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Einleitung

1. Einleitung

Das Nervensystem des Menschen setzt sich aus dem zentralen und dem
peripheren Nervensystem zusammen. Dabei umfasst das Zentralnervensystem
sowohl das Gehirn als auch das Ruckenmark.

Im Nervensystem gibt es zwei grolRe Zellklassen: die Neuronen und die
Gliazellen. Die Neuronen stellen dort die zentralen Signalubertragungseinheiten
dar. Das menschliche Gehirn besteht aus ungefihr 10'" Neuronen, wobei jedes
Neuron ca. 1000 Synapsen bildet. Dabei unterscheidet man eine elektrische
von einer chemischen Synapse. Bei der elektrischen Synapse wird das
elektrische Erregungssignal Uber sogenannte Gap junctions von Zelle zu Zelle
weitergegeben. Im Gegensatz dazu sind die Neuronen einer chemischen
Synapse durch einen ca. 20-40 nm breiten Spalt voneinander getrennt. Die
Kommunikation der Neuronen geschieht durch einen Transmitterstoff, der im
prasynaptischen Neuron in Vesikeln gespeichert ist. Diese transmittergefullten
Vesikel verschmelzen nach Eintreffen des Erregungssignals mit der
prasynaptischen Membran, wodurch der Transmitter in den synaptischen Spalt
freigesetzt wird. Der Transmitter diffundiert daraufhin durch den synaptischen
Spalt und lagert sich an postsynaptisch lokalisierten Rezeptoren an, die
entweder die Offenwahrscheinlichkeit von lonenkanalen beeinflussen oder eine
sekundare Vermittlerkaskade anstol3en. Beide Ereignisse flhren zur

Ausbildung eines elektrischen Signals im postsynaptischen Neuron.

Neben Neuronen findet man noch Gliazellen, die selbst erst 1846 von dem
Berliner Pathologen Rudolf Virchow entdeckt wurden. Sie bilden zahlenmaRig
den Hauptanteil des Nervensystems, sind sie doch etwa 10mal haufiger als
Neuronen.

Gliazellen sind in jungster Zeit mehr und mehr Gegenstand der Forschung
geworden, da man erkannte, dass auch sie an der Signaltransduktion beteiligt
sind. Gliazellen besitzen namlich sehr komplexe Stoffwechselwege, die am

Transmitterstoffwechsel wesentlich beteiligt sind. Dies, sowie ihre wichtigen
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Transporteigenschaften, fuhren dazu, dass Gliazellen heutzutage in der

Physiologie einer Synapse eine wichtige Rolle spielen.
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1.1 Die physiologische Rolle des Glutamats

1.1.1 Aufbau und Struktur des Glutamats

Glutamat gehort zu der Gruppe der 20 proteinogenen Aminosauren. Sie ist eine
nicht essentielle Aminosaure und tragt genauso wie Aspartat eine saure
Seitenkette, die bei physiologischen pH-Werten fast stets negativ geladen ist.
Der pk-Wert der sauren Seitenkette betragt bei Aspartat und Glutamat 4,4. Die
Seitenkette tragt eine Carboxylgruppe.

COO

*H;N——C — H

CH,

CH,

O/C\O'

Abbildung 1: Struktur der Aminosaure Glutamat

1.1.2 Synthese, Stoffwechsel und Abbau des Glutamats

Als nicht essentielle Aminosaure konnen Zellen Glutamat aus anderen
Molekulen synthetisieren. Trotzdem kann es auch Uber Transportermolekule im

Dunndarm direkt aufgenommen werden.
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Vor allem a-Ketoglutarat und Glutamin sind Molekile, aus denen Glutamat in
einer 1-Schritt-Reaktion gebildet werden kann.

Im Gehirn findet sich eine charakteristische Expression der Enzyme
Glutaminase und Glutaminsynthetase. Die Glutaminase scheint Uberwiegend
neuronal vorzukommen und katalysiert die Bildung von Glutamat aus Glutamin.
Dieses Glutamin, das keine exzitatorische Eigenschaft besitzt, entsteht unter
anderem durch die gliale Glutaminsynthetase. Die Gliazellen nehmen durch die
hoch affinen Glutamattransporter rasch extrazellulares Glutamat auf. Es wird
dann mit Hilfe der Glutaminsynthetase zu Glutamin umgewandelt. Dadurch
entsteht ein Glutamat/Glutamin-Zyklus, der im menschlichen Gehirn eine
Schlusselrolle im Ruckgewinn des Transmitters Glutamat darstellt.

Auch in der Biosynthese von y-Aminobutyrat (GABA) spielt Glutamat eine
wesentliche Rolle. y-Aminobutyrat entsteht durch Decarboxylierung von
Glutamat, eine Reaktion, die durch das Enyzm Glutamat-Decarboxylase
katalysiert wird. Pyridoxalphosphat ist hierbei die prosthetische Gruppe.
y-Aminobutyrat wird durch Transaminierung zu Succinatsemaldehyd inaktiviert
und dann zu Succinat oxidiert. Dieses Succinat kann dann durch den Krebs-

Zyklus wieder in Glutamat Uberfihrt werden.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Glutamat/Glutamin-Zyklus des

Gehirns und der Biosynthese und Abbau von GABA

Die Aspartat- und die Alanin-Aminotransferasen spielen im Abbau von

Aminosauren eine entscheidende Rolle. Denn hier werden a-Aminogruppen auf

a-Ketoglutarat Ubertragen. Es entsteht Glutamat, das dann wiederum oxidativ

desaminiert wird (Glutamatdehydrogenase) und so NH," liefert.

Es entsteht also wie oben erwahnt aus a-Ketoglutarat Glutamat. Damit besteht

eine Verbindung zwischen dem Glukose- und dem Aminosaurestoffwechsel, da

a-Ketoglutarat ein Zwischenprodukt des Zitratzyklus ist. Diese Tatsache wird

dann wichtig, wenn man bedenkt, dass Glutamat die Blut-Hirn-Schranke nicht

uberschreiten kann. Es wird vielmehr intrazerebral via a-Ketoglutarat aus

Glukose synthetisiert [27].
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1.1.3 Funktion der Aminosaure Glutamat im Organismus

Lange Zeit wurde Glutamat nur im Zusammenhang des Aminosaure-
stoffwechsels, der Glukoneogenese und der Ammoniakentgiftung gesehen. Erst
in den 50er Jahren entdeckte Hayashi [48], dass Glutamat Konvulsionen
auslésen konne. Nach Jahren der Forschung und zeitweiliger Ablehnung der
Neurotransmitterhypothese wurde erst in den letzten zwei Dekaden Glutamat
als wichtiger exzitatorischer Botenstoff wissenschaftlich etabliert [133].
Tatsachlich ist Glutamat der haufigste exzitatorische Neurotransmitter des
Gehirns und ist damit in zahlreiche Ablaufe des Gehirns involviert, z.B. bei der
Gedachtnisfunktion. Zudem ist Glutamat auch in der Retina der haufigste
exzitatorische Neurotransmitter [92]. Es wird bei Dunkelheit standig aus den

Photorezeptoren ausgeschuttet. Diese Ausschuttung wird durch Licht reguliert.

1.2 Die Familie der Exzitatorischen Aminosaure Transporter
(EAAT)

1.2.1 Die Superfamilie der Natrium-abhangigen Transporter fur

anionische und zwitterionische Aminosauren

Die Exzitatorischen Aminosaure Transporter (nachfolgend EAAT genannt)
gehoren zu der Superfamilie der Natrium-abhangigen Aminosaure-Transporter
fur anionische und zwitterionische Aminosauren [81]. Dieser Superfamilie
werden acht unterschiedliche Transporter zugeordnet, darunter auch die flnf
Subtypen der EAAT.

12
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Herkunft des ersten Lange der
Transporter Chromosom :
Klons und anderer Aminosaure-
(human)
Name Sequenz
Transporter flir anionische Aminosauren
Ratte (Gehirn); 5p13 (191,284,535),
EAAT1 542
Glast 5p11-p12 (516)
Ratte (Gehirn); 11p12-p13 (310),
EAAT2 ( ) PIERIS (10) 574
GLT-1 11p11.2-p13 (534)
Kaninchen
EAAT3 - 9p24 (400) 524
(Dinndarm); EAAC1
EAAT4 Mensch (Zerebellum) | Nicht bekannt 564
EAAT5 Mensch (Retina) Nicht bekannt 560
Transporter flir zwitterionische Aminosauren
Mensch (Motokortex;
ASCT1 Hippokampus); 2p13-p15 (214) 532
SATT
Maus (Adipozyten) ;
mASCT2 Nicht bekannt 553
AAAT
Mensch
. (Chorioncarcinom,
ATB : 19913.3 (236, 269) 541
Pankreasinsel-
Zelllinien)
Tabelle 1: Die Superfamilie der Natrium-abhangigen Transporter fir anionische und

zwitterionische Aminosauren [81]

1.2.2 Struktur der EAAT

Drei verschiedene Laboratorien klonierten fast zeitgleich die ersten drei
Angehorigen der EAAT-Familie. Stoffel et al. isolierte GLAST-(EAAT1) cDNA
wahrend dem Versuch, Galaktosyltransferase aus Rattenhirn zu isolieren.
Kanner et al. fand GLT-1-(EAAT2) cDNA [28] und Hediger et al. isolierte
EAAC1-(EAAT3) cDNA [59]. Danach klonierte Amara’s Gruppe EAAT4 [37]
und etwas spater auch EAATS5 [5].

13
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Die Primarsequenzen der EAAT sind zu 36-65% identisch [81]. Uber die prazise
Transmembran-Topologie herrscht zuweilen jedoch Kontroversitat. Aktuell gibt
es drei verschiedene Transmembran-Strukturmodelle, die alle zwischen sechs
und zehn Transmembrandomanen enthalten. Einig sind sich die Autoren dieser
Modelle nur Uber den N-Terminus der Proteinstruktur: Dort existieren sechs
a-Helices, die die Zellmembran durchdringen. Uber die C-Terminus nahe
Region herrscht jedoch Uneinigkeit. Kanner’s Gruppe schlagt hier zwei weitere
a-Helices [89], Kanai und Hediger vier a-Helices [59] und Stoffel vier
B-Faltblattstrukuren als Transmembrandomanen vor [51, 113]. Alle drei Modelle
sehen sowohl den N-Terminus als auch den C-Terminus intrazellular [69, 125].
Die C-terminale Region scheint starker konserviert und damit einander
ahnlicher zu sein als die n-terminale Region. Bei allen funf EAAT existiert eine
grolde, zwischen der dritten und der vierten Transmembrandomane gelegene,
extrazellulare Schleife, in der ein bis drei Glykosilierungsequenzen liegen [41,
102].

Sloo

»( v( b "v
1 }x 1\ "t T 0 0
A0S

Abbildung 3: Membrantopologie  (acht a-Helices als

Transmembrandomanen) der EAAT nach

Kanner et al.
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Abbildung 4: Membrantopologie (zehn a-Helices als
Transmembrandoménen) der EAAT nach

Kanai et al.

Abbildung 5: Membrantopologie (sechs a-Helices und
vier [(-Faltblattstrukturen als Trans-
membrandoménen) der EAAT nach
Stoffel et al.
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Fir die Interaktion mit anderen Proteinen sind Sequenzen der Proteinstruktur
wichtig, die potentielle Erkennungssequenzen fir interagierende Proteine
darstellen. Diese Arbeit untersucht die Protein-Protein Interaktion durch drei
bekannte Sequenzen:

die SGK-Phsophorylierungs-Site, das PY-Motiv und die PDZ-Domane.

SGK-Phosphorylierungs-Sites findet man in EAAT1, EAAT4 und EAATS. Es
sind Aminosauresequenzen, an die SGK bevorzugt phosphoryliert. Die SGK-
Erkennungssequenz des EAAT5 liegt nach heutiger Ansicht der
Membrantopologie extrazellular. Die SGK wirkt jedoch intrazellular. Dies
erschwert die Annahme einer direkten Phosphorylierungsfahigkeit der SGK an
EAATS.

Das PY-Motiv ist eine Prolin-reiche Sequenz in Proteinen. Die Ubiquitinligase
Nedd4-2 bindet bevorzugt an dieses PY-Motiv und ist dann in der Lage, das
PY-Motiv enthaltende Protein mit Ubiquitin zu markieren. Man findet nur in der
Aminosauresequenz des EAATS5 ein Prolin-reiches PY-Motiv.

Die Uberpriifung der Proteinstrukturen der EAAT auf SGK Phosphorylierungs-
Sites und PY-Motiven erfolgte durch Sequenzvergleich mit Hilfe der online zu
Verfugung stehenden Datenbank SWISSPROTEIN und dem Programm SCAN
PROSITE.

Auch PDZ-Domanen sind wichtige Bereiche flr Proteininteraktionen [39].
Proteine, die in direkter Weise nicht miteinander interagieren konnen, enthalten
oft PDZ-Domanen, an denen dritte Proteine binden kdnnen und damit erst eine
Interaktion moglich machen. Zu diesen PDZ-Domanen enthaltenden Proteinen
zahlen der Natrium/Protonen-Austauscher regulierende Faktor (NHERF1 und
NHERF2), Syntenin, Mubble, GTRAP48 und viele andere. Von den EAAT
enthalt nur EAAT5 eine PDZ-Domane.

16
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1.2.3 Transporteigenschaften der EAAT

Substrate der EAAT sind L-Glutamat, L-und D-Aspartat, nicht jedoch
D-Glutamat. Beim Transport von Glutamat kommt es noch zusatzlich zum Ko-
bzw. Gegentransport von Natrium, Kalium, Protonen oder Hydroxylionen. Im
einzelnen besteht ein Kotransport von 2-3 Natriumionen und ein
Gegentransport von einem Kaliumion, der eine Abhangigkeit 1. Grades von der
externen L-Glutamat und internen Kaliumkonzentration und eine sigmoidale
Abhangigkeit von der externen Natriumkonzentration zeigt. AulRerdem soll der
Transport eines pH-andernden lons, also entweder ein Kotransport eines
Protons oder ein Gegentransport eines Hydroxylions bestehen [7, 61].

Der Glutamattransport der EAAT ist, zusammenfassend gesagt, mit einer
Ladungsverschiebung uber die Zellmembran verbunden und damit also
elektrogen, was eine Vorraussetzung fur die Messbarkeit mittels Voltage-Clamp
Technik ist.

Die Glutamataufnahme-Kapazitat nimmt von EAAT1 zu EAATS gleichmaliig hin
ab. Eine Ausnahme bildet hier jedoch EAAT2, der die grofte

Glutamataufnahme-Kapazitat besitzt [76].

Glutamat

Glutamat 2-3 Na*, 1 H*

1K* 10H 1K*

Abbildung 6: Stéchiometrie des EAAT-Transports

Interessanterweise wurde von Fairman 1995 gezeigt, dass EAAT4 eine
intrinsische Chloridleitfahigkeit besitzt. Nachfolgende Studien konnten dies

bestatigen und daruber hinaus zeigen, dass diese Eigenschaft allen EAAT

17
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zugeschrieben werden kann [122]. Die Chloridleitfahigkeit zeigt dabei eine
strenge Abhangigkeit von der Bindung von Glutamat und Natrium am EAAT.
Demgegenuber ist der Glutamattransport nur von Natrium und Kalium abhangig
und nicht von Chlorid. Wichtig ist zudem, dass die EAAT unterschiedliche
intrinsische Chloridleitfahigkeiten besitzen. Die Chloridleitfahigkeit ist besonders
grof® bei EAAT4 und EAATS, und betragt bei EAAT4 ca. 95% [37] und bei
EAATS fast 100% [5] des durch Voltage clamp messbaren Stroms.

Die Kn-Werte als Mal der Affinitat des Glutamattransports sind in der Familie
der EAAT sehr unterschiedlich. Allgemein lasst sich sagen, dass die EAAT eine
hohe Affinitat fur L-Glutamat besitzen und die Affinitat zu L- und D-Aspartat
kleiner ist. Die nachfolgende Tabelle gibt einen kurzen Uberblick.

TRANSPORTER | EAAT1 EAAT2 EAAT3 EAAT4 EAATS

Substrate L-Glu, L-Glu, L-Glu, L-Glu, L-Glu,
L-Asp, L-Asp, L-Asp, L-Asp, L-Asp,
D-Asp D-Asp D-Asp D-Asp D-Asp

Km-Wert 15-20 yM | 10-20 uM | 20-50 uM | 2-3 uM 13-64 pM

fur L-Glutamat,
L-und D-Aspartat

Tabelle 2: Substrate und K.-Werte aller EAAT (aus Palacin et al.; Molecular Biology of

Mammalian Plasma Membrane Amino Acid Transporters)

1.2.4 Expression und Lokalisation der EAAT

Die Hauptlokalisation der EAAT ist das humane Gehirn. Aulderhalb des Gehirns
kommen sie im Herzmuskel (EAAT1; EAAT3), im Skelettmuskel (EAAT1), im
Dunndarm (EAAT3), in der Leber (EAAT3; EAATS), in der Niere (EAAT3), in der
Lunge (EAAT1; EAAT3) und in der Plazenta (EAAT1; EAAT3; EAAT4) vor [81].

18
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Im Gehirn zeigen die EAAT eine ganz spezielle Lokalisation: EAAT1 findet sich
hauptsachlich im Zerebellum, eine geringe Expression zeigt sich aber auch im
Hippokampus, Striatum und zerebralem Kortex [18, 69, 102]. EAATZ2 ist im
zerebralen Kortex, Hippokampus, Thalamus, Striatum, Nukleus accumbens und
Zerebellum lokalisiert. In diesen Regionen werden die beiden
Glutamattransporter in der Plasmamembran der Astrogliazellen und
Bergmanngliazellen (Zerebellum) beobachtet. EAAT1 und EAATZ2 sind also
gliale Glutamattransporter.

Im Gehirn werden EAAT3 und EAAT4 nur in Neuronen exprimiert [58, 59, 102].
EAAT3 zeigt sich verteilt Uber beinahe alle Regionen, besonders jedoch im
Hippokampus [119].Dartber hinaus findet man EAAT3 in den neuronalen Zellen
der Retina. EAAT4 ist fast ausschlieBlich in den GABAergen Purkinje-Zellen
des Zerebellums lokalisiert.

EAAT5 wird sowohl neuronal als auch glial exprimiert. Man findet ihn ganz
uberwiegend in der menschlichen Retina, genauer in den Photorezeptorzellen

der Zapfchen und Stabchen, in Bipolarzellen, aber auch in den Mullergliazellen

[3].

1.2.5 Die physiologischen Aufgaben der EAAT

Die Aufgabenverteilung der EAAT ist eng an deren Gewebsverteilung geknupft.
So nimmt zum Beispiel EAAT3 durch seine Expression in Epithelzellen des
Dunndarms und der Niere an der dort stattfindenden Aminosaureresorption von
anionischen Aminosauren teil [81].

Hauptaufgabe der EAAT ist jedoch eine Konstanthaltung des extrazellularen
Glutamats in den Synapsen des Gehirns und der Retina (EAATS). Durch eine
schnelle Clearance von Glutamat aus dem synaptischen Spalt, nehmen die
EAAT an der Signalweiterleitung und —transduktion teil. Die hohe Affinitat der
Transporter ist fur eine zlugige Aufnahme des Glutamats verantwortlich und

fuhrt somit zur prompten Beendigung des Signals. Dieser Mechanismus wird

19
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umso wichtiger, wenn man bedenkt, dass fur Glutamat kein Abbauenzym im
synaptischen Spalt existiert (wie z.B. die Acetylcholinesterase in cholinergen
Synapsen), das eine Beendigung der Signalweitergabe bewirken konnte.

Hinzu kommt, dass Glutamat nicht nur der haufigste Neurotransmitter des
Saugetiergehirns, sondern auch ein potentes Neurotoxin ist. Zu hohe
extrazelluldre Glutamatkonzentrationen filhren zur Uberstimulation der
ionotropen Glutamatrezeptoren (NMDA; KAINAT; AMPA). Dies wiederum fuhrt
uber einen exzessiven Einstrom von Kationen (hauptsachlich Kalziumionen) zur
Aktivierung von intrazellularen Signalkaskaden, wie Proteinasen, Caspasen,
Proteinkinasen, Endonukleasen oder freien Radikalen und folglich zum
Untergang der Zelle [106]. Analog fiihrt die Uberaktivierung der metabotropen
Glutamatrezeptoren Uber second messenger Kaskaden entweder zur
Freisetzung von intrazellularem Kalzium oder direkt zu den oben genannten
Vorgangen. Die glialen EAAT1 und EAAT2 sorgen durch ihre groRe Glutamat-
aufnahmekapazitat fur gleichbleibend physiologisch niedrige extrazellulare
Glutamatkonzentrationen im Gehirn und sind damit neuroprotektiv.

Nachfolgend wird die Funktionsweise einer glutamatergen Synapse
schematisch dargestelit.

Hierbei wird deutlich, dass die Glutamattransporter EAAT aufgrund ihrer
unterschiedlichen Lokalisation auch unterschiedliche Aufgaben besitzen.

EAAT1 und EAAT2 transportieren Glutamat in Gliazellen, welches dann zu
Glutamin umgewandelt wird. Glutamin, das selbst keine exzitatorische Wirkung
besitzt, wird in das Neuron zurucktransportiert und dort wieder zu Glutamat
umgewandelt. Demgegenuber sind EAAT3 und EAAT4 vor allem neuronal
exprimiert und nehmen somit Glutamat direkt in das post- bzw. prasysnaptische
Neuron auf. Dieses Glutamat muss nicht umgewandelt werden und steht der
Signalubertragung sofort wieder zur Verfugung. Das bedeutet, dass EAAT3 und
EAAT4 fur eine zeitnahe Transmitterrickfuhrung sorgen, wahrend EAAT1 und

EAAT2 eher verzdgert den Transmitter bereitstellen konnen.
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\@synapse

Ca2*

Gin

NH,
w Glutaminase

Glu

Gliazelle
Ca2+

GIn

Glutamin
Synthetase

EAAT1

AMPA/Kaipate
Rezeptor

Metabotroper
Rezeptor

1P,

Postsynapse

Abbildung 7: Funktion einer glutamatergen Synapse:
Glutamat wird in kalziumabhangiger Weise aus der Prasynapse in den
synaptischen Spalt abgegeben und aktiviert an der Postsynapse ionotrope und
metabotrope Glutamatrezeptoren. Die neuronalen EAAT3 und 4 fihren das
ausgeschiittete Glutamat rasch in die Prasynapse zurlck. Glutamat, das glial
Uber EAAT 1und 2 aufgenommen wurde, wird zu Glutamin umgewandelt, das
selbst keine exzitatorische Wirkung besitzt und in das prasynaptische Neuron
rickgefihrt. Dort wird Uber das nur neuronal vorkommende Enzym Glutaminase

Glutamin zu Glutamat umgewandelt.

1.2.6 Storungen der glutamatergen Neurotransmission und der
EAAT

Fehlfunktionen der glutamatergen Neurotransmission wurden bei zahlreichen

neurologischen und psychiatrischen Erkrankungen gefunden.
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Im Zusammenhang mit der Alzheimer Erkrankung wurde von Marangos et al.
1987 herausgefunden, dass Zelluntergang infolge von Ubermaliger

Glutamatfreisetzung zur Alzheimersymptomatik fuhrt [4, 75].

Die Chorea Huntington aufdert sich durch verminderte Glutamat- und GABA-
Spiegel im Striatum und Nucleus caudatus [88, 94]. Eine mogliche Erklarung fir
diesen Umstand ist der Ausfall der Rickaufnahme von freigesetztem Glutamat
aus der Synapse. Diese Annahme wurde von Cross et al. gestutzt, der in post
mortem Autopsie-Studien von Chorea Huntington-Patienten eine starke

Reduktion von Glutamatrtickaufnahme-Stellen fand [25].

Die infaust verlaufende neurologische Erkrankung Amyotrophe Lateralsklerose
(ALS) wird durch die Degeneration des 1. und 2. Motoneurons verursacht.
Trotz vieler unterschiedlicher Hypothesen Uber die Pathogenese der ALS, ist
man in jungster Vergangenheit zu dem Schluss gekommen, dass die
Neurodegeneration der Motoneurone durch Anstieg des glutamatergen
Systems zustande kommt. Dieser Anstieg ist fast ausschlieRlich auf eine
Fehlfunktion des EAAT2 (GLT1) zurlckzuflihren, wobei die Expression des
Transporterproteins bei ALS-Patienten vermindert ist [103], trotz normaler
MRNA-Konzentrationen. Daher vermuten einige Autoren eine Stérung in (post-)
Translations-Prozessen des EAAT2 [13]. Eine mdgliche Erklarung dafir liefern
Studien, die die Beteiligung der Cu/Zn Superoxid-Dismutase (SOD-1) an der
familiaren Form der ALS beschreiben [98]. Diese Mutation fuhrt zur
verminderten Abwehr von freien Radikalen im Gehirn, die moglicherweise die
Proteinfunktion des EAATZ2 storen.

Neben der Alzheimer-Demenz, der Chorea Huntington und der ALS fuhrt man
heutzutage auch die Parkinson-Erkrankung auf veranderte Glutamat-
konzentrationen zuriick. Es wird jedoch vermutet, dass weniger eine veranderte
Transportfunktion als viel mehr veranderte Stoffwechselbedingungen zu diesem

Glutamatanstieg fuhren [16].
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1.3 Serum- und Glukokortikoid-induzierte Kinase

Die Serum- und Glukokortikoid-induzierte Kinase (SGK) konnte 1993 von
Firestone et al. als weiteres Mitglied der Familie der Serin/Threonin Protein
Kinasen aus Rattentumorzellen kloniert werden. Die SGK wurde als ein
primares Responsgen (,immediate gene“) beschrieben, das transkriptionell
durch Serum und Glukokortikoide hochreguliert wird [134]. Kurze Zeit spater
wurde die humane homologe hSGK bei der Suche nach zellvolumensensitiven
Transkripten gefunden [26, 126, 129]. Mittlerweile konnten neben Serum und
Glukokortikoiden zusatzlich zahlreiche andere Signalwege und Faktoren

gefunden werden, die zur Regulation der SGK beitragen.

1.3.1 Einteilung der hSGK innerhalb der Proteinkinasen

Extrazellulare Stimuli auf eine Zelle werden Uber intrazellulare und
membranstandige Signalmechanismen weitergeleitet. Es resultiert ein
komplexes Zusammenspiel aus Phospholipasen, Phosphatasen und
Proteinkinasen. Dabei bewirkt die Proteinkinase die AnknUpfung eines
Phosphatrestes an eine Aminosaure (Serin, Threonin, Tyrosin) des Zielproteins
und erwirkt damit Uber eine lokale Ladungsanderung eine
Konformationsénderung, Anderung von Affinitit oder eine Freigabe von
Bindungsstellen.

Die hSGK gehort zu den Serin/Threonin Kinasen. Das entsprechende Gen wird
zur Gruppe der primaren Responsgene (,immediate early genes®) gezahlt [127].
Es kodiert ein Protein von 49kD. In der katalytischen Domane hat das hSGK-
Protein 45%-55% Sequenzhomologie zu anderen Proteinenkinasen, wie rac-
Proteinkinase, Proteinkinase A, B oder C und andere [85, 128, 134].
Extrakatalytische Proteinregionen hingegen weisen zu keiner bekannten

Proteinkinase oder Protein Sequenzubereinstimmungen auf.
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1.3.2 Isoformen und Gewebeverteilung

Bislang konnten drei Isoformen der hSGK kloniert werden; hSGK1, hSGK2 und
hSGK3. Die Aminosaurensequenzen der katalytischen Domanen zeigen
untereinander eine Sequenzhomologie von 80%, die nicht-katalytischen
Regionen nur von circa 44-68%. Die N-terminalen Regionen sind praktisch nicht
homolog [64]. Die Molekulargewichte betragen 49kD fur hSGK1und fir hSGK3
sowie fur hSGK2 41.1 bzw. 47,5kD [64].

Die verschiedenen Isoformen der hSGK unterscheiden sich in ihrer
Gewebeverteilung. Wahrend hSGK1 und hSGKS3 in fast allen Geweben,
darunter auch im Gehirn vorkommen [64], ist die Verteilung der hSGK2
spezifischer und beschrankt sich vor allem auf die Epithelzellen der Leber und
Niere, auf das Pankreas und auf das Gehirn [63, 64, 126]. Das hSGK1 Gen ist
auf Chromosom 6, hSGK2 auf Chromosom 20 und hSGK3 auf Chromosom 8
lokalisiert [26, 128].

1.3.3 Regulation der SGK

Wahrend die katalytische Aktivitat der meisten bisher bekannten Proteinkinasen
auf posttranskriptioneller Ebene reguliert wird, werden die Serin/Threonin
Proteinkinasen hauptsachlich auf der Transkriptionsebene beeinflusst [129].
Daneben existieren noch zwei weitere Regulationsmechanismen. Die hSGK-

Aktivitat kann also Uber 3 unterschiedliche Wege reguliert werden kann.

Transkription

Von groflter Bedeutung ist wie oben erwahnt die transkriptionelle Regulation
durch verschiedene hormonelle und nicht-hormonelle Signale. Hormonelle
Stimuli sind unter anderem Glukokortikoide, Mineralokortikoide, ADH, FSH und
LH. Daruber hinaus konnen TNF-a, Thrombin, ein erhohter intrazellularer

Kalziumspiegel, Hyper- und Hypotonizitat der Umgebung, Zellschrumpfung und
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Zellschwellung die hSGK-Transkription steigern [11, 19]. In Makrophagen sind
die Zytokine TGF-B1 und Interleukin-4 als Transkriptionsinduktoren identifiziert
worden [26, 127]. Interessant fur diese Arbeit ist zudem, dass Neuronen-
verletzungen auch zu erhdhten hSGK1-Konzentrationen fuhren [38, 63, 129].
Schon Minuten nach den oben genannten Stimuli kommt es zur hSGK-
Transkription (,immediate early gene®). Die Halbwertszeit der SGK ist nur sehr
kurz. Daher liegt das Konzentrationsmaximum nach hSGK-Stimulation schon
nach 2 Stunden vor [12].

Regulation der katalytischen Aktivitat

Die zweite Ebene der SGK-Aktivitatsregulation ist die posttranskriptionelle
Ebene. Dabei verlangt die hSGK-Aktivierung zwei Phosphorylierungen an
unterschiedlichen Stellen. Bei der hSGK1 sind dies die Aminosauren Thr?*® und
Ser*?”?. Diese Phosphorylierungen werden durch die 3-Phosphoinositid-
abhangige Proteinkinase1 (PDK1) und 2 (PDK2) durchgefuhrt, welche ihrerseits
von einer Phosphorylierung durch Phosphoinositol-3-Kinase (PI3-Kinase)
aktiviert werden [40]. Die PI3-Kinase-Kaskade wird durch Insulin, IGF-1,
oxidativen Stress, FSH und Glukokortikoide stimuliert [40]. Zuerst kommt es bei
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der PDK-Aktivierung zur Phosphorylierung des Ser™*, was durch Wortmanin,

ein Inhibitor des PI-3-Kinase Signalwegs, inhibierbar ist. Durch die erste
Phosphorylierung ermdglicht, kommt es dann zur Phosphorylierung an Thr?*°,
was letztlich die SGK aktiviert [63, 84, 87].

Ein weiterer Aktivierungsweg lauft Uber die ,extracellular signal-regulated
protein-kinase“ (ERKS), die ein Mitglied der MAP-Kinase-Familie ist. Diese

Aktivierung ist jedoch unabhangig von der Phosphorylierung an Thr¥*°[47].

Regulation Gber die Kontrolle der subzellularen Lokalisation

Als dritte Form der SGK-Regulation gilt die Kontrolle Uber die subzellulare
Lokalisation. Tatsachlich zeigt eine Zelle in der Proliferationsphase eine
uberwiegende  SGK-Lokalisation im  Nukleus. Mit Einwirkung von
Glukokortikoiden kommt es zum Stopp des Zellzyklus in der G1-Phase und

einer vorwiegend zytoplasmatischen SGK-Lokalisation. Das bedeutet, dass
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stress-induzierte Zellen vorwiegend enzymatisch aktivierte SGK im Zytoplasma
besitzen. Eine wichtige Rolle spielen hier der Importin-a und Importin-g —
Rezeptor [8].

Extrazellulare Stimuli Extrazellulire Stimuli

— 2. Regulation der
enzymatischen \
Aktivitat PI3-Kinase
1. Transkriptions- SGK Proteln

regulation ! SGK-Protein

3. Regulation der
subzellularen
Zytoplasma Importin-a Lokalisation

/ \\
v
Zellkern SGK mRNA
I KT SGK-Protein

Abbildung 8: Regulation der hSGK

1.3.4 Interaktion der SGK mit anderen Proteinen

Wie in Kapitel 1.2.2 schon erwahnt, ist fir eine mogliche Interaktion der SGK
mit dem potentiellen Zielprotein eine SGK-Phosphorylierungs-Sequenz nétig.
Es konnte jedoch in letzter Zeit gezeigt werden, dass auch Proteine ohne diese
Sequenz von SGK reguliert werden [82]. Uber die Art und Weise dieser
Regulation kann bis heute keine genaue Aussage gemacht werden. Nicht
auszuschlieen ist die Annahme, dass SGK auf sein Zielprotein nicht direkt
Einfluss nimmt, sondern vielmehr mit dritten Proteinen interagiert, die ihrerseits
das Targetprotein regulieren [86].

Dieses Modell wurde fur den intestinalen Phosphattransporter NaPillb (mit
Nedd4-2 [82]) und fur den Kaliumkanal ROMK1 (mit NHERF [139]) gezeigt.
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NaPillb besitzt keine SGK-Phosphorylierungs-Sequenz. Er wird jedoch
trotzdem durch SGK stimuliert. Gleichzeitig zeigt sich bei den Experimenten
aber auch eine Verminderung der Phosphat-Transportaktivitat des NaPillb
durch Nedd4-2. Bekannt ist zudem, dass Nedd4-2 durch SGK in seiner
Ubiquitinylierungsfahigkeit eingeschrankt wird [32]. Die stimulierende Wirkung
der SGK auf NaPillb kann daher zumindest teilweise auf den inhibierenden
Einfluss von SGK auf Nedd4-2 erklart werden.

Bei Untersuchungen uber die Interaktion von ROMK1 und SGK zeigte sich,
dass die Expression von ROMK1 und SGK zu keinerlei Veranderungen des
ROMK1-Stroms flihrt. Auch eine Koexpression von ROMK1 und NHERF2 flihrt
zu keiner Veranderung des Stroms. Wird aber ROMK1, SGK und NHERF2
koexprimiert, so ergibt sich eine Steigerung der Stroms auf den zweifachen
Wert.

Diese Untersuchungen zeigen, dass eine Regulation von Proteinen durch SGK
nicht zwangslaufig durch eine direkte Interaktion dieser beiden Proteine
verursacht wird. Moglich ist auch ein komplexerer Mechanismuns Uuber
zwischenagierende Proteine, von denen nun folgend zwei naher erlautert

werden.

Nedd4-2

Nedd4-2 (Neural precursor cell expressed, developmentally downregulated
gene) ist eine Ubiquitinligase und knupft Ubiquitin an Proteine, die damit fur den
Abbau markiert werden. Die Bindung von Ubiquitin an Proteine des
Zytoplasmas oder der Zellmembran, markiert diese zur Internalisierung und
Degradierung durch Proteasomen [1].

Fir diesen Vorgang muss Nedd4-2 Uber eine spezifische Bindungsstelle an das
Zielprotein binden. Die spezifische Bindungsstelle heif3t PY-Motiv und ist eine
Prolin-reiche Aminosauresequenz. Das PY-Motiv besteht aus Pro-Pro-Xxx-Tyr
(Xxx kann eine beliebige Aminosaure sein) [3]. Inzwischen sind jedoch weitere
Sequenzen bekannt, uber die Nedd4-2 eine Ubiquitinierung vermitteln kann
(Pro-Xxx-Pro-Pro-Tyr; Pro-Pro-Leu-Pro: pS/pT) [56, 60].
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Bei Untersuchungen von Nedd4-2 und dem epithelialen Natriumkanal ENaC,
zeigte sich, dass Nedd4-2 durch Ubiquitinierung ENaC hemmt [6, 57]. Diese
Hemmung wird in Oozyten durch Koexpression von hSGK aufgehoben. hSGK
phosphoryliert dabei Nedd4-2 an Ser444. Damit inaktiviert sie das Nedd4-2
Protein aber nicht vollstandig, sondern fuhrt lediglich zu einer Einschrankung
der Fahigkeit zur Ubiquitinierung. Somit besteht zwischen Nedd4-2 und SGK
eine direkte Interaktion und Regulation.

NHERF

NHERF (Natrium-Hydrogen-Exchanger Regulating Factor) wurde als Protein
entdeckt, das die Phosphorylierung und Regulation des Na*/H*-Austauschers
(NHE) durch PKA vermittelt [135, 140]. NHERF1 und NHERF2 zeigen 62%
Sequenzhomologie und beide besitzen zwei Tandem PDZ-Domanen, die als
Bindungssequenzen zwischen interagierenden Proteinen charakterisiert werden
konnten. Am Beispiel des NHE konnte gezeigt werden, dass die Regulation des
NHE zum einen NHERF bendtigt und zum anderen durch SGK vermittelt ist.
Dabei interagiert die zweite PDZ-Domane des NHERF mit dem C-Terminus der
SGK [138].

Interessanterweise konnten auch andere Proteine identifiziert werden, die mit
NHERF interagieren. Darunter sind der Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator (CTFR), Platelet-derived Growth Factor und der
Chlorid/Bikarbonat Austauscher des Darms [137].

Auch EAATS5 besitzt eine PDZ-Doméane und wird deshalb auf eine mogliche

Interaktion mit NHERF2 getestet werden.

1.3.5 Die physiologische Funktion der hSGK

hSGK phosphoryliert, wie auch die anderen Serin/Threonin Kinasen (z.B. PKB)
die Aminosauren Serin und Threonin, wenn diese in einer Arg-Xxx-Arg-Xxx-

Xxx-Ser/Thr Sequenz liegen [63, 64]. Diese Domane wird auch SGK-
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Phosphorylierungs-Site genannt. Es konnten jedoch auch Proteine ohne diese
Site identifiziert werden, die trotzdem durch die hSGK reguliert werden [82].

Zu den Transportern und Kanalen, die durch die hSGK reguliert werden,
gehéren ENaC [19, 130], SCN5A [36], ROMK1 [83], Kv1.3 [49] und
KCNE1/KCNQ1 [36] sowie CFTR [67].

Auch in der Regulation von Apoptose und Zellproliferation scheint die SGK eine
Rolle zu spielen. Sie vemittelt dort die antiapoptotische Wirkung von
Glukokortikoiden [14, 70, 78].

1.4 Fragestellung der Arbeit

2001 konnte Gamboa et al. zeigen, dass die Oberflachenexpression des
EAAT1 (GLAST) durch insulin like growth factor stimuliert wird. Dieser
Stimulation liegt ein PI3-Kinase Signalweg zugrunde [42], dem auch die hSGK
als Komponente angehort (siehe Kapitel1.3.3).

In der vorliegenden Arbeit soll nun mit Hilfe Gberwiegend elektrophysiologischer
Messungen der Beitrag der Serum- und Glukokortikoid-induzierbaren Kinase
SGK und ihrer Isoformen sowie von weiteren interagierenden Proteinen, wie
Nedd4-2 und NHERF2, an der Regulation des Glutamattransports der EAAT

naher untersucht werden.
Genauer formuliert stehen folgende Fragen zur Beantwortung:
Nimmt die SGK an der Regulation des EAAT-Transports teil?
2. Kann SGK die EAAT direkt regulieren oder sind dabei dritte,

interagierende Proteine beteiligt, wie die Ubiquitinligase Nedd4-2,
NHERF oder GTRAP48?
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3. Erfolgt die Regulation der EAAT Uber eine Veranderung der
Transporterkinetik oder Uber Veranderungen im Trafficking, d.h. der

Lokalisation und Verankerung des Transporters in der Zellmembran?
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2. Material und Methoden

2.1 Verwendete Losungen und Substanzen

OR-2

Die OR-2 Losung wurde als Grundlésung bei der Oozytenpraparation und

Kollagenisierung verwendet. Sie ist Ca®'-frei und verbessert damit die

Kollagenasewirkung, beziehungsweise stoppt diese nicht.

NaCl 82,5
KCI 2,5
MgCl, 1
Tris-Hepes 5

Tabelle 3: Zusammensetzung der OR-2, pH 7,8

Kollagenase
Je nach Aktivitat wurden 1-3 g Kollagenase pro Liter OR-2 verwendet. Die

entnommenen und zerkleinerten Ovarien wurden dann in der Kollagenase 1-2,5

Stunden behandelt, um bindegewebige Anteile von den Oozyten zu entfernen.

ND 96 diente als Grundldsung fur alle Versuche
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NaCl 96
KCI 2
CaCl, 1,8
MgCl, 1
Tris-Hepes 5
Tabelle 4: Zusammensetzung der ND 96, pH 7,4

Aufbewahrungslosung der Oozyten

Nach der Kollagenisierung wurden die Oozyten darin aufbewahrt. Die Losung
entspricht der ND 96 mit Gentamycin (Abwehr von Infektionen), Theophyllin

(Verhinderung der weiteren Reifung) sowie Natriumpyruvat (Ernahrung) der

Oozyten.
| Substanz [ Konzentrafion [mM] |
NaCl 96
KCI 2
CaCl, 1,8
MgCl; 1
Tris-Hepes 5
Natriumpyruvat | 2,5
Theophyllin 0,5
Gentamycin 50 ugl/l
Tabelle 5: Zusammensetzung der Aufbewahrungslésung, pH 7,4, Osmolaritat 200 mOsm

Messldsungen

ND 96 basierte flr

die Messlosungen als Grundlésung. Es wurde

Mononatriumglutamat der Firma SIGMA-ALDRICH aus Steinheim hinzugeflgt,
so dass eine Konzentration von 1mM erreicht wurde. Die Messlosung wurde mit
NaOH auf einen pH-Wert von 7 4 titriert.
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Phosphat-Puffer-Kochsalzlésung (PBS)

Die PBS ist eine Standardlosung und wurde bei den immunhistochemischen

Experimenten als Grundlésung und Waschlésung verwendet.

NaCl 140
KCI 3
NaPO4 10
KPO4 2
Tabelle 6: Zusammensetzung der PBS

2.2 0Oozyten als Expressionssystem

Seit vielen Jahren sind die Oozyten des sudafrikanischen Krallenfroschs
Xenopus laevis zu Forschungszwecken in Laboratorien geschatzt und genutzt.
Ursprunglich ein diagnostisches Mittel bei Schwangerschaftstests, [45] werden
heute Xenopus laevis Oozyten als Modellsystem zur Expression heterologer
RNA verwendet [30, 31, 46].

Viele positive Eigenschaften machen den Xenopus laevis zu einem geeigneten
Labortier. So ist er ohne viel Aufwand in einem Aquarium zu halten, einfach zu

narkotisieren und zur Oozytenentnahme leicht zu operieren.
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Abbildung 9: Xenopus laevis und Oozyten des Froschs

Die Oozyten sind von vier Membranschichten umgeben. Durch den Einsatz von
Kollagenase werden die drei aueren entfernt. Damit verbleibt die innere
Vitellinmembran (die Oozyte wird nun defollikulierte Oozyte genannt) [1, 29].
Man kann zwei unterschiedliche Hemispharen der Oozyten schon mit bloRem
Auge erkennen:

Die animalische, die durch Einlagerung von Melaninpigment dunkel gefarbt ist.
Sie enthalt eine groRe Anzahl von Mikrovilli, viel endoplasmatisches Retikulum
und viel Zytoskelett sowie eine hohe Dichte an kalziumabhangigen
Chloridkanalen und an Kalziumkanalen.

Die vegetative Hemisphare dagegen ist hell gefarbt, enthalt mehr RNA und

dient als Eintrittsort des Spermiums [29].

Xenopus laevis Oozyten besitzen eine ganze Reihe technischer Vorteile. Der
sehr grol3e Zelldurchmesser von 1,3 mm erleichtert die Handhabung und
erlaubt die relativ problemlose cRNA-Injektion, sowie die spatere Einbringung
von intrazellularen Glaskapillaren zur Messung [110, 124].

Ein Nachteil des Oozytenexpressionssystems ist die Verschiedenheit zu
mammalischen Zellen. Posttranslationare Vorgange mussen in Xenopus
Oozyten nicht zwangslaufig gleich verlaufen wie in mammalischen Zellen. Fir
viele Neurotransmittersysteme und lonenkanale konnte allerdings gezeigt
werden, dass sie ihre natlrlichen Eigenschaften auch bei Expression in
Xenopus laevis Oozyten beibehalten [29].

Teilweise kommt erschwerend hinzu, dass second-messenger Systeme in

Xenopus Oozyten eventuell von second-messenger Systemen der Saugerzelle
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abweichen konnen. Eine mogliche Regulation von Proteinen im
Expressionssystem konnte deshalb gar nicht moglich sein und macht eine
Ubertragung auf Saugerzellen schwierig. Auf die Bedeutung der Probleme der
Xenopus laevis Oozyten als Expressionssystem wird in der Diskussion spater
nochmals naher eingegangen.

Zur sinnvollen Beurteilung der Ergebnisse ist eine Berucksichtigung der
endogenen Kandle und Transportsysteme erforderlich, da endogene
Transportaktivitaten oder Leitfahigkeiten sich bei Messungen mit den
induzierten Ereignissen Uberlagern und damit das Ergebnis verfalschen
konnen. Generell kann man aber sagen, dass endogene Kanale und

Transporter nicht sehr ausgepragt sind. Zudem existieren in Xenopus laevis

Oozyten keine intrinsischen Glutamattransportsysteme.

Na* 4-23
K* 76-148
cr 24-62
Ca*’ 3-100 x 10°®
Tabelle 7: Intrazellulare lonenkonzentration in Xenopus Oozyten

2.2.1 Oozytenpraparation

Die Ovarien eines ausgewachsenen Xenopus-Weibchens enthalten uber
30.000 reife Oozyten. Deshalb genlgt es, nur einen Teil des Ovars zu
entnehmen. Dazu wurde das Weibchen fur 15-20 min in 0,1%iger 3-
Aminobenzoesaureethylester-Losung  (Sigma, Taufkirchen) anasthesiert.
Danach wurde der Frosch - auf dem Rucken liegend - auf Eis gelagert und die
Bauchhaut desinfiziert. Unter semisterilen Bedingungen wurde quer oberhalb
der linken oder rechten Inguinalfalte eine 0,5-1 cm lange Stichinzision der Haut
durchgefuhrt und anschlie®end der Muskel durchtrennt. Die Ovarialsacke lagen

dann sichtbar in der Bauchhohle und konnten mit Pinzette und Schere scharf
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herausgetrennt werden. Sowohl der Muskelschnitt, als auch die Hautinzision
wurden nacheinander mit resorbierbarem Nahtmaterial (Ethicon Vicryl,
Polyglactin, ungefarbt, geflochten, resorbierbar; [Firma Johnson&Johnson,
Belgien]) verschlossen. Nach Beendigung der Operation wurde der Frosch
unmittelbar zum Erwachen zuriick in seinen Behalter gesetzt, der aber nur so
wenig Wasser enthielt, dass der Frosch zwar im Wasser lag, aber nicht
ertrinken konnte. Dort erwachte der Frosch dann aus seiner Anasthesie und
wurde erst dann zurtck in sein Aquarium gesetzt, wenn er adaquat auf aulRere
Reize durch Bewegungen reagieren konnte.

In seinem Aquarium verblieb er bis zur nachsten Operation, die nicht vor
Beendigung der vollstandigen Heilung der Bauchnarbe durchgefuhrt wurde.
Dabei kommt den Xenopus Froschen zu gute, dass sie antimikrobielle Peptide
absondern, die eine hervorragende Wundheilung erméglichen [10].

Die entnommenen Ovarialsacke wurden anschliellend in OR-2 Lésung gelagert
und mit einer Pinzette in kleine Einheiten zerkleinert, um den spateren
Kollagenaseverdau zu erleichtern. Zur weiteren Defollikulierung wurden die
Oozyten 60-150min mit Kollagenase A (1-3g) in OR-2 unter standiger
Bewegung denudifiziert. Dieser Vorgang wurde dann beendet, wenn die
Oozyten uberwiegend einzeln und ohne sichtbare Bindegewebe und Gefalie
waren. Zur Beendigung des Kollagenaseverdaus wurden die Oozyten mehrfach
mit ND 96 gespdlt.

AnschlieBend konnte man die Oozyten unter dem Binokular nach
Vitalitatszustand und Reifegrad sortieren. Als Suchkriterien wurden ein
Reifegrad Stadium V und VI, eine klare Trennung zwischen Animal- und
Vegetalpol und das Fehlen von Aufhellungen beziehungsweise von dunklen
Flecken der Pole angewandt. Die somit aussortierten Zellen wurden in kleinen
Gruppen zu jeweils circa 30 Zellen in Petrischalen mit ND 96-Aufbewahrungs-

|I6sung bei 15-17°C bis zur weiteren Verarbeitung am nachsten Tag gelagert.
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2.2.2 cRNA-Synthese und -Injektion

Die Transfektion der cDNA in E.coli (Stamm DH5a) fuhrte zur Vermehrung der

cDNA [22, 104]. Eine Kolonie auf der Agarplatte wurde am zweiten Tag in eine

FlUssigkultur Uberfuhrt. Am darauf folgenden Tag wurde der Erfolg der

Transfektion durch Minipraparation dieser Flussigkultur kontrolliert und dann

mittels Maxipraparation die Plasmid-DNA gewonnen. Die Plasmid-DNA konnte

dann durch die in der Tabelle 8 aufgefuhrten Restriktionsenzyme am 3°-Ende

des Inserts geschnitten und damit linearisiert werden. Die cRNA wurde mittels

reverser Transkription und Restriktionsverdau durch die entsprechende

Polymerase aus der linearisierten Plasmid-DNA hergestellt. Die Stocklésung
der cRNA wurde bei -80°C aufbewahrt und bei Bedarf aufgetaut und auf die

notwendige Endkonzentration verdunnt.

Transporter | Herkunft des Vektor Restriktions- Polymerase

cDNA-Klons enzym zur
Linearisierung

EAAT1 Wendy Fairman, | pOTV Not1 T7
Portland,

EAAT2 Wendy Fairman, | pOTV Not1 T7
Portland

EAAT3 Angela Steel, pSPORT | SPE1 T7
Boston Harvard

EAAT4 Wendy Fairman, | pOTV Not1 T7
Portland

Tabelle 8: Verwendete Vektoren, Restriktionsenzme und Polymerasen bei Herstellung der

cRNA

Zur Injektion wurden Borosilikatglaskapillaren (Fa. WPI, Berlin) mit einem

AuBendurchmesser von 1,2 mm mit einem Mikroelektrodenpuller (DMZ

Universal-Puller der Firma Zeitz, Augsburg) so gezogen, dass die Glaskapillare
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eine sehr lange und dinne Spitze hatte. Nachdem diese Spitze unter dem
Binokular so abgebrochen wurde, dass die Nadelspitze einen Offnungs-
durchmesser von 20-40 ym hatte, wurde die Glaskapillare mit Paraffindl gefullt,
um sie luftfrei zu machen. Dann konnte die cRNA Loésung (verdunnt mit DEPC
Wasser) mit Hilfe des Mikroinjektors aufgezogen werden. Die am Vortag
praparierten Oozyten wurden in einer Petrischale mit Polypropylnetz am Boden
angeordnet. Dabei verhinderte das Polypropylnetz ein Verrutschen der Oozyte
wahrend des Injektionsvorgangs. Die Petrischale war mit der Aufbewahrungs-
l6sung geflllt. Die eigentliche Injektion konnte jetzt beginnen, indem die
Glaskapillare mit ihrer Spitze durch die Membran in das Zytoplasma
eingebracht wurde. Dann wurden 25nl cRNA in die Zelle injiziert. Die benutzten

Konzentrationen der cRNA sind in Tabelle 9 aufgeflhrt.

cRNA Konzentration der Menge der injizierten
injizierten RNA cRNA pro Zelle

Kinasen 300 ng/ul 7,5ng

Nedd4-2 300 ng/ul 7,5ng

NHERF2 300 ng/ul 7,5 ng

GTRAP 48 300 ng/pl 7,5 ng

EAAT1/3 40 ng/ul 1,0 ng

EAAT2 20 ng/ul 0,5 ng

EAATS 1000 ng/ul 25,0 ng

Tabelle 9: Konzentrationen und Mengen der injizierten cRNA

Alle Injektionschritte wurden unter semisterilen Bedingungen durchgefiihrt, um
ein Kontamination mit RNAasen zu vermeiden.

Bei Versuchen mit Expression mehrerer Proteine wurden die einzelnen cRNA's
nacheinander mit einem Abstand von 1-2 Stunden injiziert. Um dabei
Volumenunterschiede und eventuell Beeinflussung von volumensensitiven
Kanalen zu vermeiden, wurde die differierende Menge an Volumen durch

Injektion von DEPC Wasser ausgeglichen.

38



Material und Methoden

Die cRNA’s der Kinasen und Regulatorproteine wurden am ersten Tag und die
cRNA der Transporter am zweiten Tag nach Oozytenpraparation injiziert.

Die Messung erfolgte nach 4-6 Tagen. Bis dahin wurden die Zellen bei 15-17°C
in der Aufbewahrungslosung gehalten und standig auf Vitalitat geprift. Avitale

Oozyten wurden beim taglichen Mediumwechsel aussortiert.

2.3 Elektrophysiologische Methoden

2.3.1 Potentialmessung (current clamp)

Die Potentialmessung dient der Messung des Membranpotentials einer Zelle.
Dazu wird die Potentialdifferenz einer intrazellularen Mikroelektrode gegenuber
einer Referenzeletrode, im Bad liegend, ermittelt. Die Ag-AgCl,
Referenzelektrode ist Uber eine Bricke aus 3% Agar und 3 M KCI-Lésung mit
dem Bad verbunden [2, 109]. Die intrazellulare Mikroelektrode ist eine mit
einem Mikroelektrodenpuller (DMZ Universal-Puller der Firma Zeitz, Augsburg)
gezogene Borosilikatglaskapillare (Typ GC150TF-15; 1,5 mm
Aulendurchmesser; 1,17 mm Innendurchmesser; mit Filament, Fa. Clark
Elektromedical Instruments, Pangborne, GB). Sie wird mit 3 M KCI-Losung
geflllt und ist Gber einen chlorierten Silberdraht mit dem Verstarker verbunden.
Der Widerstand der Mikroelektroden wurde stets Uberprift. Sie wurden bei
Werten aulerhalb 0,2-2MQ ausgetauscht. Vor dem Einstechen der
Mikroelektrode in die Oozyte wurde ein Nullabgleich mit der Referenz
durchgefuhrt.
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Abbildung 10:Versuchsaufbau der

current-clamp-Methode

2.3.2 Spannungsklemme (Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp [TEVC])

Die TEVC-Methode ermdglicht unter Verwendung einer weiteren intrazellularen
Mikroelektrode das Einstellen eines gewlnschten Membranpotentials der
Xenopus laevis Oozyte. Hierbei misst eine Spannungselektrode (Ey) das
aktuelle Potential (Vu). Ein Rickkopplungsverstarker (FBA) (GeneClamp
Amplifier, Axon Instruments) verstarkt und vergleicht Vy mit dem vom
Experimentator gewlnschten Haltemembranpotential (Vhoq). Aus der Differenz
von Vy - Vg €rgibt sich ein Strom (lnoig), der nétig ist, um das Haltepotential zu
erreichen und konstant zu halten. Er wird tber eine Stromelektrode appliziert,
flieRt Uber die Membran und kann durch die Badelektrode gemessen werden [1,
33, 50].

lhoia entspricht dem lonenstrom durch die Oozytenmembran mit dem
Membranwiderstand Ry, bei einem entsprechenden Haltepotential V4. Dabei
gilt das Ohm’sche Gesetz R=U/l. Per definitionem reflektiert ein negativer
Strom einen Einstrom von positiven lonen und umgekehrt.

Bei elektrogenen Transportvorgangen uber die Membran verandert sich der
Betrag des |4, der zur Aufrechterhaltung des Haltepotentials nétig ist. Diese
Anderung wird als induzierter Strom gemessen und dient als MaR fir den

Membrantransport.
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Die Uubrigen Messanordnungen entsprechen der Anordnung bei der

Potentialmessung.

Abbildung 11: Versuchaufbau der Voltage-
clamp Methode

2.3.3 Aufbau des Arbeitsplatzes fir Voltage Clamp

Die Oozyte befand sich wahrend des Experiments in einer speziell konstruierten
Messkammer mit einem Fullungsvolumen von circa 3,5 ml, die kontinuierlich
uber eine Schwerkraftsuperfusion (Flussrate 20 ml/min) und eine Absaugpumpe
mit Experimentierldsung durchspult wurde. Auf diese Weise konnte innerhalb
von 10-15 Sekunden der Inhalt der Messkammer komplett ausgetauscht
werden. Unter visueller Kontrolle durch eine Stereolupe wurden die Mikro-

elektroden in die Zellen eingestochen.

2.3.4 Durchfuhrung der Experimente

Alle Messungen wurden 4-6 Tage nach cRNA-Injektion bei Raumtemperatur
durchgefuhrt. Die Messung wurde mehrfach wiederholt, um Oozyten

verschiedener Frosche zu messen. Dabei kam es zu keinen qualitativ
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unterschiedlichen Ergebnissen. Teilweise variierte die Grole der Stréme von
Batch zu Batch, wobei sich eine jahreszeitliche Abhangigkeit durchaus
vermuten lie3. Die SGK-Aktivierung war jedoch unabhangig der Jahreszeit
identisch.

Fir alle Messungen wurde das Haltepotential auf -60 mV eingestellt.

Alle Daten wurden mit 10 Hz gefiltert und mit einer Aquisitionsrate von 10
Datenpunkten pro Sekunde Uber die Software pCLAMP9O (Axon Instruments)

auf einen PC aufgezeichnet.

2.4 Auswertung und Statistik

Die Originalkurven wurden dann mittels der Software Clampfit analysiert und
der Glutamat induzierte Einwartsstrom lIg, bestimmt. Dabei wurde lg, als die
Differenz des Haltestroms bei ND 96 und des Haltestroms bei ND96 + 1mM

Glutamat als Badl6sung definiert.

ND96 ND96 + 1mM Glutamate

v

Abbildung 12: I, berechnet sich aus
der Differenz der Halte-
stréme ohne und mit

Glutamat
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Von den Messdaten sind, wenn nicht anders beschrieben, arithmetischer
Mittelwert und Standardfehler (SEM) bestimmt worden. ,n“ gibt dabei die Anzahl
voneinander unabhangiger Messungen, ,N“ die Anzahl der verschiedenen
Spendertiere an. Es wurden mindestens drei Batches mit Oozyten

unterschiedlicher Frésche durchgeflhrt.

Die ermittelten Werte wurden mit Hilfe des ANOVA-Tests bei mehr als zwei zu
vergleichenden Gruppen auf Signifikanz Uberpruft und nur Gruppen mit einem
p-Wert < 0,05 als signifikant angesehen.

Wurden nur zwei Gruppen auf Signifikanz geprift, so wurde der t-Test nach
STUDENT verwendet. Auch hier wurden nur Gruppen, die einen p-Wert < 0,05
hatten als signifikant angesehen.

Signifikante Gruppen wurden mit einem Sonderzeichen gekennzeichnet.

Alle kinetischen Messdaten, die eine Konzentrations-Transport-Kurve ergeben,
wurden mit der ,Hill-Gleichung® gefittet, die sich von der Michaelis-Menten-

Gleichung ableiten lasst.

(1)  Michaelis-Menten-Gleichung

maxXC
K, +C
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(2)  Hill-Gleichung

I _ | o X C"
K"+ Cn
wobei: I = gemessener Strom
Imax = maximaler Strom
C = Substratkonzentration
Km = Substratkonzentration bei halbmaximalem
Strom

n = Hillkoeffizient

2.5 Immunhistochemie

Die Experimente der Immunhistochemie wurden mit Brown Norway Ratten nach
den Richtlinien des ,ARVO Statement” fur die Benutzung von Tieren in der
ophtalmologischen und Seh-Forschung und nach den Richtlinien der
Ethikkommission der Universitat Tubingen durchgefihrt.

Die Ratten wurden unter striktem 12 Stunden Licht / 12 Stunden Dunkelheit

Zyklus gehalten mit einer Beleuchtung von 10 Lux.

2.5.1 Gewebeentnahme und Préaparation

Die Gewebeentnahme wurde an erwachsenen Ratten wahrend der Lichtphase
zwischen 9 und 15 Uhr durchgefuhrt. Dafur wurden die Ratten mit CO, getdtet
und dekapitiert. Die Augen wurden aus dem Schadel freiprapariert und der
hintere Anteil in 4 %igem Formaldehyd in Phosphatpuffer (0.2 M NaH;PO4 /
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NayHPOy4; pH 7.4) fir 30min bei 4°C fixiert. Nach Waschen mit Phosphatpuffer
wurden die Praparate durch eine Immersion in 30 %iger Sukrose Uber Nacht
bei 4°C kaltegeschutzt gelagert. Dabei waren sie in Tek Gewebe (Leica,
Nussloch, Germany) eingebettet.

Am nachsten Tag wurden vertikale Gefrierschnitte von 10 um Dicke angefertigt
und auf mit Gelatine beschichteten Glastragern aufgezogen. Diese wurden fir 3

Stunden getrocknet und dann bis zum Gebrauch bei -80°C gelagert.

2.5.2 Immunhistochemische Verfahren

Um Hintergrundartefakte und -muster zu unterdriacken wurden die Schnitte fur
30 Minuten in 20%igem Ziegenserum in Phosphat gepufferter Salzlésung (PBS)
(Sigma, Taufkirchen, Germany) mit 0,1 % Triton X-100 (PBST) inkubiert.

Fir die immunohistochemische Detektion der SGK wurde ein spezifisches
polyklonales Antiserum verwendet [132]. Ein EAAT3-Antikorper wurde von der
Firma Chemicon (Tamecula, CA) bezogen. Die Antikorper wurden in PBST
dilutiert. Die Schnittpraparate wurden dann Uber Nacht bei 4°C in dieser
Antikoérperldsung inkubiert. Nach dem Waschen mit PBS wurden die Praparate
fur 1 Stunde in der Losung mit den sekundaren Antikorpern (konjugiert mit
Alexa Fluor 488 oder Cy3) (Molecular Probes, Eugene, OR) inkubiert.

Die Doppel-Markierungs-Experimente, die die Kolokalisation von EAAT3 und
SGK1 darstellen sollen, wurden durch gleichzeitigen Gebrauch von den
primaren Antikorpern durchgefuhrt. Die sekundaren Antikorper gegen SGK1
und EAAT3 wurden kurze Zeit spater zugegeben.

Alle Schnitte wurden mit PBS gespult und mit Glycerol gedeckt. Um die
Spezifitat der Antikorperreaktion zu beweisen, wurden negative Kontrollgruppen
untersucht, bei denen das Ansetzen mit primaren AntikGrpern unterlassen
wurde.

Alle histologischen und fotodokumentatorischen Untersuchungen wurden mit

einem Olympus AX70 (Tokio, Japan) Mikroskop durchgefiihrt. Die Fotografien
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wurden mit Adobe Photoshop (Mountain View, USA) digitalisiert und auf

Helligkeit und der Kontrast bearbeitet.
Die immunhistochemischen Arbeiten wurden an der Forschungsstelle fur

Experimentelle Ophthalmologie im Labor von Herrn PD Dr. Konrad Kohler
durchgefihrt.

46



Versuche und Ergebnisse

3. Versuche und Ergebnisse

3.1 Regulation des EAAT1

3.1.1 EAAT1 und hSGK

Die ersten Experimente wurden an sieben verschiedenen Oozytengruppen
durchgefuhrt, die sich in ihrer jeweiligen Koinjektion unterschieden. wtEAAT1
cRNA wurde koinjiziert mit DEPC-Wasser, $*?°SGK1, *'?’NSGK1, wtSGK1,
WtSGK2, wtSGK3 und %P $47%°pKB cRNA.. Zur Kontrolle wurden auch
Oozyten gemessen, die keine EAAT1 cRNA-Injektion erhielten.

Wie in der Einleitung schon beschrieben wird die SGK Aktivitat durch PI3-
Kinase abhangige Phosphorylierungen gesteuert. Phosphorylierung an Ser422
der hSGK1 oder an Thr308 und Ser473 der PKB fuhrt zu einer Aktivierung
dieser Kinasen. Ersetzt man diese Aminosauren mit Aspartat, so simuliert
dessen negative Ladung die Phosphorylierung und man erhalt die permanent
aktiven Mutanten S*?2°SGK1 und ™8 $473DpKB. Demgegentiiber ist bei der
K12INSGK1 die katalytische Einheit durch das Ersetzen von Lys127 mit
Asparagin zerschlagen, diese Mutante ist nicht aktiv. wtKinasen sind die

naturlich vorkommenden Wildtyp Kinasen.

Die Injektion der EAAT1 cRNA fuhrt zur Expression des EAAT1 Proteins und

bei Zugabe von 1mM Glutamat zu einem Glutamat induzierten Einwartsstrom.
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Abbildung 13: Die nicht EAAT1 injizierte Kontrollgruppe zeigt

keinen Glutamat induzierten Einwartsstrom

Die Koexpression von EAAT1 und S*?PSGK1 vergroRert lgy signifikant,

wohingegen “'?’NSGK1 nicht in der Lage ist, g, zu beeinflussen.
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Abbildung 14: Koexpression des EAAT1 mit S422D55K1 und
K127NSGK1
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In Oozyten, die SGK2 oder ™%P: S473DpKB exprimieren, lassen sich nur
geringfligig und nicht signifikant hoéhere lgy,-Werte in Bezug auf die DEPC-
Wasser injizierten Zellen messen. SGK3 injizierte Zellen zeigen jedoch einen

fast gleich hohen lg,-Wert als die $*?°SGK1 injizierten Zellen.
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Abbildung 15: Stréme bei EAAT1 Koexpression mit wtSGK1,

wtSGK2 und wtSGK3
Nur die wtSGK3 stimuliert den EAAT1 Transport
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Abbildung 16: PKB kann den EAAT1 Glutamattransport nicht

stimulieren

Expression Arithmetisches Mittel + Standardfehler n
WtEAAT1 + Hy,0 32,8 +3,0 nA 27
WtEAAT1 + 5**?PSGK1 52,9 + 4,8 nA 27
WtEAAT1 + “P'NSGK1 32,9+2,8nA 32
WtEAAT1 + wtSGK1 42,4 +3,6nA 5
WtEAAT1 + wtSGK2 43,1+3,0nA 5
WLEAAT1 + wtSGK3 51,6 + 6,2 nA 19
WIEAAT1 + 3080 S47SDpKB | 36,1 + 4,7 nA 19

Tabelle 10: Arithmetischer Mittelwert und Standardfehler

Der genaue Mechanismus der hSGK-Regulation von EAAT1 ist damit aber

noch nicht geklart. Wie in Kapitel 1.2.2 schon genauer erlautert, besitzt das

EAAT1 Protein eine Aminosauresequenz, an welcher hSGK bevorzugt

phosphoryliert, die sogenannte SGK Phosphorylierungs-Site. In dieser Sequenz

liegt die Aminosaure Thr482, die fur weitere Untersuchungen zum einen durch

Aspartat und zum anderen durch Asparagin ersetzt wurde. Voltage clamp
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Messungen mit der "™?PEAAT1 Mutante zeigen einen mehr als dreifach
gesteigerten lg. Bei dieser Mutante ist Thr482 durch Aspartat ersetzt, dessen
negative Ladung eine Phosphorylierung an dieser Stelle simuliert. Die
Transportrate des '*?PEAAT1 kann durch zusatzliche Expression von
$422D3GK1 nicht weiter stimuliert werden. Analog zeigt "****EAAT1, hier ist
Thrd482 mit Asparagin ersetzt und damit ohne negative Ladung und nicht weiter
phosphorylierbar durch SGK, einen lg, -Wert, der bei 10%-20% des Wertes des
wtEAAT1 liegt. Auch hier fuhrt eine Koexpression von $422D3GK1 zu keinem

Anstieg des Einwartsstroms.
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Abbildung 17:Austausch von Thr483 gegen Aspartat oder

Asparagin
Expression Arithmetisches Mittel + Standardfehler n
WEEAAT1 + H,0 18,2+ 2,2 nA 20
T2DEAATT + H,0 70,4 +6,7 nA 20
THDEAATT + 5%PSGK1 | 79,8 £ 9,4 nA 20
T2AEAATY + H,0 3,5+0,5nA 20
TIZAEAATT + 5%22PSGK1 [ 3,6 £0,7 nA 10

Tabelle 11: Arithmetischer Mittelwert und Standardfehler der EAAT1 Mutanten

51



Versuche und Ergebnisse

3.1.2 Inhibition des EAAT1-Transports durch Nedd4-2

Nedd4-2 ist eine Ubiquitinligase, die Membranproteine durch Ubiquitinierung
zur Degradation und zum Abbau markiert.

Tatsachlich wird lg, durch die Koexpression von Nedd4-2 signifikant verkleinert.
Dieser Effekt kann durch Koexpression von $**?°SGK1 aufgehoben werden,
wahrend ¥'?’NSGK1 den inhibitorischen Effekt des Nedd4-2 nicht beeinflusst.

80
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Abbildung 18:Inhibition von EAAT1 durch Nedd4-2
Nur **PSGK1 kann den Nedd4-2 Effekt

aufheben

Werden EAAT1 und Nedd4-2 injizierte Zellen mit wtSGK1 oder wtSGK2
koexprimiert, so ergeben sich keine Effekte auf die Inhibition des EAAT1-
Transports durch Nedd4-2. I, unterscheidet sich nicht signifikant. Anders
jedoch bei wtSGK3; ahnlich wie bei der Koexpression von EAAT1/Nedd4-2
injizierten Zellen mit S**?SGK1 kommt es auch bei Koexpression mit wtSGK3
zu einer Aufhebung des inhibitorischen Effekts von Nedd4-2 auf EAAT1. 3080
S473DpKRB st nicht in der Lage den Nedd4-2 Effekt aufzuheben
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Abbildung 19: Beeinflussung des inhibitorischen
Effekts von Nedd4-2 durch die
verschiedenen Kinasen
Expression wtEAAT1 Arithmetisches Mittel £ Standardfehler n
+ H,O 32,7+ 3,0 nA 27
+ wtNedd4-2 + H,O 13,2+2,2nA 30
+ wtNedd4-2 + 5***°SGK1 35,6 + 3,9 nA 26
+ wtNedd4-2 + K#"NSGK1 11,3+2,4 nA 18
+ wtNedd4-2 + wtSGK1 13,2+ 1,6 nA 15
+ wtNedd4-2 + wtSGK2 13,7+ 2,2 nA 20
+ wtNedd4-2 + wtSGK3 349+ 3,0nA 25
+ wtNedd4-2 + %P 545D pKp  [18,6 2,2 nA 22

Tabelle 12:

Arithmetischer Mittelwert und Standardfehler der Expression von EAAT1 und

Nedd4-2 mit den verschiedenen Kinasen

Mit den oben gezeigten Ergebnissen bleibt unklar, ob die Aufhebung des
inhibitorischen Effekts von Nedd4-2 durch S*°SGK1 wirklich auf eine
Interaktion der SGK1 mit Nedd4-2 zurtickzufihren ist, oder ob diese Aufhebung
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allein durch eine bloRe Uberlagerung des inhibitorischen Nedd4-2 Effekts und
der stimulierenden Wirkung der SGK auf EAAT1 zustande kommt.

Daher wurden Experimente durchgefuhrt, die eine mogliche direkte Interaktion
zwischen Nedd4-2 und SGK untersuchen sollen.

Ersetzt man in der Sequenz des Nedd4-2 Proteins die Aminosauren Ser382
und Ser468 durch Asparagin, so verhindert man die Phosphorylierung des
Nedd4-2 Proteins durch SGK. Diese Phosphorylierung fuhrt nach heutigem
Kenntnisstand zu einer Beeintrachtigung der Ubiquitinierungsfahigkeit des
Nedd4-2 Proteins [32]. S382A S468ANedd4-2 ist somit immer noch aktiv, kann aber
durch SGK nicht phosphoryliert und damit nicht in seiner Fahigkeit zur
Ubiquitinierung beeintrachtigt werden.

In der Tat zeigen die Messdaten, dass $**PSGK1 nicht in der Lage ist, den
Glutamattransport von EAAT1 und S3%A S48ANedd4-2 injizierten Zellen zu
steigern. Im Vergleich dazu ist S*?PSGK1 aber durchaus fihig, den
inhibitorischen wtNedd4-2 Effekt vollig aufzuheben (rotlich unterlegt ist die
Wirkung von $*?2PSGK1 auf 5382A S468ANedd4-2 im Vergleich zu wtNedd4-2).
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Abbildung 20: Die S382A, S4E68AN edd4-2 Mutante kann durch
$422D5GK 1 nicht oder nur gering gehemmt werden (rétlich
unterlegt: die Aufhebung des inhibitorischen Nedd4-2 Effekts)
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Expression Arithmetisches Mittel £

WtEAAT1 Standardfehler (normalisiert) !
+ H,0 1,0 £0,1 18
+ 53827, S408ANedd4-2 + H,0 0,7+0,0 21
+ S982A, S968ANedd4-2 + %**PSGK1 [ 0,8 £ 0,1 18
+ wtNedd4-2 + H,0 0,6 +0,1 33
+ wtNedd4-2 + **?PSGK1 1,8+0,2 29

Tabelle 13: Arithmetischer Mittelwert und Standardfehler (normalisiert)

3.1.3 Kinetische Untersuchung der EAAT1 Regulation

Zur genaueren Betrachtung der EAAT1 Regulation wurden kinetische Analysen
durchgefuhrt. Dafur wurde mit Hilfe der Voltage clamp Technik der Glutamat
induzierte Einwartsstrom bei 6 unterschiedlichen Konzentrationen von Glutamat
im Bereich von 1 uM bis 1 mM gemessen. Man erhalt damit nahere Aufschlisse
uber die kinetischen Eigenschaften des Transporters. Fir diese Arbeit war es
insbesondere wichtig zu prifen, ob sich die Affinitat des Transporters fur
Glutamat bei Koexpression von SGK oder Nedd4-2 signifikant verandert.

Die erhaltenen Messdaten zeigen ebenfalls, dass der maximale Glutamatstrom
(also Vmax) durch Nedd4-2 verkleinert und durch 5**°SGK1 vergroRert wird.
Dabei zeigt sich aber keine gleichzeitige Veranderung der Glutamat-
konzentration, die bendtigt wird, um den halbmaximalen Einwartsstrom (und
damit die halbmaximale Transportrate) zu erlangen. Der K,-Wert des EAAT1

bleibt durch die Koexpression von hSGK und Nedd4-2 also unbeeinflusst.
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Abbildung 21: Michaelis-Menten Kinetik fir EAAT 1-injizierte
Zellen, die mit H,O () bzw. mit S**?’SGK1 (o)

koexprimiert wurden

Expression von WtEAAt1 | Viax Ko,5 (Glu) n
+ H,0 33,5 +3,9nA 23,7 +4,8 uM 13
+ K12INgGK 1 35,0 + 3,9 nA 25,1+ 3,3 M 9
+ >%22DgGK 1 60,8 + 5,1 nA 26,1+ 3,7 M 15
+ Nedd4-2 10,5+ 1,8 nA 24,7 + 8,4 uM 14
+ >%??DSGK1 + Nedd4-2 | 37,2 +9,0 nA 23,4 £ 3,6 yM 10

Tabelle 14: Zusammenfassung des maximalen induzierbaren Stroms und der K., Werte;

obwohl sich V.« zum Teil unterscheidet (grun) sind die K,-Werte nicht
signifikant unterschiedlich (gelb)

Die kinetischen Untersuchungen zeigen somit, dass die Koexpression von
SGK1 und auch Nedd4-2 die Transportrate des EAAT1 regulieren. Dabei sind

aber keine Veranderungen der Affinitat des Transporters messbar.
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3.2 Regulation des EAAT2

3.2.1 EAAT2 und hSGK

Injektion von EAAT2 cRNA fuhrt zur Expression des EAAT2 Proteins in der
Zellmembran der Oozyte. Es ergibt sich dann ein Glutamat induzierter

Einwartsstrom.
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Abbildung 22: Glutamat induzierter Einwartsstrom bei nicht
injizierten und WtEAAT2 injizierten Zellen (1mM
Glutamat)

Das EAAT2 Protein besitzt im Gegensatz zum EAAT1 Protein keine SGK
Phosphorylierungs-Site, an der es durch SGK direkt phosphoryliert werden
kann.

Es konnten jedoch auch schon verschiedene andere Proteine gefunden
werden, die trotz fehlender Phosphorylierungs-Site durch die SGK reguliert
werden [82]. Koexprimiert man in Xenopus laevis Oozyten wtEAAT2 und
$422D3GK1, so kommt es zu einem signifikanten Anstieg des Glutamat

induzierten Einwartsstrom lg, auf den nahezu doppelten Wert verglichen zu
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den WwtEAAT2 / DEPC-Wasser
Eigenschaft der 5**PSGK1 besitzt die inaktive Mutante X'>’"NSGK1 nicht.

injizierten Zellen. Diese stimulierende

IGIu [nA]

80 ;
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*e signifikant gegeniber WtEAAT2 + H,O-Gruppe

HH

H
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Abbildung 23: Koexpression des EAAT2 mit $**’SGK1 und

K127NSGK1

Beide anderen Isoformen der hSGK, also sowohl SGK2 als auch SGK3, sind

ebenfalls in der Lage bei Koexpression mit WIEAAT2 lg, signifikant zu erhdhen.
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80 - ¥ signifikant gegentiber WtEAAT2 + H,0-Gruppe
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Abbildung 24: EAAT2 Koexpression mit wtSGK2 und wtSGK3
Dariiber hinaus kann auch bei Zellen mit Koexpression von wtEAAT2 und "8
S473D PKB ein schwach, aber trotzdem signifikant erhdhter Ig,-Wert gemessen
werden. In diesem Punkt unterscheiden sich also EAAT1 und EAAT2, da "%

S4730 PKB nur bei EAAT2 einen stimulierenden Effekt hat.
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Abbildung 25: EAAT2 Koexpression mit 7% $47°°pKB
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Expression Arithmetisches Mittel + Standardfehler n

WtEAAT2 + H,0 27,0+ 1,6 nA 81
WtEAAT2 + 5*?PSGK1 50,5 + 2,9 nA 53
WLEAAT2 + K2'NSGK 1 26,1 + 2,4 nA 32
WLEAAT?2 + wtSGK2 48,0 +5,1 nA 30
WIEAAT2 + wtSGK3 64,3 £59nA 28
WtEAAT?2 + T3080-5473DpKB [ 40,4 + 3,6 nA 26

Tabelle 15: Arithmetischer Mittelwert und Standardfehler bei Expression von EAAT2 mit den

verschiedenen Kinasen

3.2.2 Inhibition des EAAT2-Transports durch Nedd4-2

Das EAAT2 Protein besitzt genauso wie das EAAT1 Protein kein PY-Motiv,

welches fur eine direkte Interaktion mit Nedd4-2 ndtig zu sein scheint. Trotzdem

wird die Transportrate des EAAT2 durch Koexpression mit wtNedd4-2

signifikant um mehr als 80% inhibiert. Diese Inhibition kann durch eine weitere

Koexpression mit S*PSGK1 fast vollstandig wieder ausgeglichen werden,

wahrend ¥'?"NSGK1 nicht in der Lage ist, die Nedd4-2 Inhibition wesentlich zu

beeinflussen.
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Abbildung 26: Koexpression von EAAT2 und Nedd4-2 mit
$42205GK1 und “?"NSGK1

Werden wWtEAAT2 und wtNedd4-2 koexprimiert mit hSGK3, so wird auch hier
die inhibitorische Wirkung des wtNedd4-2 zumindest teilweise aufgehoben.
Wahrend hSGK2 und ™%P: $473PpKB pei Koexpression mit Nedd4-2 keinen
signifikanten Einfluss auf den Nedd4-2 Effekt haben, hebt hSGK3 den
inhibitorischen Effekt des Nedd4-2 véllig auf und ist damit in seiner Wirkung mit
$422DgGK1 vergleichbar (siehe Tabelle 16).
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Abbildung 27: Beeinflussung des inhibitorischen
Effekts von Nedd4-2 durch die
verschiedenen Kinasen
Expression wtEAAT2 Arithmetisches Mittel £ Standardfehler n
+ H,O 27,0+ 1,6 nA 81
+ wtNedd4-2 + H,O 3,4+0,3nA 30
+ wtNedd4-2 + 5*??PSGK1 22,7 +3,7 nA 28
+ wtNedd4-2 + “1?"NSGK1 47 +0,9 nA 20
+ wtNedd4-2 + wtSGK2 59+1,0nA 17
+ wiNedd4-2 + wtSGK3 23,9+ 3,0nA 19
+ wtNedd4-2 + %P 34DpKB 11,9 +2 3 nA 20

Tabelle 16: Arithmetischer Mittelwert und Standardfehler bei Expression von EAAT2 und

Nedd4-2 mit verschiedenen Kinasen
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3.2.3 EAAT2 und GTRAP48

GTRAP48 wurde 2001 durch Jackson et al. als Protein identifiziert, das in der
Regulation von EAAT4 eine wesentliche Rolle spielt [55]. Durch eine Interaktion
mit dem C-Terminus des EAAT4-Proteins kommt es zu einer Stabilisierung und
Verankerung des EAAT4-Moleklls in der Membran und somit zur vermehrten
Expression. Jackson et al. konnte eine strikte Kolokalisation des GTRAP48 mit
EAAT4 feststellen, zeigte aber auch, dass extrazerebellare Lokalisationen im
Striatum, Hippokampus und im zerebralen Kortex vorkommen.

Das GTRAP48 Protein besitzt eine PDZ-Domane und gehdrt damit zu einer
Gruppe von Proteinen, die als mogliche interagierende Proteine an der
Regulation von Glutamattransportern beteiligt sein konnen.

Wird GTRAP48 mit wtEAAT2 koexprimiert, so kommt es zum signifikanten

Anstieg des Igy.
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Abbildung 28: GTRAP48 reguliert den EAAT2 Transport
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Expression wtEAAT2 Arithmetisches Mittel £ Standardfehler n
+ H,O 27,0+ 1,6 nA 81
+ GTRAP48 456 +4,1 nA 25
Tabelle 17: Arithmetischer Mittelwert und Standardfehler bei Expression von EAAT2 und
GTRRAP48

3.3 Regulation des EAAT3

3.3.1 Immunolokalisierung des EAAT3 und der hSGK

In Kapitel 1.2.4 wurde die retinale Lokalisation des EAAT3 beschrieben [91].
Auch die hSGK ist retinal exprimiert. Fur die weitere Arbeit ist nun von
Interesse, ob es eine retinale Kolokalisation von wtEAAT3 und hSGK gibt. Zu
diesem Zweck wurden Doppelanfarbungen an Retinae von adulten Ratten
durchgefuhrt.

Zur immunhistochemischen Anfarbung wurde polyklonales Anti-SGK1
Antiserum benutzt [123].

SGK

In Abbildung 29 ist ein Schichtpraparat der Retina einer adulten Ratte
dargestellt. Zur immunhistochemischen Anfarbung wurde ein polyklonales Anti-
SGK1 Antiserum benutzt [123]. Es stellt damit die Expression von SGK1 in der
Retina dar.

Die immunhistochemische Abbildung zeigt eine starke Anfarbung der meisten
Neuronen der Ganglienzellschicht (GCL) (dicke Pfeile). Vor allem Zellen mit
einem Durchmesser von mehr als 12 pm sind starker angefarbt. Die
Faserschicht, die durch die Axone der Ganglienzellen gebildet wird, zeigt keine
SGK1 Immunoreaktion. Da es allgemein bekannt ist , dass zirka die Halfte aller

Zellen in der Ganglienzellschicht der Nagetiere Amakrinzellen sind, die dort

64



Versuche und Ergebnisse

quasi fehllokalisiert® sind, stellen die angefarbten Zellen nicht nur
Ganglienzellen, sondern auch Amakrinzellen dar.

Zudem fand man immunoreaktive Zellen fur den SGK1 Antikorper in der
inneren Kornerschicht (INL). Ein erster Anteil markierter Zellen verlauft entlang
der Grenze zwischen INL und innerer plexiformer Schicht (IPL) (in Abbildung
mit Doppelpfeil und Dreieck gekennzeichnet). Aufgrund ihrer Lokalisation
konnen diese Zellen als Amakrinzellen identifiziert werden.

Eine Immunoreaktion konnte zudem in drei schmalen, schichtartigen Bandern in
der inneren plexiformen Schicht (IPL) gefunden werden. Band 1 verlauft dabei
im aulersten Gebiet der IPL, Band 2 in 25% und Band 3 in 50% Tiefe der IPL.
Keine SGK Anfarbung konnte in der dul3eren plexiformen Schicht beobachtet

werden.

Abbildung 29: Immunhistochemie eines Schichtpraparates der Retina einer

adulten Ratte zur Darstellung retinaler SGK1 Expression.

Dicke Pfeile - Zellen der Ganglienzellschicht
(Neuronen, Amakrinzellen)

Dreieck, Doppelpfeil > Amakrinzellen in der inneren

Kornerschicht

EAAT3
In Abbildung 30 st das Bild einer mit EAAT3-Antikdrpern angefarbten

Rattenretina dargestellt.
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Das Anfarben mit EAAT3 spezifischen Antikdrpern offenbart die Expression des
EAAT3 in augenscheinlich allen Zellen der Ganglienzellschicht (GCL). Die
Pfeile zeigen eine bedeutende Immunoreaktion der GCL an, bestehend aus
markierten Ganglienzellen und fehllokalisierte Amakrinzellen (siehe oben).
Aulerdem findet sich eine unvollstandige Anfarbung der inneren Kérnerschicht
(INL) (Dreieck und Doppelpfeil), die ein Maximum an der Grenze zur inneren
plexiformen Schicht (IPL) besitzt. Diese Anfarbung der inneren plexiformen
Schicht nimmt dann langsam in Richtung Ganglienzellschicht ab. Die
angefarbten Zellen der INL kdnnen als Amakrinzellen identifiziert werden. Die
Anfarbung der INL scheint homogener fir EAAT3 als fur SGK1 zu sein. Im
Gegensatz zur SGK1, zeigt sich auch eine Anfarbung fir EAAT3 in der duReren

plexiformen Schicht.

Abbildung 30: Immunhistochemie eines Schichtpraparates der Retina
einer adulten Ratte.
Die Abbildung zeigt die retinale EAAT3 Expression.
Dicke Pfeile - Zellen der Ganglienzellschicht (Neurone,
Amakrinzellen)
Dreieck, Doppelpfeil =~ = Amakrinzellen in der inneren Kérnerschicht

Es zeigt sich eine deutliche Bande im Bereich der OPL

Doppelanfarbung von EAAT3 und SGK1

Immunoanfarbung mit SGK1- und EAAT3-Antikdrper weist auf eine
Uberlappung von SGK1 und EAAT3 Expression hin und ist in Abbildung 31
dargestellt.
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Amakrinzellen des inneren Teils der inneren Kérnerschicht (INL) (Dreieck) und
Zellen der Ganglienzellschicht (GCL) (dicke Pfeile) sind deutlich angefarbt und
stellen damit Zellen dar, die sowohl EAAT3 als auch SGK1 exprimieren. Neben
diesen klar angefarbten Zellen sind in der GCL und in der INL weitere Zellen zu
sehen, die zwar eine gewisse Farbung zeigen, aber eine deutliche und klare
Immunreaktion vermissen lassen. Trotzdem ist es sehr wahrscheinlich, dass
zumindest die Zellen des INL eine Koexpression von EAAT3 und SGKA1
besitzen. In der &uleren plexiformen Schicht (OPL) findet sich keine

Koexpression.

Abbildung 31: Immunhistochemie eines Schichtpraparates der Retina

einer adulten Ratte zur Bestimmung der Kolokalisation
von SGK1 und EAATS.

Dicke Pfeile - Zellen der Ganglienzellschicht (GCL) (Neurone,
Amakrinzellen) mit Kolokalisation von EAAT3 und
SGK1

Dreieck - Amakrinzellen in der inneren Kdrnerschicht (INL)

Doppelpfeil - Zellen mit unklarer aber wahrscheinlicher
Immunoreaktion
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3.3.2 Elektrophysiologische Untersuchung von EAAT3 und SGK

Expression von EAAT3 cRNA fuhrt zur Ausbildung eines Glutamat induzierten
Einwartsstrom bei Zugabe von 1mM Glutamat in die Badl6sung.
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Abbildung 32: Die nicht EAATS injizierte Kontrollgruppe zeigt

keinen Glutamat induzierten Einwartsstrom

Bei der Untersuchung des WtEAAT3 wurde auf die Koinjektion von S**?PSGK1
und ¥'?"NSGK1 verzichtet, es wurden nur die wtSGK Isoformen verwendet.
Dabei zeigt sich, dass Oozyten, die WtEAAT3 mit hSGK1 oder hSGK3
koexprimieren, einen signifikant erhdhten lgy bei der Messung aufweisen.
Demgegenuber ist hSGK2 nicht in der Lage, den Glutamattransport signifikant

zu steigern.
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Abbildung 33: EAAT3 Koexpression mit wtSGK1, wtSGK2,
wtSGK3

Auch die zur SGK verwandte Serin/Threonin Kinase PKB kann den lg,, des

EAATS3 signifikant steigern.
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Abbildung 34: EAAT3 Koexpression mit '>°¢° S43DPKRB fiihrt zur

signifikanten Steigerung des Ig,
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Wie in Tabelle 18 ersichtlich fluhrt die Koexpression von hSGK3 zur héchsten

Transportrate des EAATS3.

Expression Arithmetisches Mittel + Standardfehler n

WtEAAT3 + H,O 216 +£1,4nA 30
WLEAAT3 + wtSGK1 33,5+2,1nA 26
WLEAAT3 + wtSGK2 30,8 £ 1,6 nA 20
WLEAAT3 + wtSGK3 41,8 +2,2nA 26
WIEAAT3 + 2% S47SPpKR [ 38,0 £ 2,2 nA 26

Tabelle 18: Arithmetischer Mittelwert und Standardfehler fir die Expression von EAAT3 und

den verschiedenen Kinasen

3.3.3 Keine Inhibition des EAAT3-Transports durch Nedd4-2

Die Ubiquitinligase wtNedd4-2 ist nicht in der Lage den Glutamattransport des

EAATS signifikant herunter zu regulieren. Man sieht in Abbildung 35, dass die

Koexpression von EAAT3 mit Nedd4-2 und den verschiedenen Kinasen zu

gesteigerten Ig,-Werten fuhrt. Eine Ausnahme spielt hier die hSGK2. Dort ist

kein signifikanter Anstieg des Ig, zu beobachten.
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Abbildung 35: Kein inhibitorische Effekt von Nedd4-2 auf

EAAT3

Expression wtEAAT3 Arithmetisches Mittel + Standardfehler | n
+ H,O 216+1,4 pA 30
+ wtNedd4-2 + H,0 15,4 £ 2,5 pA 21

+ wtNedd4-2 + wtSGK1
+ wtNedd4-2 + wtSGK2
+ wtNedd4-2 + wtSGK3
+ wtNedd4-2 + 10554730 pkp

Tabelle 19:

Arithmetischer Mittelwert und Standardfehler bei Expression von EAAT3 mit

Nedd4-2 und den verschiedenen Kinasen

Beim Vergleich der Tabelle 18 und Tabelle 19 lasst sich festhalten, dass es
keine signifikanten Unterschiede gibt, wenn Nedd4-2 zu EAAT3 und der
jeweiligen Kinase koinjiziert wird. Auch das ist ein Hinweis auf die Feststellung,
dass Nedd4-2 keinen Einfluss auf den EAAT3 Transport besitzt.
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3.3.4 EAAT3 und GTRAP48

Das EAAT3 Protein enthalt weder SGK Phosphorylierungs-Site noch PY-Motiv,
die fur direkte Interaktionen mit hSGK bzw. Nedd4-2 nétig zu sein scheinen.
Damit ist eine Regulation des EAAT3 durch hSGK und Nedd4-2 uber dritte
zwischengeschaltete Proteine wahrscheinlich. Ein solches Protein kodnnte
GTRAP48 sein.

Injiziert man die cRNA von GTRAP48 mit WtEAAT3, so steigt der
Glutamattransport der Oozyten nicht signifikant an. Koexprimiert man dann

dazu noch $*?PSGK1, so kann der lg,-Wert um 134% gesteigert werden.
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Abbildung 36: GTRAP48 reguliert den EAAT3 Transport

72



Versuche und Ergebnisse

Expression wtEAAT3 Arithmetisches Mittel £ Standardfehler n
+ H,0 216 +1,4 pA 20
+ GTRAP48 30,0 £ 3,7 pA 15
+ GTRAP48 + **?PSGK1 50,6 + 5,4 pA 4

Tabelle 20: Arithmetischer Mittelwert und Standardfehler bei Expression von EAAT3 mit
GTRAP48 und ***?°SGK1

3.4 Regulation des EAATS5

3.4.1 EAAT5 und hSGK

Die native Oozyte, die nur mit DEPC Wasser injiziert wurde, zeigt keinen
Glutamat induzierten Einwartsstrom. Werden Oozyten jedoch mit 25 ng EAATS

cRNA injiziert, so entsteht ein Einwartsstrom von 34,5 + 2,9 nA bei -60 mV.
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Abbildung 37: Nur die mit EAAT5 cRNA injizierten Zellen
zeigen einen Glutamat induzierten

Einwartsstrom
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Die Proteinstruktur des EAATS besitzt zwei SGK Phosphorylierungs-Sites.
Interessanterweise liegen diese beiden aber in einem Abschnitt, der bei allen
Transmembranmodellen als extrazellular angesehen wird (vgl. Kapitel 1.2.2).
Damit ist eine direkte Phosphorylierung durch SGK an diesen Stellen eher
unwahrscheinlich, da SGK als intrazellulares Protein von der zytoplasmatischen
Seite der Membran wirkt.

Trotzdem steigert die Koexpression von S*??SGK1 den Glutamatstrom
signifikant, wahrend die Koexpression der inaktiven Mutante “'?’NSGK1 zu

keiner signifikanten Anderung des Einwartsstroms flhrt.
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Abbildung 38: Koexpression des EAAT5 mit 5*?°’SGK1 und
K127NSGK1

Auch die Isoform hSGK3 flhrt zum signifikanten Anstieg des lg,. Die hSGK2
stimuliert den EAATS Transport nicht.
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Abbildung 39: EAAT5 Koexpression mit wtSGK2 und wtSGK3
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Abbildung 40: EAAT5 Koexpression mit "> S473DPK B fijhrt

zum signifikanten Anstieg des lg,
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Expression Arithmetisches Mittel + Standardfehler n

WtEAATS5 + H,0 34,5+ 2,9 nA 46
WtEAATS5 + 5*?PSGK1 61,9 £6,5 nA 32
WLEAATS + K2'NSGK1 46,0 +7,1 nA 15
WLEAATS5 + wtSGK2 40,5+ 9,3 nA 13
WtEAATS5 + wtSGK3 73,5+ 7,5nA 18
WLEAATS + 13080 S47DpKB [ 512 + 4,5 nA 24

Tabelle 21: Arithmetischer Mittelwert und Standardfehler bei Expression von EAAT5 mit

verschiedenen Kinasen

3.4.2 Keine Inhibition des EAATS5-Transports durch Nedd4-2

Das EAATS5 Protein besitzt ein PY-Motiv. Nedd4-2 sollte damit in der Lage sein,
das EAATS Protein direkt zu ubiquitinylieren und somit zum intrazellularen
Abbau zu markieren. Tatsachlich aber besitzt Nedd4-2 auf den EAAT5
Transport keine Wirkung. Der Effekt des Nedd4-2 ist nicht signifikant.
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Abbildung 41: Nedd4-2 hat keinen signifikanten Effekt auf
den EAAT3 Transport
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Expression wtEAATS Arithmetisches Mittel £ Standardfehler n
+ H0 345+29nA 46
+ wtNedd4-2 + H,O 27,3 +£3,3nA 34
Tabelle 22: Arithmetischer Mittelwert und Standardfehler bei Koexpression von EAAT5 und
Nedd4-2

3.4.3 EAAT5 und GTRAP48 und NHERF2

Sowohl GTRAP48 als auch NHERF2 sind Proteine, die eine PDZ-Domane
enthalten. Das gleiche gilt auch fur EAATS, der als einziger Transporter der
EAAT-Familie eine PDZ-Domane enthalt. Da die SGK Phosphorylierungs-Site
des EAATS extrazellular lokalisiert ist, sind intermittierende Proteine, die einen
regulierenden Einfluss auf EAAT5 besitzen und gleichzeitig durch SGK
beeinflusst werden, eine mdgliche Erklarung fur die Regulation des EAATS
durch SGK. Zwei mdgliche Proteine davon sind GTRAP48 und NHERF2.

Fir GTRAP48 konnte ja schon gezeigt werden, dass es den EAAT2- und den
EAAT3- Transport erhéht (siehe Kapitel 3.2.3 und Kapitel 3.3.4). Der EAAT5
Transport, jedoch, wird durch GTRAP48 nicht erhdht. Auch NHERF2 hat keinen
signifikanten Einfluss auf den EAATS5 Transport.
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Abbildung 42: GTRAP48 und NHERF2 sind ohne Einfluss auf
den EAATS Transport

Das SGK Protein besitzt eine PDZ-Doméane und kann hiermit auf Zielproteine
uber andere PDZ-Domane enthaltenden Proteine wirken. Eine Interaktion von
SGK und NHERF2 wurde anhand des Kaliumkanals ROMK1 gezeigt [83]. Bei
Voltage clamp Messungen zeigte sich aber, dass die Koexpression von
$422D5GK1 und NHERF2 den lg-Wert des EAATS5 Transports nicht signifikant

verandert.
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Abbildung 43: Koexpression von S422D5GK1 mit GTRAP48
oder NHERF2 flihrt zu keiner signifikanten
Veranderung des EATTS Transports
Expression wtEAATS Arithmetisches Mittel £ Standardfehler n
+ H,O 34,5+29nA 46
+ GTRAP48 41,3+7,3nA 19
+ NHERF2 40,3+ 5,3 nA 9
+ GTRAP48 + 5*PSGK1 31,7+6,1nA 9
+ NHERF2 + %**?PSGK1 457 +6,9 nA 9

Tabelle 23:

GTRAP48 und NHERF2
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Diskussion und Interpretation

4. Diskussion und Interpretation

4.1 Fehlerdiskussion

4.1.1 Oozyten als Expressionssystem

Wie in der Einleitung schon dargelegt, werden zahlreiche elektrophysiologische
Studien von Transportern und lonenkanalen in Xenopus laevis Oozyten
durchgefuhrt. Generelle Fehlerquellen liegen dabei jedoch in der
Ergebnisinterpretation, wenn endogene Xenopus Proteine vorhanden sind, die
entweder selbst Transporter oder lonenkanale sind, oder wenn sie als
Regulatoren die heterolog exprimierten Proteine beeinflussen.

Im allgemeinen ist die Expression endogener Proteine in Xenopus laevis
Oozyten im Vergleich der heterolog exprimierten Proteine verschwindend
gering [29]. Deshalb sind die Messergebnisse fast nur abhangig von der
Expression heterolog injizierter Proteine. Trotzdem schlie3t diese Tatsache
nicht aus, dass moglicherweise posttranslationelle Modifikationsschritte in
Xenopus Oozyten verschieden sind zu denen in mammalischen Zellen [112].
Die intrazellularen Signalwege in Xenopus Oozyten unterscheiden sich von
denen in mammalischen Zellen. Daher konnen Aussagen, die durch
Messungen an Oozyten entstanden sind, nicht mit letzter Sicherheit auf
mammalische Zellen Ubertragen werden.

FUr die Interpretation der Ergebnisse ist es weiterhin notwendig zu wissen, dass
die Oozyten eine Bipolaritat besitzen. In der vegetativen Hemisphare befindet
sich ein Grofdteil der RNA. Aulerdem ist die laterale Membranmobilitat in
diesem Bereich der Oozyte wesentlich groRer [29].

Auch die Verteilung von membranstandigen Transportern, Kanalen und
Rezeptoren ist in beiden Hemispharen unterschiedlich [9].

Unklar ist bis heute auch, welchen Einfluss die Injektionsstelle auf die

Expressionsrate der injizierten RNA hat [9, 112]. Auch eine raumliche Mehr-
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oder Minderexpression der Proteine kann nicht ausgeschlossen werden. Da
aber bei der Zwei-Elektroden-Voltage-Clamp Methode nicht ein einzelnes Areal
der Zellmembran gemessen wird, sondern immer die Strdme Uber die gesamte
Membran [9, 29], kann dieses Problem vernachlassigt werden und der

Injektionsort wurde rein zufallig gewanhlt.

Vorteilhaft wirkt sich der leichte technische Umgang und die gute
Reproduzierbarkeit der Oozytenexpressionsexperimente aus. Die zu
exprimierenden Proteine sind in so hoher Konzentration vorhanden, dass
endogene Transportphanomene in den Hintergrund treten, und somit eine klare
Trennung zwischen endo- und exogenem Transport besteht.

Alles in allem ist das Xenopus laevis Oozytenexpressionssystem ein etabliertes
Verfahren zur Untersuchung von Transportvorgangen. Es ist fur die Expression
der EAAT und derer elektrophysiologischen Untersuchung nahezu ideal

geeignet.

4.1.2 Oozyten und cRNA

Die Oozyten wiesen hinsichtlich ihrer Qualitat groBe Unterschiede auf. Wie in
Kapitel 2.2.1 dargelegt, wurde standig wahrend der Oozytenpraparation,
wahrend der cRNA-Injektion und wahrend der Expressionszeit der Proteine der
Vitalitatszustand und die Reife der Oozyten beobachtet und gegebenenfalls
geschadigte Zellen entfernt. Es hat sich gezeigt, dass zirka 20% der cRNA-
injizierten Oozyten im Laufe der 4-6 Tage Expressionszeit durch latente
Membranschaden so geschadigt wurden, dass sie nicht zur Messung
verwendet werden konnten. Die GroRe des Einstechpotentials und des basalen
Leckstroms lag dann nicht im tolerierbaren Bereich.

Naturlich war die Qualitat der Oozyten abhangig vom Praparationsvorgang. Die
Verdauung der Kollagenase fuhrte haufig zu Alterationen der Zellmembran. Die

Raumtemperatur und die Qualitat der Aufbewahrungslésung beeinflusste
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mafgeblich die Qualitdt der Oozyten. Zudem war naturlich auch die Qualitat
des Frosches ein entscheidender Punkt fur den spateren Zustand der Oozyten.
Schwankungen der Oozytenqualitdt wurden durch eine konsequente
Beobachtung der Oozyten und durch striktes Aussortieren der beschadigten
Oozyten verhindert. Es wurden demnach nur die Zellen mit einwandfreiem
aulBeren Erscheinungsbild und einem Haltestrom lyqg von -20 bis -100 nA
benutzt. Zellen mit schlechtem Ruhemembranpotential und hohem basalen
Leckstrom wurden nicht gemessen. AuRerdem wurden Messungen einer Serie
aus verschiedenen Praparationen und damit von verschiedenen Froschen
durchgefuhrt, um Fehlerquellen durch eine schlechte Froschqualitat zu

vermeiden.

Die cRNA-Injektion stellte eine weitere potentielle Fehlerquelle dar. Die cRNA
unterlag synthesebedingt geringen Schwankungen. Sie wurde als Stammlésung
bei -70°C aufbewahrt, bei Bedarf aufgetaut und zur richtigen Konzentration
verdunnt. Bei diesem Vorgang wurde im Mikroliterbereich pipettiert, was zu
geringflugigen Pipettierschwankungen fuhren konnte. Darlberhinaus wies der
Injektionsvorgang selbst am Injektomat geringe Schwankungen der
Injektionsmenge auf. Auf eine optimale Bedienung und damit eine Minimierung
dieser Fehler wurde jedoch stets geachtet. Trotz dieser Mallhahmen kam es
jedoch zu Schwankungen im Expressionsniveau der EAAT, die sich in zum Teil
unterschiedlich grof3en Ig,-Werten bei gleicher Glutamatkonzentration der
WtEAAT + DEPC Wasser injizierten Zellen zeigten. Diese Schwankungen waren
aber so gering, dass keine statistische oder andere Malnahme als

Ausgleichsverfahren eingesetzt werden musste.
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4.1.3 LOosungen

Ldsungen wurden meist als Stammlésungen angesetzt und bei Gebrauch auf
die nétige Konzentration verdinnt. Beim Ansetzen der Stammlésungen und
beim Verdunnungsvorgang wurde auf Genauigkeit geachtet. Der pH-Wert und
die Gesamtosmolaritat wurden stets Uberpruft. Zudem konnten durch optische
Kontrollen Losungen, die trub oder verunreinigt waren, erkannt und erneuert
werden.

Nicht auszuschlieRen waren aber Verunreinigungen der Testsubstanzen durch
den Herstellungsprozess, die sich der optischen Entdeckung entzogen.

Die Stammlésungen konnten sich zudem teilweise durch den Einfluss von Licht
und Temperatur verandern. Daher wurden regelmaRig diese Stammlésungen
frisch angesetzt und lichtgeschitzt bei gleichbleibender Temperatur im Kuhl-

bzw. Gefrierschrank aufbewahrt.

4.1.4 Gerate

Wahrend der Messung sollten mechanische Schwingungen oder
Erschutterungen  weitgehenst vermieden werden, was durch einen
schwingungsarmen Tisch groflitenteils erreicht werden konnte. Daruberhinaus
war auf eine saubere Schwerkraftsuperfusionsanlage zu achten, damit keine
Kontamination mit Keimen oder Pilzen am Messplatz zustande kommen konnte.
AuBerdem musste die Perfusion der Messkammer eine kontinuierlich gleich-
bleibende Durchflussrate besitzen, da plétzliche Beschleunigungen des
Substratflusses durch Strémungserscheinungen zu kleinsten Bewegungen der
Oozyte und damit zu gréReren Beschadigungen der Membran durch die
eingestochenen  Glaselektroden fuhren wurde. Deshalb wurde die
Superfusionsanlage vor und nach jedem Gebrauch Uber langere Zeit mit
destilliertem Wasser und 70%igem Ethanol gespult und auf eine ausreichende

und kontinuierliche Durchflussrate geachtet.
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Die Messelektroden wurden vor Gebrauch neu chloriert und in die
Glaskapillaren eingebracht. Durch Verstopfen oder Abbrechen der Glaskapillare
kommt es zur Verfalschung der Messwerte. Deshalb wurden die Kapillaren vor
dem Einstechen in die Zelle optisch inspiziet und zudem der
Elektrodenwiderstand Uberpruft. Elektroden mit Werten Uber 2MQ und unter

0,2 MQ wurden ausgetauscht.

4.2 Regulation des EAAT1

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen einen neuen Mechanismus der EAAT1
Regulation. Die dargestellte Inhibition des Glutamat induzierten Stroms in
Zellen, die wtEAAT1 und wtNedd4-2 koexprimieren, verdeutlicht, dass der
EAAT1 ein Zielprotein der Ubiquitinligase Nedd4-2 ist. Nedd4-2 ubiquitiniert
Proteine und bereitet damit die Internalisierung und den intrazellularen Abbau
des Proteins vor. Da das EAAT1 Protein kein PY-Motiv besitzt, eine
Aminosauresequenz, an der Nedd4-2 bevorzugt bindet, ist eine direkte
Ubiquitinierung nicht sicher. Moglich ist auch die Ubiquitinierung eines
zwischenagierenden Proteins, das seinerseits wiederum den EAAT1 Transport

steigert.
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Abbildung 44: Moégliches Modell der Nedd4-2 Inhibition von

EAAT1. Nedd4-2 inhibiert EAAT1 durch eine
direkte Ubiquitinierung
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Abbildung 45: weiteres mogliches Modell der Nedd4-2-

Inhibition von EAAT1.

Nedd4-2 inhibiert EAAT1 durch eine
Ubiquitinierung eines zwischenagierenden
Proteins, das seinerseits stimulierend auf EAAT1

wirkt.

Zudem wird offensichtlich, dass Nedd4-2 unter der Kontrolle von SGK1
SGK3 steht. 5*22PSGK1 und SGK3 konnen den inhibitorischen Effekt von
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Nedd4-2 beeinflussen. Dies entspricht Untersuchungen, die zeigten, dass
Nedd4-2 durch hSGK phosphoryliert wird, ein Vorgang, der die Fahigkeit zur
Ubiquitinierung beeintrachtigt [32]. Diese Tatsache wird durch die Messungen
an der S3%2A S18ANedd4-2 Mutante gestiitzt. Denn hiermit konnte gezeigt
werden, dass die Phosphorylierung von Nedd4-2 zur Aufhebung oder
zumindest zur Verkleinerung des Nedd4-2 Effekts fihrt. Wird S38%A S468ANedd4-
2, bei der eine Phosphorylierung durch SGK nicht mehr maoglich ist, in Zellen
exprimiert, so kann $*??°SGK1 den Glutamattransport kaum mehr beeinflussen.
Die inaktive "?’NSGK1 Mutante ist erwartungsgemaR nicht in der Lage, die
Nedd4-2 Aktivitat zu verandern.

Nur SGK3 ist dabei aber in der Lage, den inhibitorischen Effekt von Nedd4-2
vollstandig aufzuheben. $*??°SGK1 dagegen verkleinert diese Inhibition nur.
Das lasst darauf schlieBen, dass 5**P’SGK1 nicht in der Lage ist, Nedd4-2
vollstandig zu inaktivieren, sondern nur die Interaktion von Nedd4-2 und EAAT1

stort bzw. die Fahigkeit zur Ubiquitinierung vermindert.

$422D3GK1 und SGK3 stimulieren den EAAT1 Transport. Diese Stimulation
kann zum Teil durch Inhibition des endogen vorkommenden Nedd4-2 erklart
werden. Nedd4-2 ist namlich in geringerem Mal3e auch ohne heterologe cRNA-
Injektion in Oozyten exprimiert [32].

Zudem verdeutlichen die Ergebnisse aber auch, dass SGK1 und SGK3 den
EAAT1 Transport durch direkte Phosphorylierung stimulieren. Eine negative
Ladung in der SGK1 Phosphorylierungs-Site fiihrt zu einer starken Stimulation
des Transporters, wohingegen das Ersetzen dieser Site mit Alanin zu einem
deutlich herabgesetzten Transport fuhrt (Kapitel 3.1.1).

Die SGK Stimulation des EAAT1 wird also einerseits durch Inhibition des
Nedd4-2 Proteins und andererseits durch eine direkte Phosphorylierung am

Transporter erreicht.
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Abbildung 46: Schematisches Modell der SGK Interaktion mit EAAT1

Die Wildtyp SGK1 und SGK3 sind nicht standig aktiv, sie bedurfen vielmehr
eine Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3-Kinase) abhangigen Aktivierung. In
diesem Vorgang sind die Phosphatinositid abhangigen Kinasen (PDK) involviert
[63]. Es ist generell zu beobachten, dass dieser Aktivierungsweg sich in
Xenopus laevis Oozyten nicht limitierend auf die Ergebnisse auswirkt, da
wtSGK3 einen annahernd gleich groRen Effekt auf den EAAT1 Transport besitzt
wie die immer aktive $*#PSGK1, bei der die PI-3-Kinase abhangige Aktivierung
molekularbiologisch schon simuliert ist.

PKB ist nicht fahig, den Effekt von Nedd4-2 zumindest teilweise zu vermindern.
Darliber hinaus fuhrt eine Koexpression von EAAT1 und PKB zu keiner
signifikanten Stimulation des Transports, was darauf hinweist, das PKB weder
den Nedd4-2 Effekt beeinflusst noch direkt den Transporter zu regulieren

vermag.

Die kinetischen Untersuchungen der SGK Regulation ergaben keine
Anderungen der Substrataffinitidt des EAAT1 bedingt durch SGK oder Nedd4-2.
Das bedeutet, dass die Regulation des EAAT1 durch SGK oder Nedd4-2 nicht
durch die Veranderung kinetischer Eigenschaften zustande kommt. Eher
wahrscheinlich ist, dass die Anzahl der EAAT1 Proteine in der Zellmembran
durch SGK gesteigert und durch Nedd4-2 vermindert wird.

87



Diskussion und Interpretation

Im physiologischen Blickpunkt kann der hier gezeigte Regulationsmodus der
SGK/PKB und des Nedd4-2 eine Erklarung fur die Wirkung verschiedener
Wachstumsfaktoren liefern.

IGF (insulin-like growth factor), FGF (fibroblast growth factor) und EGF
(epidermal growth factor) wirken stimulierend auf den Glutamattransport. Diese
Wachstumsfaktoren konnten namlich unter anderem als Faktoren identifiziert
werden, die die Glutamat Aufnahme in Zellen vergroflern, indem Viax
vergroBert wird [42, 114]. Eine VergrolRerung des Vmax wirde man dann
erwarten, wenn die Anzahl der Transportermolekile in der Membran zunimmt
und die Degradation und damit Internalisation dieser Proteine verzogert wird.
Genau diese Vorgange werden durch SGK und Nedd4-2 erreicht. IGF wirkt
stimulierend auf den PI3-Kinase Signalweg, in dessen Verlauf es zu einer
Aktivierung der SGK kommt. Das bedeutet, dass zumindest teilweise IGF durch

die Aktivierung der SGK den Glutamattransport iber EAAT1 stimulieren kann.

Die EAAT1 Regulation ist moglicherweise noch an der Regulation der
neuronalen Funktion durch Glukokortikoide beteiligt. Glukokortikoide, aber auch
zahlreiche andere Hormone und Zytokine oder oxidativer Stress steigern die
SGK Expression [63, 66, 134]. Ob nun diese SGK Aktivatoren auch den

Glutamat Transport verandern, ist noch nicht untersucht worden.

Es wurde auferdem berichtet, dass neuronale Schadigung die SGK1
Transkription hochreguliert [53]. Eine verstarkte SGK Transkription verstarkt
daraufhin den EAAT1 Glutamattransport. Diese Stimulation des EAAT1 durch
SGK kann als protektiver Faktor gegen den Untergang neuronaler Zellen bei
neuronaler Schadigung angesehen werden. Denn durch eine starkere
Clearance von Glutamat durch EAAT1 aus dem synaptischen Spalt wird die
Neurotoxizitat in dieser Situation reduziert.

Aber auch verschiedene Erkrankungen sind in den letzten Jahren in
Zusammenhang mit EAAT1 gebracht worden (siehe Kapitel 1.2.6), darunter
befinden sich so schwere Erkrankungen wie Epilepsie [35, 54, 117, 118],

hepatische Enzephalopathie [17] und neurodegenerative Erkrankungen [100].
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Diese Erkrankungen sind unter anderem auf die fehlregulierte EAAT1 Funktion
zuruckzufihren und es wird interessant sein, in Zukunft, zu untersuchen, ob
eine gestorte Regulation des EAAT1 durch SGK oder Nedd4-2 zur

Pathophysiologie dieser Erkrankungen beitragt.

4.3 Regulation des EAAT?2

Die Zusammenfassung der Messdaten im Ergebnisteil zeigt einen bisher nicht
bekannten Regulationsmechanismus des EAAT2. Die Ubiquitinligase Nedd4-2
scheint ein wichtiger Regulator des EAAT2 Transports zu sein, obwohl das
EAAT2 Protein kein PY-Motiv als Erkennungssequenz fur Nedd4-2 besitzt.
Unklar bleibt deshalb dabei, ob Nedd4-2 das EAAT2 Protein direkt ubiquitiniert
(wie z.B. den epithelialen Natriumkanal ENaC [32]), oder ob ein eher
komplexeres Regulationsschema mit zwischengeschalteten Proteinen
angenommen werden muss. EAAT2 wird zwar durch Nedd4-2 drastisch
inhibiert, es konnte jedoch keine direkte Interaktion zwischen EAAT2 und
Nedd4-2 nachgewiesen werden. Es ist hierbei aber anzumerken, dass es noch
andere Proteine gibt, die auch ohne ein PY-Motiv eine Regulation durch Nedd4-
2 zeigen [82], wie z.B. der intestinale Phosphattransporter NaPi llb.

Wie in Kapitel 4.2 schon erwahnt, unterliegt das Nedd4-2 Protein einer
Phosphorylierung durch SGK. Diese Phosphorylierung beeintrachtigt die
Ubiquitinierungsfahigkeit und fihrt damit zur Einschrankung des inhibitorischen
Effekts von Nedd4-2. Damit ist auch verstandlich, dass die Koexpression von
SGK zu Nedd4-2 dessen inhibitorischen Effekt auf EAAT2 aufhebt. Dabei sind
SGK3 und SGK1 in der Lage, die Nedd4-2 Inhibition fast vollstandig
aufzuheben. SGK2 und PKB sind unfahig, die Nedd4-2 Inhibition signifikant
aufzuheben.

Alle drei Isoformen der SGK sowie PKB stimulieren EAAT2. Dieser Effekt kann

zumindest teilweise auf die oben erwdhnte Inhibiton von Nedd4-2
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zuruckgefuhrt werden, da Nedd4-2 ja auch endogen in Xenopus laevis Oozyten
exprimiert wird [32]. Trotzdem ist es sehr wahrscheinlich, dass SGK und PKB
den EAAT2 Transport nicht nur allein Uber die Nedd4-2 Inhibition stimulieren.
Eine direkte Stimulation durch Phosphorylierung des EAAT2 Proteins konnte
nicht gezeigt werden und ist aufgrund der fehlenden SGK Phosphorylierungs-
Site nicht generell annehmbar. Ob an dieser Stimulation andere interagierende
Proteine beteiligt sind, ist nicht gezeigt worden und muss weiter untersucht

werden.

/ Unbekanntes zwischenagierendes \
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Phosphorylierung von
Nedd4-2

Nedd4-2

[ |
I
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Abbildung 47: Schematisches Modell der EAAT2 Regulation. SGK

stimuliert nicht nur exklusiv tUber die Inhibition von
Nedd4-2, sondern hat entweder direkt oder Gber

zwischengeschaltete Proteine stimuliernde Wirkung.

Interessant ist, dass durch Chemolumineszensverfahren zur Detektion der
Zelloberflachenexpression des EAAT2 auch gezeigt werden konnte, dass es bei
Expression von SGK1 und PKB zu einer vermehrten Expression des EAAT2
Proteins in der Membran der Oozyten kommt [The excitatory amino acid
transporter EAAT2 is regulated by the ubiquitin ligase Nedd4-2 and serum and
glucocorticoid inducible kinase SGK. C. Boehmer et al, in revision]. Dies stutzt
die Hypothese, dass SGK und PKB die Anzahl der EAAT2 Proteine in der
Membran vergréRert und dadurch den Glutamattransport stimuliert.

Schon bei EAAT1 konnte die Hypothese herausgearbeitet werden, dass die
SGK und Nedd4-2 Regulation von EAAT1 nicht durch Veranderungen der
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Transporteigenschaften, sondern durch eine Veranderung der Anzahl der
Molekuile in der Membran erreicht wird. Die Chemolumineszenz-Versuche an
EAAT2 lassen jetzt die Schlussfolgerung zu, dass diese EAAT1 Hypothese nun
auch fur EAAT2 Ubernommen werden kann.

Es kann damit namlich verdeutlicht werden, dass SGK1 die Proteinmenge des
EAAT2 in der Zellmembran stark erhoht, und somit zum verstarkten
Glutamattransport fihrt. Demgegenuber senkt Nedd4-2 die Transporteranzahl

der Zellmembran und vermindert damit die Transportfahigkeit.

GTRAP48 wurde erstmals durch Jackson et al als ein Protein identifiziert und
kloniert, das in die Regulation des EAAT4 eingreift [55]. Dabei postulierte
Jackson, dass GTRAP48 die Verankerung und damit die Stabilitdt des EAAT4
in der Membran vergrofdere. Er konnte zudem eine strikte Kolokalisation dieser
zwei Proteine feststellen. GTRAP48 ist aber auch aulierhalb des Zerebellums
lokalisiert, namlich im Striatum, Hippokampus und im zerebralen Kortex. In
diesen Arealen sind nun auch andere EAAT exprimiert, und so schien es
durchaus sinnvoll, eine mdgliche Interaktion von GTRAP48 und EAAT2
elektrophysiologisch zu testen. In der Tat, kommt es bei Expression von
GTRAP48 und EAAT2 zu einer Stimulation des Glutamattransports. Dieser
Effekt kann von der SGK1 sogar noch vergrofRert werden. Damit ergibt sich ein
weiterer Modus der EAAT2 Regulation durch SGK. Neben Nedd4-2 und
anderen intermittierenden Proteinen, kann SGK den GTRAP48 Effekt weiter
steigern.

Man kann also abschliel3end festhalten, dass Nedd4-2 den Glutamattransport
hemmt und damit die Glutamat Clearance im synaptischen Spalt verzogert.
Dem gegenlber beschleunigt SGK und PKB diese Clearance. Diese
Beschleunigung ist nicht nur neuroprotektiv sondern begunstigt zudem die

Beendigung des exzitatorischen Signals.
Eine gestorte EAAT2 Funktion wird in Zusammenhang zahlreicher neuronaler

Erkrankungen genannt. Eine wichtige, weil schwerwiegende Erkrankung ist die
Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) [99, 101, 103]. Die ALS geht mit einer
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erniedrigten Expression des EAATZ2 Proteins einher trotz normaler mRNA
Konzentrationen [103]. (Post-)Translationelle Ereignisse mussen bei der ALS
also einen pathophysiologischen Einfluss haben [116]. Die Regulation des
EAAT2 durch Nedd4-2 und SGK gehort mdglicherweise zu diesen (post-)
translationellen Prozessen. Es konnte namlich gezeigt werden, dass IGF
positiven Einfluss auf den Verlauf der Erkrankung besitzt [65], eine Wirkung die
durchaus zumindest teilweise durch Stimulation des Glutamattransports
zustande kommen kann. IGF ist ein potentieller Aktivator des PI3-Kinase
Signalwegs und damit auch ein Stimulator der SGK- und der PKB-Aktivitat.
Diese Arbeit kann nun die Beteiligung der SGK und PKB an der IGF-
abhangigen Stimulation des Glutamattransports zumindest moglich erscheinen
lassen. Diese Steigerung der Glutamataufnahme in die Gliazellen hat
neurprotektiven Einfluss und ist somit auch wahrscheinlich an der positiven
Wirkung von IGF auf den Verlauf der ALS beteiligt.

IGF

/ PI3-Kinase =) PDK \

SGK

S b

Abbildung 48: Modell einer durch SGK vermittelten positiven Wirkung
von IGF auf den Verlauf der ALS. IGF aktiviert Gber den
P13-Kinase Signalweg die SGK und PKB. Diese
stimulieren den EAAT2 Transport und fihren damit zu

einer erhohten Glutamat Clearance.
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Dartber hinaus lassen sich Stérungen in der EAAT2 Funktion noch bei
Epilepsie [77, 90], Anfalligkeit gegenlber Alkoholkrankheit [105] und in der HIV-
Neuropathie nachweisen. Es konnte gezeigt werden, dass der EAAT2
Transport in mit dem HIV-Virus behandelten fetalen Zelllinien um zirka 59%
abnimmt, wobei angenommen wird, dass die EAAT2 Transporteranzahl in der
Zellmembran sinkt [131]. Tumornekrosefaktor a ist in der Lage, die Expression
des EAAT2 zu vermindern. Es konnte aber kein direkter Einfluss des HIV-Virus
auf den Tumornekosefaktor a in fetalen Zelllinien nachgewiesen werden.
Trotzdem spielt die Abnahme der EAAT2 und folglich die Abnahme der glialen
Glutamat Clearance eine Rolle in der HIV Neuropathie und Enzephalopathie
[131].

Bei Schizophrenie konnten erhdhte EAAT2 Expressionslevel im Thalamus [111]

und erniedrigte Expressionlevel im Hippokampus [79] gefunden werden.

Auch in der Pathophysiologie der Alzheimer Erkrankung spielt EAAT2 eine
iberaus wichtige Rolle [52]. Die erhebliche Uberproduktion von p-Amyloid fiihrt
zur Ausbildung der typischen Amyloid Plaques. Hinzu kommt eine drastische
Erniedrigung des neuroprotektiven Fakors BDNF (brain derived neurotropic
factor) als weiteres pathophysiologische Kennzeichen der Alzheimer
Erkrankung [95]. BDNF wirkt seinerseits wieder stimulierend auf die EAAT2
Expression [95], d.h. das mit der Erniedrigung des BDNF auch eine verringerte
EAAT2 Expression zu erwarten ist. BDNF aktiviert den PI-3-Kinase Signalweg
und besitzt somit indirekten Einfluss auf SGK und PKB. Sowohl SGK und PKB
konnten mit dieser Arbeit als potentielle Stimulatoren des EAAT2 identifiziert
werden. Eine Beteiligung dieser Kinasen an der BDNF-verbundenen
Pathophysiologie der Alzheimer Erkrankung kann zumindest teilweise

angenommen werden.
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Normale physiologische Wirkweise
des BDNF auf EAAT2 im gesunden Gehirn

Glutamaterge Synapse bei Absinken des
BDNF-Spiegels in Alzheimer Gehirnen

Présynapse
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P
p
SGK SGK
EAAT2 Y ' EAAT2
Postsynapse

Abbildung 49: BDNFstimuliert Uber die PI3-Kinase und Uber SGK und PKB den EAAT2. Ein
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Absinken des BDNF-Spiegels, wie es bei der Alzheimer Erkrankung bekannt ist,
fihrt Gber SGK und PKB zur Verminderung des EAAT2 Transports und damit

zur Verminderung der Glutamat Clearance.

Ein Verlust der EAAT2 Funktion fuhrt zudem zum Untergang retinaler
Ganglienzellen [121].

Nach Schadigungen des Riuckenmarks konnte gezeigt werden, dass die EAAT2
Expression ansteigt [120]. Im Falle einer Axotomie steigt die EAAT2 Expression
im umgebenden Mikrogliabereich stark an [73]. Zudem ist bei neuronaler
Schadigung eine sofortige Stimulation der SGK Transkription bekannt [53]. Die
stimulierende Wirkung der SGK auf EAAT2 kann damit ein wesentlicher
Bestandteil eines Prozesses sein, der durch vermehrte Glutamataufnahme in
die Gliazelle den Neuroneuntergang in dieser Situation zumindest teilweise
verhindert.

Ahnlicherweise schiitzt eine Uberexpression von EAAT2 gegen Motoneuron-
degeneration und Epilepsie. Auch hier konnten Regulationsvorgange durch
Nedd4-2 oder SGK an der Pathophysiologie dieser Erkrankungen teilnehmen.

EAAT1 und EAATZ2 besitzen ein so genanntes Umkehrpotential, bei dem sich

der Transport umkehrt. Dieses Potential liegt in einem Bereich, der bei Ischamie
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der Zelle erreicht wird. Daraufhin kommt es zu einem Auswartstransport von
Glutamat in den synaptischen Spalt und deshalb zum Anstieg der extra-
zellularen Glutamatkonzentration [35]. Gleichzeitig werden in dieser Situation
Stressstimuli frei, die die SGK Expression fordern. Bekannt ist bei Ischamie der
Anstieg des Tumornekrosefaktors a [97], der eine stimulierende Wirkung auf die
SGK Expression besitzt. Die unter physiologischen Bedingungen durchaus
neuroprotektive Stimulation des EAAT1 und EAAT2 Transports durch SGK,
fuhrt unter ischamischen Verhaltnissen aufgrund der Transportumkehr zum
verstarkten Auswartstransport von Glutamat. Es kommt zu Erhdéhung des
extrazellularen Glutamats und damit zu neurotoxischen Vorgangen. Dieses
Prinzip kann malgeblich an dem Untergang von Neuronen wahrend

ischamischen und postischamischen Zustanden sein.

Die Fahigkeit zur EAAT2 Stimulation wird von den Isoformen 2 und 3 der SGK
und von PKB geteilt. Deshalb kénnen diese Isoformen die biologische SGK1
Funktion ersetzen. Dies erklart, warum die SGK1-Knock-out Maus einen sehr
milden Phanotyp zeigt [136]. Das komplette Knock-out der PDK1 (PI-3-Kinase)
und damit der Verlust aller aktiven SGKs und PKB ist nicht mit dem Leben

vereinbar [68].

4.4 Regulation des EAAT3

Die dargestellten Untersuchungen stellen einen neuartigen Mechanismus der
Regulation des EAAT3 Transports dar. Er unterscheidet sich in einigen Punkten
von der Regulation des EAAT1 und EAAT2.

Es hat sich bei den elektrophysiologischen Untersuchungen gezeigt, dass
EAAT3 durch SGK1 und SGK3 sowie durch PKB auch in Abwesenheit von
heterolog exprimiertem Nedd4-2 stimuliert wird. Nedd4-2 kann den Transport

des EAAT3 nicht signifikant inhibitieren. Seine Koexpression mit den Kinasen
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hat dartberhinaus keinen modifizierenden Einfluss auf deren stimulierende
Wirkung. Damit unterscheidet sich der EAAT3 in seiner Regulation ganz
erheblich von EAAT1 und EAAT2, bei denen mit dieser Arbeit eine wichtige
Inhibition des Glutamattransports durch Nedd4-2 dargestellt werden konnte.
Das EAATS3 Protein besitzt keine SGK Phosphorylierungs-Site, kann also nach
heutigem Wissensstand wahrscheinlich nicht durch die SGK direkt
phosphoryliert werden. Da eine Regulation des EAAT3 durch Nedd4-2 nicht
gezeigt werden konnte, ist die Moglichkeit der SGK Regulation von EAAT3 uber
die Inhibition von Nedd4-2 nicht gegeben.

Deshalb bleibt das Modell der SGK Regulation von EAAT3 noch Uberwiegend
unklar. In Abbildung 50 soll ein Modell fir die SGK Regulation des EAAT3
gegeben werden. Die direkte Stimulation des EAAT3 durch eine SGK
abhangige Phosphorylierung (gepunktet) ist sehr unwahrscheinlich. Es bleiben
Signalwege offen, in denen SGK einen EAAT3 stimulierenden Faktor fordert
bzw. einen EAAT3 hemmenden Faktor seinerseits inhibiert. Beide Wege fuhren

insgesamt zu einer Stimulation des EAAT3 durch SGK.

/ Stimulierender \
Faktor
EAAT3 f Direkte

Phosphorylierung

<llllllllllllllllllllllllllllllllllll SGK

Hemmender Faktor /

Abbildung 50:  Schematisches Modell der SGK Interaktion auf EAAT3

Eine direkte Stimulierung des EAAT3 ist aufgrund der
fehlenden SGK Phosphorylierungs-Site sehr unwahr-
scheinlich. Gleichzeitig fehlt eine Regulation durch
Nedd4-2.
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GTRAP48, ein Protein, das Membranproteine in der Membran stabilisiert und
sie vor dem Abbau schitzt [55], enthalt, ebenso wie die SGK, eine PDZ-
Domane als Bindungssequenz interagierender Proteine. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass GTRAP48 in der Regulation des EAAT3 eine Rolle zu
spielen vermag und dass eine Interaktion mit SGK vorliegt, selbst wenn man
bedenkt, dass das EAAT3 Protein keine PDZ-Doméane zur direkten GTRAP48
Interaktion besitzt. Ob endogen exprimiertes GTRAP48 fur die SGK Effekte
mitverantwortlich ist, kann aber nicht eindeutig behauptet werden, da Uber die
endogene Expression von GTRAP48 bisweilen noch wenig bekannt ist.
Maoglicherweise ist GTRAP48 ein potentes Beispiel flur einen der EAAT3
stimulierende Faktoren in Abbildung 50.

In der Retina konnte eine zellulare Kolokalisation von EAAT3 und SGK1
immunhistochemisch nachgewiesen werden. Vor allem in Neuronen der
Ganglienzellschicht und in Amakrinzellen der inneren Kdérnerschicht findet sich
EAAT3 mit SGK1 exprimiert. Auch PKB wurde in der Retina vorkommend
entdeckt [15]. Es konnte zudem in einer Kooperation mit der Tubinger
Augenklinik gezeigt werden, das brain derived neurotropic factor (BDNF)-
defiziente Knock-out Mause verminderte retinale Glutamattransportvorgange
besitzen. BDNF ist somit in der Regulation des Glutamattransports involviert. Es
hat einen starken stimulierenden Einfluss auf den PI-3-Kinase Signalweg. Ein
Signalweg, der sowohl PKB als auch SGK aktiviert (siehe Kapitel 1.3.3). Die
stimulierende Wirkung des BDNF auf den retinalen Glutamattransport ist
teilweise durch die Interaktion von SGK/PKB und EAAT3 erklarbar.

Ganz generell kann man sagen, dass die glutamaterge Neurotransmission der
Retina sich von der glutamatergen Neurotransmission im Gehirn unterscheidet.
In der auleren Retina wird Glutamat bei Dunkelheit kontinuierlich von
Fotorezeptoren ausgeschuttet. Diese Ausschittung wird durch Licht moduliert
[24, 115]. Dabei generieren die Fotorezeptoren und Bipolarzellen keine
Aktionspotentiale, sondern antworten auf Licht mit abgestuften Potentialen, die
die Ausschuttung von Glutamat regulieren [93]. Deshalb ist eine strenge und

feine Kontrolle der extrazellularen Glutamatkonzentration nicht nur aus
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neuroprotektiven Grinden wichtig, sondern auch weil fehlregulierte

Glutamatspiegel die lichtabhanige Signaltransduktion stéren wirden [23].

Der EAAT3 vermittelter Glutamattransport nimmt somit zum einen an
neuroprotektiven Aufgaben in der Retina teil. Nervenzellschadigung sowie das
tierexperimentelle Glaukom sind an hohere extrazellulare Glutamat-
konzentration gebunden [34, 62].

Externe Zugabe von Glutamat |6st den Tod retinaler Ganglienzellen aus [43, 44,
74, 96, 108]. Dabei ist der intrazelluldre Anstieg freier Ca**-lonen [80], die
Aktivierung von Caspasen [20, 72] und folglich der Apoptosevorgang [71]
beteiligt.

Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass die PKB Aktivitdt mit dem
Uberleben retinaler Zellen korelliert [15, 62]. Eine Dephosphorylierung und
damit Deaktivierung der PKB kommt dann zustande, wenn Faktoren die
eigentlich die PI-3-Kinase aktivieren wuirden, gehemmt werden. Daraus
resultiert dann die Triggerung von Apoptosevorgangen [15] in Zellen der Retina.
BDNF ist Stimulator der PI3-Kinase und aktiviert somit SGK und PKB. Offen
bleibt die Frage, ob die genannten antiapoptotischen Wirkungen der PKB und
SGK uber ihre Regulation des EAAT3 zustande kommen. Fest steht, dass nur
sehr wenig Uber die spezifische Rolle des EAAT3 in retinalen Ganglienzellen
bekannt ist. EAAT3 Knock-out Mause haben keine dramatisch erhdhte retinale
Neurodegeneration, zeigen jedoch bei Dicarboxyl-Aminosaure-Diat vermehrt
Verhaltensauffalligkeiten und zerebrale Anfalle [100]. Denkbar ist, dass andere
Isoformen des EAAT in EAAT3 Knock-out Mausen den Ausfall des EAAT3
kompensieren.

Eine genaue Festlegung des Stellenwerts der EAAT3 Funktion und damit auch
ihrer SGK und PKB Regulation Iasst sich nicht treffen.
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4.5 Regulation des EAAT5

Der Uberwiegend retinal exprimierte EAATS wird durch SGK und PKB stark
beeinflusst.

SGK1, SGK3 sowie PKB kdnnen den retinalen Glutamattransport stimulieren.
Dabei zeigt sich (ahnlich wie bei EAAT3), dass Nedd4-2 ohne signifikanten
Einfluss auf EAATS5 bleibt. Das EAATS5 Protein besitzt zwar ein PY-Motiv fur
Nedd4-2, wird aber nicht inhibiert. Damit fallt die Moglichkeit der SGK
Regulation von EAATS5 via der Inhibition von Nedd4-2 weg.

Eine SGK Phosphorylierungs-Site findet sich im EAAT5 Protein, allerdings ist
sie nach aktuell gultiger Membrantopologie extrazellular lokalisiert. Eine
extrazellulare Phosphorylierung durch SGK ist bis heute noch nicht beschrieben
worden und kann mit den hier erhobenen elektrophysiologischen Daten auch
nicht postuliert werden. Die direkte Phosphorylierung des EAAT5 durch SGK ist
also eher unwahrscheinlich.

Es konnten verschiedene andere Proteine in jungster Vergangenheit
beschrieben werden, die auch ohne SGK Phosphorylierungs-Site eine
Regulation durch SGK zeigten [82]. Allein in dieser Arbeit wird verdeutlicht,
dass EAAT2 und EAAT3 auch ohne Phosphorylierungs-Site durch SGK
beeinflusst werden.

Ein theoretisch denkbares Modell stellt die Abbildung 51 dar, in der die SGK
auf Proteine wirkt, die ihrerseits entweder einen stimulierenden oder
inhibitorischen Effekt auf EAATS besitzen.

Nach dieser Arbeit bleibt jedoch offen, welche Proteine diese Aufgaben
einnehmen koénnen. GTRAP48 und NHERF2 bleiben ohne Effekt auf den
EAATS5 Transport, auch wenn SGK koexprimiert wird.

Fir weitere Arbeiten ist interessant, dass sowohl EAAT5 als auch die SGK
PDZ-Domanen besitzen. Auch wenn eine direkte Interaktion zwischen diesen
zwei Proteinen nicht wahrscheinlich ist, kann die Regulation durch SGK an
EAATS Uber dritte Proteine vermittelt sein, die héchstwahrscheinlich auch PDZ-

Domanen enthalten.
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Abbildung 51: Schematische Darstellung der SGK Interaktion auf

EAATS.
Eine direkte Stimulierung des EAATS ist aufgrund der

extrazellularen SGK Phosphorylierungs-Sites sehr un-
wahrscheinlich  (gepunktete  Linie).  Ahnlich  der
Regulation des EAAT3 durch SGK verlangt das Modell
fur EAAT5 auch zwischengeschaltete regulierende

Proteine, die jedoch noch unbekannt sind.

EAATS st retinal in den Fotorezeptoren, Bipolarzellen und in den Madller-
Gliazellen lokalisiert. Die Mduller-Gliazellen sind wesentlich an der Clearance
des synaptischen Spaltes von Glutamat beteiligt. Dort findet man namlich aul3er
EAAT5 auch EAAT1 exprimiert, der mit seiner groRen Glutamattransport-
kapazitat den synaptischen Spalt von Glutamat befreit. Dieser Vorgang fuhrt zu
einer Depolarisation der Muller-Gliazelle. Dies wiederum hemmt den EAAT1
Transport. Somit wirde die Glutamataufnahme durch EAAT1 sich selbst
autoregulieren. EAAT5 besitzt nun aber eine hohe Chlorid-Leitfahigkeit, die bei
hohem extrazellularem Glutamat stark ansteigt. Der Einstrom von Chlorid in die
Mduller-Gliazelle hyperpolarisiert diese und wirkt damit der EAAT1
Depolarisation entgegen. EAAT5 kann somit die Depolarisation der Mdller-
Gliazelle vermeiden und erhoht damit die Glutamataufnahmefahigkeit der
Mdaller-Gliazelle. So erhalt EAATS5 trotz seiner geringen Glutamat-
transportkapazitat eine wichtige Rolle in der Regulation des extrazellularen

Glutamatspiegels.
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Extrazellulare Glutamatkonzentrationen konnten mit Nervenzellschadigung
sowie tierexperimentellem Glaukom in Verbindung gebracht werden [34, 62]. In
Experimenten konnte durch externe Zugabe von Glutamat der Tod retinaler
Ganglienzellen ausgelost werden [43, 44, 74, 96, 108]. Fehlfunktionen des
EAAT5 konnen durchaus flr eine gestorte retinale Glutamathomeostase
verantwortlich gemacht werden. In Kapitel 4.4 wurde ja bereits die Korrelation
der PKB-Aktivitat mit dem Uberleben retinaler Zellen erwahnt [15, 62]. Die
Messdaten verdeutlichen den stimulierenden Effekt von PKB auf EAATS. Dazu
kommt dass PKB auch den EAAT2 und EAAT3 Transport stimuliert. Damit ist
PKB ein wichtiges stimulierendes Protein des retinalen Glutamattransports, was
zumindest teilweise die Korrelation zwischen PKB-Aktivitat und Uberleben

retinaler Zellen erklaren kann.

4.6 Integrierende Diskussion der Regulation aller EAAT

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Isoformen der SGK und PKB
in ahnlicher und gleichgerichteter Art und Weise auf den Glutamattransport
wirken. Zumindest die ausgewahlten SGK Isoformen 1 und 3 wirken
stimulierend auf den EAAT Transport. PKB stimuliert EAAT2, EAAT3 und
EAATS. Nedd4-2 inhibiert EAAT1und EAAT2.

Die hier gezeigten Daten deuten auf eine Beteiligung der SGK/PKB und des
Nedd4-2 an der Regulation des retinalen und zerebralen Glutamattransports
hin. Dabei ist zu beachten, dass Glutamat der haufigste exzitatorische
Neurotransmitter des menschlichen Gehirns [21] ist.

Die unterschiedliche zellulare Lokalisation der EAAT definiert ihre

physiologische Funktion im Organismus und damit sind die verschiedenen
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EAAT auch in die Pathophysiologie zahlreicher unterschiedlicher Erkrankungen
involviert.

In der Retina sind EAAT1, eine spezielle Splicevariante des EAAT2 (Glt1b),
EAAT3 und EAATS lokalisiert. Sie ubernehmen dort die Konstanthaltung des
extrazellularen Glutamatspiegels und sind damit neuroprotektiv sowie an der
Transduktion des glutamatergen Lichtsignals beteiligt. EAAT2, EAAT3 und
EAAT5 werden dabei durch PKB stimuliert. PKB korelliert mit dem Uberleben
retinaler Zellen und schutzt vor retinaler Apoptose [15]. BDNF stimuliert den
Glutamattransport und es konnte in Retinae der Ratten gezeigt werden, dass
BDNF-Knock-out Mause einen verminderten EAAT3 Transport besitzen [107].
BDNF aktiviert Uber den P13-Kinase Signalweg sowohl SGK als auch PKB. Das
bedeutet, dass die BDNF-Wirkung auf den retinalen Glutamattransport

zumindest teilweise durch SGK und PKB vermittelt sein kann.

Auch aulerhalb der Retina spielen die EAAT eine wichtige Rolle in der
Pathophysiologie zahlreicher neurodegenerativer Erkrankungen.

Die infaust verlaufende ALS wird durch Veranderungen im EAAT1 und EAAT2
Transport verursacht. Beide Transporter werden durch SGK stimuliert und
durch die Ubiquitinligase Nedd4-2 inhibiert. IGF zeigte in einer klinischen Studie
bei der ALS einen positiven Effekt auf die Krankheitsprogression. Dabei
stimuliert IGF den EAAT1 und EAAT2 Transport durch Aktivierung der PI3-
Kinase und folglich der SGK und PKB Aktivitat [65].

Das Absinken der BDNF Konzentration bei Patienten mit Alzheimer Erkrankung
ist durch Rodriguez-Kern [95] gezeigt und in den Zusammenhang zum
Absinken des Glutamattransports gebracht worden. Diese Arbeit verdeutlicht
nun, dass die SGK als Komponente des PI3-Kinase Signalwegs an der BDNF-

abhangigen Pathophysiologie der Alzheimer Erkrankung beteiligt sein kann.
Aber auch in vielen anderen zahlreichen Erkrankungen wie Schizophrenie,

Epilepsie, HIV-Neuropathie und andere sind die EAAT involviert. Eine
Regulation durch SGK/PKB und Nedd4-2 kann zwar mit dieser Arbeit nicht
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pathophysiologisch eingeordnet werden, ist aber fur zuklnftige Untersuchungen

ein sinnvoller Ansatzpunkt.

AbschlieBend lasst sich sagen, dass SGK/PKB und Nedd4-2 eine
entscheidende Rolle in der Regulation des wichtigsten Neurotransmittersystems
des menschlichen Gehirns spielen. SGK/PKB vergrofert dabei die
Glutamataufnahme und Clearance aus dem synaptischen Spalt und wirkt damit
neuroprotektiv. Nedd4-2, das den Glutamat Transport von EAAT1 und EAAT2

verringert, hat genau den gegenlaufigen Effekt.
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5. Zusammenfassung

Mit dieser Arbeit konnten weitergehende Aufschllsse uUber die Rolle der Serum-
und Glukokortikoid-induzierten Kinase SGK auf die Regulation grundlegender
Zellfunktionen gewonnen werden:
1. SGK1 stimuliert die Glutamattransporter EAAT1, EAAT2, EAAT3 und
EAATS
2. SGK2 stimuliert EAAT2
3. SGK3 stimuliert die Glutamattransporter EAAT1, EAAT2, EAAT3 und
EAATS
4. PKB stimuliert EAAT2, EAAT3 und EAAT5
5. Die Ubiquitinligase Nedd4-2 hemmt den Transport des EAAT1 und
EAAT2
6. Die kinetischen Eigenschaften des EAAT1 werden durch SGK nicht
beeinflusst.
7. SGK1 und EAATS sind retinal kolokalisiert.

Die genaue Funktionsweise der SGK Regulation ist an den verschiedenen
EAAT unterschiedlich. Eine direkte Phosphorylierung des Transporters konnte
nur bei EAAT1 nachgewiesen werden. Dort wurde auch die inhibitorische
Wirkung der SGK auf die Ubiquitinligase Nedd4-2 gezeigt.

Nedd4-2 inhibiert die Transporter EAAT1 und EAAT2, obwohl eine direkte
Ubiquitinierung aufgrund des fehlenden PY-Motivs eher unwahrscheinlich ist.
SGK kann Transporter auch durch Verminderung des inhibitorischen Nedd4-2
Effekts regulieren. Dieser Mechanismus ist vor allem bei EAAT2 von

Bedeutung, da dieser Transporter keine SGK Phosphorylierungs-Site besitzt.

Die Ergebnisse demonstrieren eine Beteiligung der SGK an der Regulation des

Glutamattransports im Gehirn und in der Retina. Damit ist auch ein Einfluss der
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SGK auf die Pathophysiologie zahlreicher neurologischer, ophtalmologischer

und psychatrischer Erkrankungen wahrscheinlich.

Trotz dieser Ergebnisse bleiben Uber das genaue Interaktionsmuster von SGK
und EAAT viele Fragen offen. Ziel weiterer Arbeiten wird es jetzt sein, diese
Interaktionsvorgange naher zu beleuchten und eventuelle Proteine, die in diese

Regulationsvorgange involviert sind, zu identifizieren und zu charakterisieren.
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