einwirkungszeit abhéngig. Eine fast
vollstaindige Hemmung des GABA-mediierten Stromes war nach einer
Einwirkungszeit von 30 min erreicht (Abb. 24). Bei der Konzentration von DOG
wurde sich auf Literaturwerte bezogen und eine Konzentration von 5 pM gewahlt.
Mocks reagierten nicht auf die Behandlung mit DOG.

LOO et al. beschrieben 1996 Dioctanoylglycerol (DOG) als einen Aktivator der
Ca’*-abhangigen Proteinkinase C (PKC) auf den ebenfalls an der Osmoregulation
beteiligten Taurin-Transporter TAUT. Sie vermuteten, dass die verminderte
Transportaktivitdt des TAUT nach Applikation von DOG auf eine Reduktion der
Anzahl der TAUT-Transporter in der Membran zuriickzufuhren ist. Der ebenfalls
zu der SLC6-Familie zéhlende Natrium-/Chlorid-/GABA-Transporter (GAT-1)
reagiert, &hnlich wie der BGT-1, auf die Behandlung mit DOG (BECKMAN et al.
1999). Die Aktivierung der Signalkaskade fiihrt zu einem Austritt von Ca®*-lonen
aus dem Endoplasmatischen Retikulum sowie zu einem vermehrten Einstrom
extrazellularer Ca®*-lonen und damit zu einem Anstieg der intrazellularen Ca?*-
Konzentration (KORBMACHER 2009).

Im Einklang dazu konnten KEMPSON et al. 2006 nachweisen, dass die
Transporteigenschaften des BGT-1 durch einen Anstieg der Ca®*-Konzentration
geéndert werden konnen. Dabei wird BGT-1 aus der Zellmembran abgebaut und

internalisiert. Die Rolle der PKC konnte dabei nicht abschliellend geklart werden.
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4.4 Aufhebung der Hemmung des GABA-assoziierten Stromes
durch Staurosporin

In 3.3 wurde die Hemmung der GABA-assoziierten Strome durch DOG
behandelt. In der Folge soll nun unter 3.4 dessen Aufhebung, also die Hemmung
der Hemmung, durch Staurosporin gezeigt werden. Dabei werden wieder Mocks
und BGT-1 injizierte Oozyten den gleichen Versuchsbedingungen unterworfen
und die Messergebnisse vergleichend in Abbildung 25 dargestellt.

Eine Vorinkubation der BGT-1 exprimierenden Oozyten mit Staurosporin
beeinflusste, zumindest bei einem Klemmpotenzial von -60 mV, nicht den
GABA-assoziierten Strom. Staurosporin ist ein unspezifischer Hemmstoff der
PKC. Fir die hier gezeigten Ergebnisse heildt das, dass eine Hemmung der PKC
keinen Einfluss auf die GABA-induzierten Strome hat. Da DOG die GABA-
induzierten Strome reduzierte, bedeutet das im Umkehrschluss, dass eine
Aktivierung der PKC den BGT-1 so beeinflusst, dass er seine Substrate entweder
Uberhaupt nicht mehr oder zumindest nicht mehr in einem elektrogenen Modus
transportieren kann. Auch hier missten sich Versuche mit radioaktiv-markiertem
GABA anschlielen, um zu kléren, ob sich nur die Stochiometrie der Substrate
GABA, Natrium und Chlorid zueinander geandert hat, oder ob der BGT-1 nicht

mehr in der Lage ist, diese Substrate zu transportieren.
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5 Zusammenfassung

Durch elektrophysiologische Methoden wurde im Rahmen dieser Arbeit der
Betain/GABA-Transporter BGT-1 funktionell untersucht.

Hierfiir wurde zundchst die flr dieses Transportprotein kodierende messenger-
RNS (mRNS) in Oozyten des stdafrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis
injiziert. Nach Inkubation und erfolgter Expression der Erbinformation konnten
mittels der Zwei-Elektroden-Spannungsklemmtechnik etwaige induzierte
Einwartsstrome wahrend der Perfusion mit einem potenziellen Substrat

aufgezeichnet werden. Insgesamt wurden folgende Ergebnisse erzielt:

e Hyperosmolare Bedingungen reduzieren den GABA-assoziierten Strom. Ob
sich unter diesen Bedingungen nur die Stochiometrie der Substrate Natrium,
Chlorid und GABA des BGT-1 andert oder ob diese Substrate weniger
transportiert werden, konnte nicht geklart werden.

e DOG hemmt zeitabhangig bei einem Klemmpotenzial von -60 mV den GABA-
assoziierten Strom. Dies l&sst einen Einfluss der PKC auf den Transport von
GABA (iber den BGT-1 vermuten.

e Die Wirkung der PKC auf den GABA-assoziierten Strom kann durch
Staurosporin aufgehoben werden, d.h. eine Aktivierung der PKC hemmt den

GABA-assoziierten Strom.
Wie in der Diskussion schon angeklungen, mussen weitere Versuche folgen, um

den genauen Mechanismus der PKC, insbesondere ihrer Untereinheiten, auf die

Transportmodi des BGT-1 zu kléren.
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