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Der Schwerpunkt der Forschung meiner Arbeitsgruppe liegt auf dem Gebiet
der Myelinisierung oder Markscheidenbildung der Axone des Zentralnerven-
systems (ZNS). Es handelt sich dabei um einen entscheidenden Differenzierungs-
prozef in der Hirnreifung.

Aus Vorliuferzellen bilden sich Oligodendrozyten, denen als wichtigste Funk-
tion die Synthese dieser Markscheiden innerhalb einer sehr kurzen Zeit, der
Myelinisierungsphase, obliegt. Spezifische Proteine und komplexe Lipide segre-
gieren in vielen Plasmamembranfortsitzen, die mit bis zu einhundert inter-
nodalen, spiralig das Axon umwickelnden Doppelmembranen die isolierende
Markscheide bilden. Im Verlauf der Myelinisierung produziert der Oligoden-
drozyt die bis zu dreifache eigene Zellmasse an Myelinbausteinen.

Die Rolle der Molekularbiologie mit ihren entscheidenden Beitrégen bei der
Aufklirung von Struktur und Funktion der Proteinbausteine der Myelinmem-
bran, vor allem des Oligodendrozyten-spezifischen integralen Membranproteins
Proteolipidprotein (PLP) und des peripheren Membranproteins, des Basischen
Myelinproteins (MBP), sowie die daraus resultierenden Erkenntnisse im Hinblick
auf genetische Erkrankungen habe ich in meinem Akademievortrag in der 346.
Sitzung der Rheinisch-Westfalischen Akademie der Wissenschaften am 13. Januar
1988 dargestellt (Stoffel, 1988).

Neben Struktur und Funktion der Myelinproteine ist die Biosynthese der
Myelin-charakteristischen Lipidphase der Doppelmembran und deren zeitlich
und riumlich streng regulierte Expression in der Myelinogenese von Interesse.
Die Lipid-Zusammensetzung (Mol%) des Myelins ist vergleichend zu der des
Mitochondrions in Tabelle 1 aufgefiihrt. Die fiir das Myelin und damit fiir
den Oligodendrozyten zellspezifischen komplexen Lipide sind das Cerebrosid
(Ceramid-B(1-1)-Galaktosid) und dessen 3-Sulfatester, die Sulfatide (Abb. 1).

Die Cerebrosid-Synthese katalysiert die Ceramid-UDP-Galaktosyltransferase,
CGT, die ich in der Folgezeit als Cerebrosid-Synthetase bezeichne: Ceramide +
UDP-Galaktose — Cerebroside + UDP (Abb. 1). Die CGT ist als Schliisselenzym
der Sphingolipidsynthese ein geeigneter Marker zum Studium der Lipiddoppel-
schicht des Myelins und seiner Synthese: Die molekularbiologische Unter-
suchung des Enzyms wird eine molekulare Grundlage fiir das Verstindnis von
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Heart mitochondria Human myelin
Phosphatidylcholine 2. 39 10
Phosphatidylethanol- 27 20
amine
Phosphatidylinositol N 1
Phosphatidylserine 0.5 8.5
Cardiolipin 22:5 0
Sphingomyelin - 0 8.5
Cerebrosides and 0 26
sulfatides
Cholesterol s 26

Tab. 1: Vergleichende prozentuale Zusammensetzung der komplexen Lipide der Myelin- und der
Mitochondrienmembran (Mol%).

noch unbekannten, genetisch bedingten Erkrankungen der Myelinbildung
schaffen.

Nach langjihrigen, mehr als zwanzig Jahre wihrenden Versuche in vielen Labo-
ratorien gelang uns nun erstmals die Reinigung, die Klonierung und die vollstin-
dige Charakterisierung der Cerebrosidsynthetase (Schulte und Stoffel, 1993). Die
Reinigung des Enzyms und seine Charakterisierung sowie die Klonierung des

Abb. 1: Syntheseschema der Cerebroside im Oligodendrozyten. Galaktose wird von UDP-Galaktose
auf Ceramid iibertragen. Das Cerebrosid dient auch als Substrat fiir die Cerebrosid-Sulfo-
transferase mit der Synthese der Sulfatide.
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Gens sollen nicht den Mittelpunkt, sondern den Abschlufl der Ausfiihrungen
bilden. Sie waren aber der Ausgangspunkt fiir eine Entdeckung, die zu einem Fall
von serendipity fiihrte, nimlich zur Entdeckung einer Struktur, die wir nicht such-
ten, die aber von eminenter Wichtigkeit ist und fiir uns in ein neues Forschungs-
gebiet einmiindete.

Der Begriff serendipity wurde von Horace Walpole 1754 nach dem Mirchen von
den Abenteuern der drei Prinzen von Serendip auf Sri Lanka (dem fritheren
Ceylon) geprigt, die immer durch Zufall und Scharfsinn Dinge entdeckten, nach
denen sie nicht suchten. Zur serendipity in den exakten Wissenschaften bemerkte
Louis Pasteur: ,,Auf dem Gebiet der experimentellen Wissenschaften begiinstigt
das Gliick nur den auf Uberraschungen vorbereiteten Wissenschaftler®.

Ich méchte berichten, wie wir von unserem traditionellen Forschungsgebiet
des Myelins zur wichtigsten exzitatorischen Synapsenform des Zentralnerven-
systems, der glutamatergen Synapse, vorstielen und wie uns hier die Isolierung
und Charakterisierung des ersten Proteins einer Transporterfamilie des work
horse-Neurotransmitters Glutamat gelang.

Wie kam es dazu?

Unser gesuchtes Enzym, die Cerebrosidsynthetase (CGT), ist wie alle Enzyme
der komplexen Lipidsynthese in der Membran des endoplasmatischen Retiku-
lums (ER) lokalisiert — und, da Cerebroside nur von Oligodendrozyten syntheti-
siert werden, folglich im ER der Oligodendrozyten. Aus dem ER des ZNS myeli-
nisierender Ratten gewannen wir iiber die in Abb. 2 zusammengefafiten Reini-
gungsschritte eine einheitliche, wenn auch leicht diffuse Bande in der analytischen

Abb. 2: Reinigungsschritte der UDP-Galaktose-Ceramid-Galaktosyltransferase.

Purifi- Volume  Total  Total  Spec. Enrich- Yield
cation (ml) enzyme protein acki- ment (%)
step acty- (ng) vity factor
vity nmol/h/
nmol/h mg
protein
Micro- 100 13600 1600 85 1 100
somes
Micro- 500 9016 980 - 4 1.1 66.3
somal
extr.
DE-52 520 9256 520 178 2.3 68.1
cellu-
lose
Blue 180 4350 37.2 . 282::9 29.8 31:.2
Sepha-
rose 25
Lentil 90 1040 0.08 13000 1530 7.6
Lectin .
Sepha-

rose
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Abb. 3: SDS-Polyacrylamidgelelektrophoretische Trennung des gereinigten Enzyms (Proteins).

Gelelektrophorese (Abb. 3). Die Vermutung, daf} eine Glykoproteinstruktur der
CGT vorliegt, bestitigten wir durch Abspaltung der Kohlenhydratgruppen mit
der Endoglyk051dase F, was die Molmasse von 66 auf 58 kDa reduzierte. Da die
CGT ein ER-residentes Enzym ist und nicht den Golgl-Apparat passiert, handelt
es sich um ein Glykoprotein vom Mannose-reichen Typ.

Wir waren nach diesem Reinigungsschritt im Glauben, daf wir die Synthetase
oder Transferase bis zur Homogenitit gereinigt hitten. Durch proteolytische
V8-Protease- und Lys C-Spaltung erhielten wir Peptide, die fiir die Aminosiure-
sequenz-Bestimmung iiber den Edman-Abbau mittels High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) getrennt wurden. Die Peptid-Sequenzen, von denen
wir eine auswihlten (Abb. 4), bildeten die Basis fiir die Synthese der kodierenden
Oligonukleotide, die als radioaktive Proben zum Screening von Gehirn-cDNA-
Banken myelinisierender Ratten dienten, die wir aus Gehirn-mRNA hergestellt
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Partial amino acid sequence of glutamate transporter (GLAST)
from rat brain:

EMKKPYQLIAQDN

Derived oligodesoxynucleotide:
AAA/GAAA/CCITAT/CCAA/GT/CTIATIGC

Abb. 4: Partielle Sequenz des Enzyms bzw. Proteins und abgeleitete Oligodesoxynukleotidsequenz

fiir das ,,Screening® der cDNA-Bibliotheken.

Abb. 5: Nukleotidsequenz der Glutamat-Transporter cDNA mit offenem Leseraster von 1629 bp und
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abgeleitete Aminosiuresequenz.

ATGGGAAGCAGGATGGAAAGATTCCAGCAAGGGGTGCGCAAGCGGACGCTCCTGGCCAAGAAGAAAGT TCAGAACATCACCAAGGAGGAT
MetGlySerArgMetGluArgPheGlnGlnGlyValArgLysArgThrLeuLeuAlaLysLysLysValGlnAsnIleThrLysGluAsp

GTGAAGAGCTACCTGTTTCGGAATGCCTTTGTGCTACTCACCGTCAGCGCTGTCATTGTGGGTACAATCCTTGGATTTGCCCTCCGACCG
ValLysSexrTyrLeuPheArgAsnAlaPheValLeuLeuThrValSerAlaVallleValGlyThrIleLeuGlyPheAlaLeuArgPro
TATAAAATGAGCTACCGGGAGGTCAAGTACTTCTCCTTTCCTGGGGAGCT TCTGATGCGGATGCTGCAGATGTTGGTCTTACCCCTGATC
TyrLysMetSerTyrArgGluValLysTyrPheSerPheProGlyGluLeuLeuMetArgMetLeuGlnMet LeuValLeuProLeulle

ATCTCCAGTCTTGTCACAGGAATGGCGGCCCTAGATAGTAAGGCATCTGGGAAGAT GGGGATGCGAGCTGTGGTCTATTACATGACTACC
IleSerSerLeuValThrGlyMetAlaAlaLeuAspSerLysAlaSerGlyLysMetGlyMetArgAlaValValTyrTyrMet ThrThr

ACCATCATTGCTGTGGTGATCGGCATAATCATTGTCATCATCATCCACCCCGGAAAGGGCACGAAAGAAAACATGTACAGAGAAGGTAAA
ThrIleIleAlaValVallleGlyIleIleIleValIleIlelleHisProGlyLysGlyThrLysGluAsnMetTyrArgGluGlyLys

ATCGTGCAGGTGACTGCCGCAGATGCCTTCCTGGATTTAATCAGGAACATGT TCCCACCCAATCTGGTAGAAGCCTGCTTTAAACAGTTT
IleValGlnValThrAlaAlaAspAlaPheLeuAspLeulleArgAsnMetPheProProAsnLeuValGluAlaCysPheLysGlnPhe

AAAACCAGCTATGAGAAGAGAAGCTTTAAAGTGCCCATCCAGGCCAACGAAACACTGTTGGGCGCCGTGATCAACAACGTGTCAGAGGCC
LysThrSerTyrGluLysArgSerPheLysValProIleGlnAlaAsnGluThrLeuLeuGlyAlaVallleAsnAsnValSerGluAla

ATGGAGACTCTGACCCGGATCCGGGAGGAGATGGTACCCGTTCCTGGGTCTGTGAATGGGGTCAATGCCCTGGGCCTCGTTGTCTTCTCC
MetGluThrLeuThrArgIleArgGluGluMetValProValProGlySerValAsnGlyValAsnAlaLeuGlyLeuValValPheSer

ATGTGCTTCGGCTTCGTGATCGGAAACATGAAGGAGCAéGGGCAAGCGCTAAGAGAGTTCTTCGACTCTCTCAATGAAGCCATCATGAGA
MetCysPheGlyPheValIleGlyAsnMetLysGluGlnGlyGlnAlaLeuArgGluPhePheAspSerLeuAsnGluAlalleMetArg

TTGGTAGCGGTGATAATGTGGTATGCACCTCTGGGCATCCTCTTCTTGATCGCAGGGAAGAT TGTTGAGATGGAAGATATGGGTGTGATT
LeuValAlaVallleMetTrpTyrAlaProLeuGlyIleLeuPheLeulleAlaGlyLysIleValGluMetGluAspMetGlyVallle

GGGGGGCAGCTTGCCATGTATACAGTGACAGTCATCGTCGGCCTCCTCATTCATGCCGTCATCGTCCTGCCTCTCCTCTACTTCCTGGTA
GlyGlyGlnLeuAlaMetTyrThrValThrValIleValGlyLeuLeuIlleHisAlaValIleValLeuProLeuLeuTyrPheLeuVal
ACCCGGAAGAACCCCTGGGTTTTCATTGGAGGGT TGCTGCAAGCACTCATCACAGCCCTGGGGACCTCCTCAAGTTCTGCCACCCTGCCC
ThrArgLysAsnProTrpValPhelleGlyGlyLeuLeuGlnAlaLeulleThrAlaLeuGlyThrSerSerSerSerAlaThrLeuPro

ATCACTTTCAAGTGCCTGGAAGAAAACAATGGTGTGGACAAACGCATCACCAGATTTGTGCT TCCCGTGGGGGCCACCATTAACATGGAT
IleThrPheLysCysLeuGluGluAsnAsnGlyValAspLysArgIleThrArgPheValLeuProValGlyAlaThrIleAsnMetAsp

GGGACCGCCCTCTACGAGGCTTTGGCCGCCATTTTCATCGCTCAAGTTAACAACTTTGACCTGAAT TTTGGACAGATTATAACAATAAGT
GlyThrAlaLeuTyrGluAlaLeuAlaAlallePhelleAlaGlnValAsnAsnPheAspLeuAsnPheGlyGlnIleIleThrIleSer

ATCACAGCCACAGCCGCAAGCATTGGGGCAGCTGGCATTCCTCAGGCCGGTCTAGTCACCATGGTCATCGTGCTGACATCTGTGGGCCTG
IleThrAlaThrAlaAlaSerIleGlyAlaAlaGlyIleProGlnAlaGlyLeuValThrMetVallleValLeuThrSerValGlyLeu

CCCACGGATGACATCACACTCATCATTGCAGTGGACTGGT TTCTGGACCGCCTCCGAACCACCACCAACGTGCTGGGTGACTCCCTCGGG
ProThrAspAspIleThrLeullelleAlaValAspTrpPheLeuAspArgLeuArgThrThrThrAsnValLeuGlyAspSerLeuGly

GCCGGGATTGTTGAACACTTGTCCCGACATGAACTGAAGAACCGAGATGT TgAAATGGGGAACTCCGTGATTGAGGAGAATGARATGAAR
AlaGlyIleValGluHisLeuSerArgHisGluLeuLysAsnArgAspValGluMetGlyAsnSerVallleGluGluAsnGluMetLys

AAGCCGTATCAGCTGATTGCCCAGGACAATGAACCAGAGAAACCCGTGG?AGACAGCGAAACCAAGATGTAG 1602
LysProTyrGlnLeulleAlaGlnAspAsnGluProGluLysProValAlaAspSerGluThrLysMetEnd 534

9
3

[N} -

- w

v wo
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Abb. 6: Hydrophobizititsplot der von der cDNA abgeleiteten Aminosiuresequenz des Glutamat-
Transporters.

hatten. Wir isolierten eine Reihe von cDNA-Klonen, deren Nukleotid-Sequenzen
wir durch DNA-Sequenzierung ermittelten. Sie ergaben ein offenes Leseraster
von 1629 bp, das ein 543 Aminosiurereste-haltiges Polypeptid kodiert (Abb. 5)
(Storck et al, 1992).

Die Uberraschung kam nun, als wir computergestiitzt in der gewichteten
Sequenzanalyse sechs stark hydrophobe a-helikale Domidnen und sechs kurze
B-Flattblatt-formende Sequenzen (Abb. 6) in der auf der Hydrophobizitit der ein-
zelnen Aminosiuren basierenden Sekundirstruktur (Abb. 7) feststellen konnten.
Sie enthielten drei Glykosylierungsmotive und Konsensus-Sequenzen fiir még-
liche Proteinkinase C- und Proteinkinase A-abhingige Phosphorylierungen.

Wir fanden in der Northern Blot-Hybridisierungsanalyse (Abb. 8), daff nur die
RNA aus Groff- und Kleinhirn ein Signal ergab - als Beweis dafiir, daf} die cDNA
ein gehirnspezifisches Protein kodiert. Entscheidend aber war die Bestimmung
der Zellspezifitit, die wir durch in situ-Hybridisierung von Hirnschnitten myeli-
nisierender Ratten mit radioaktiver antisense-RNA feststellten (Abb. 9). Fiir die
CGT wiirden wir eine Markierung der Oligodendrozyten mit MBP- oder PLP-
antisense-mRNA erwarten, die zum Vergleich in Abb. 9A und B wiedergegeben
ist. Zu unserer Uberraschung fanden wir aber eine starke Markierung im Klein-
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Abb. 7: Topologie des sich auf der Grundlage des Hydrophobizititsplots ergebenden polytopen Mem-
branproteins.

Abb. 8: Northern Blot-Hybridisierung beweist die hirnspezifische Expression.

cerebrum
cerebellum
sceletal muscle

liver
kidney
heart
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Abb. 9: in situ-Hybridisierung von Kryoschnitten des Rattenhirn-cDNA-Klons.
A Kleinhirnwindungen. Die Markierung befindet sich in den die Purkinje-Zellen umgeben-
den Zellen (Bergmann-Glia).




Serendipity 13

Abb. 9 (Fortsetzung): B Vergleichende Markierung von Oligodendrozyten mit Antisense-MBP
(Myelin Basic Protein)-RNA.
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Abb. 10: Verteilung, Transportwege und Reaktionen des Glutamats im und um den synaptischen
Spalt.
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hirn in Zellen um die Purkinje-Zellen, Bergmann-Glia sowie im Hippocampus
und diffus iiber die Hirn-Hemisphiren verteilt.

Damit aber konnte es sich nicht um die Oligodendrozyten-spezifische Cere-
brosid-Synthetase handeln. Wenn der Biochemiker eine Nukleotid- oder Protein-
sequenz bestimmt hat, so befragt er die zur Verfiigung stehenden DNA- oder
Protein-Datenbanken, ob sein Protein unbekannt ist oder ob zumindest Homo-
logien zu anderen Proteinen zu beobachten sind. Tatsichlich kommt in Proka-
ryonten wie E. coli und Rhizobium meliloti ein Protein vor, das etwa 25% Homo-
logie zu unserer eukaryotischen Sequenz aufweist und die Funktion eines
Glutamat- und Dicarboxylat-Carriers hat (Abb. 11). Die Cerebrosidsynthetase
hatten wir nicht kloniert; aber handelte es sich um den lange gesuchten und von
Neurophysiologen herbeigesehnten Glutamattransporter des ZNS?

Bevor ich die experimentellen Belege schildere, zunichst einige Worte zur Rolle
der Aminosdure Glutamat im Gehirnstoffwechsel, zum vielschichtigen Aufbau
einer glutamatergen, exzitatorischen Synapse unter normalen Bedingungen und
zu den Folgen einer gestdrten glutamatergen Synapse.

Glutaminsdure ist ein bei physiologischem pH von 7,4 fast vollstindig disso-
zilertes Dianion des Glutamat. Die Plasmamembran ist praktisch impermeabel -
eine Barriere zwischen dem extra- und intrazelluliren Raum. Transmembranale
Proteine sind fiir die Translokation durch die Lipiddoppelschicht verantwortlich.
Ionen und andere kleine polare Molekiile gelangen auf zwei sehr verschiedenen
Wegen durch die Membran:

a) entlang eines elektrochemischen Gradienten treten sie durch Kanile, die von
transmembranalen Proteinen gebildet werden,

b) mit Hilfe von Carrier- oder Transportproteinen, die das Molekiil gegen steile
Konzentrationsgradienten translozieren. Energetisch gesehen erfordert der Trans-
port metabolische Energie oder den Symport oder Kotransport von Ionen.

Auf zwei Transportwegen wird die Glutamat-Verteilung reguliert (Abb. 10):
Der eine ist ein hochaffiner, sehr wirksamer Aufnahme-Carrier, der in Neuronen
und der Glia lokalisiert ist und die Glu-Konzentration auf 1 uM im synaptischen
Spalt hilt; der andere nimmt in der Prisynapse das Glutamat in Vesikel fiir die
Exozytose auf. Ich werde mich auf das zuerstgenannte, das die Glu-Konzentration
in der Synapse regulierende Transportsystem, beschrinken, das wir auf der mole-
kularen Ebene chrakterisiert haben.

Glutamat spielt im Stoffwechsel des ZNS eine zentrale Rolle. Krebs (Krebs,
1935) und Waelsch et al. (Berl et al., 1961) erkannten die Kompartimentierung des
Glutamats im Gehirn, seine Bedeutung fiir die Entgiftung des NHj, als Baustein
der Proteine und des Glutathions (Meister, 1979). Vor allem Lucas und Newhouse
(Lucas und Newhouse, 1957), Olney (Olney et 4l., 1974) und Fonnum (Lund-
Karlsen und Fonnum, 1976) untersuchten in den siebziger Jahren die Bedeutung
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Serendipity 17

des Glutamats fiir die sogenannte ,,geistige Leistungsfahigkeit“ und seine Rolle bei
neurologischen Krankheiten wie Epilepsie und geistiger Retardierung. Schon
1950 wurde die Precursor-Funktion fiir den inhibitorischen Neurotransmitter
GABA erkannt (Roberts und Frankel, 1950).

Lange bestanden Zweifel daran, dafl ein ubiquitir vorkommender Metabolit
wie das Glutamat als spezifischer Neurotransmitter wirksam sein sollte. In den
letzten Jahren jedoch wurde die Ca’*-abhingige vesikulire Freisetzung des
Glutamats an den dendritischen Nervenendigungen aufgeklirt: Elektrophysiolo-
gische Untersuchungen von Curtis (Curtis und Watkins, 1961; Curtis und John-
ston, 1974) sowie von Fonnum (Fonnum, 1981) wiesen auf die starke exzitatori-
sche Wirkung des Glutamat als Neurotransmitter nicht nur in Riickenmark-
neuronen, sondern im gesamten Gehirn hin. Heute ist anerkannt, dafl Glutamat
die vier Charakteristika eines Neurotransmitters weitgehend erfiillt:

1) Es tritt prasynaptisch in spezifischen Neuronen auf;

2) es wird spezifisch durch physiologische Reize in Konzentrationen freigesetzt,
die stark genug fiir eine postsynaptische Reaktion sind;

3) es wirkt genauso wie der natiirliche Neurotransmitter, einschlieflich des Ver-
haltens gegeniiber Antagonisten;

4) es gibt rasch wirksame Mechanismen zur Beendigung seiner Neurotransmitter-
Wirkung.

Die Wirkung des Glutamats stellt sich in groben Ziigen folgendermaflen dar:
Glutamat wird Ca?*-abhingig nach Depolarisierung der prisynaptischen Mem-
bran und durch Vesikelfusion mit dieser in den synaptischen Spalt freigesetzt.
Es aktiviert mindestens drei postsynaptische ionotrope Glutamatrezeptoren, die
nach ihren Agonisten bezeichnet werden:

a) den am hiufigsten vorkommenden AMPA (a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-
isoxazol-4-propionsiure),

<] Abb. 11: Homologie-Vergleiche der Aminosiure-Sequenz des neuentdeckten hirnspezifischen Mem-
branproteins mit Sequenzen aus den Proteinbanken. Das Protein weist eine Ahnlichkeit von
26% mit bakteriellen Glutamat-Transportern auf.
Rat brain, Rattenhirn-Protein, wo zuerst ein Glutamat-Transporter (GLAST1) entdeckt
wurde.
B. stear. = Bacillus stearothermophilus
E. col. = Escherichia coli
B. caldot. = Bacillus caldotenax
R. legum. = Rhizobium leguminosarum
R. melit. = Rhizobium meliloti
Die Dreiecke deuten die Positionen von Glykosylierungsstellen an, die gefiillten Kreise
PKC-, die drei leeren Kreise PKA-Phosphorylierungsstellen.
Rémische Zahlen sind iiber den gesicherten transmembranalen Helices, Kleinbuchstaben
(a-f) iiber nicht abgesicherten, putativen B-Faltblattsequenzen angeordnet.
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b) den am wenigsten verstandenen Kainat-Rezeptor (25, 3S, 4S-2-carboxy-4-
isopropenyl-3-pyrolidinessigsaure) und
¢) den NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)-Rezeptor.

Letztere kommen vor allem im Hippocampus (CA1, CA3 und Gyrus dentatus)
vor und 16sen long term potentiations (LTP) aus, also stunden-, tage- oder sogar
wochenlange Erregungszustinde der Neuronen.

Wihrend die beiden erstgenannten Rezeptoren Na*-Ionen-durchlissig sind,
blockieren spannungsabhingig Mg?*-Ionen den NMDA-Rezeptor, bis er durch
Glu-Bindung und den begleitenden Ca?*-Influx iiber seinen Ca**-Kanal zur
Depolarisierung fithrt. Die Freisetzung von Ca?* aus intrazelluliren Speichern
aktiviert verschiedene Proteinkinasen als Grundlage der Neuronenplastizitit
(Hawkins et al, 1993). Dazu wird iiber metabotrope Glu-Rezeptoren und
G1-Proteine die Phosphatidylinositol-4,5-diphosphat-Phospholipase C aktiviert,
ferner die Adenylatcyclase (¢(AMP) und die Phospholipase A1 (Okamoto und
Sekiguchi, 1991; Aramori und Nakanishi, 1992; Ryo et al., 1993).

Der letzte Punkt, die Beendigung der exzitatorischen Wirkung durch Wieder-
aufnahme aus dem synaptischen Spalt, erfolgt iiber Glutamattransporter. Sie
weisen die Kennzeichen eines Neurotransmitter-Transporters auf. Wie ich durch
experimentelle Befunde belegen werde,

1. folgen sie der Michaelis-Menten-Kinetik,

2. erzeugen sie einen Konzentrationsgradienten von 103 bis 10%,

3. gewinnen sie die freie Transportenergie (Enthalpie) aus dem exergonischen
Kotransport von Kationen (Na*) entlang dem elektrochemischen Gradienten.

Pathobiochemisch wichtig ist der Austritt von K* aus der Zelle und Anstieg
der extrazelluliren K*Konzentration. Er hemmt die Glutamat-Aufnahme und
damit den Riicktransport aus dem synaptischen Spalt. Ein extrazellulirer Anstieg
der K*-Konzentration im Gehirn, vor allem im Hippocampus, begleitet den
epileptischen Krampf (Status epilepticus), die Ischimie nach einem Schlaganfall
oder die perinatale Asphyxie. Die diese Freisetéung begleitende Depolarisation
von Neuronen fithrt zum erhdhten ,,Feuern® der Neurone und zu einer vermehr-
ten Freisetzung von K* und Glutamat aus den prisynaptischen Vesikeln, verbun-
den mit einer Umkehr der Glutamat-Aufnahme. Eine Glu-Konzentration von
70-250 uM wirkt neurotoxisch und fiihrt bei einer Dauer von mehr als fiinf Minu-
ten zum Neuronentod durch exzessiven Ca?*-Influx iiber Glutamat-Kanile.
Unter normalen Bedingungen verhindert der Glutamat-Transporter diese neuro-
toxischen Konzentrationen.

Die ATP-Absenkung in der Anoxie hemmt die Na*/K*-Pumpen. Ein Anstieg
der K*-Konzentration auf 60 mM depolarisiert die Zelle auf ~20 mV, wie es in der
Anoxie geschieht, ein Abfall der Na*-Konzentration auf 60 mM hat dieselbe
Wirkung.
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Wir haben mit GLAST-1 den ersten Vertreter einer neuen Klasse von Neuro-
transmitter-Transportern entdeckt, die sich von den beiden bisher bekannten
strukturell und funktionell unterscheiden. Die bisher bekannten Plasmamembran-
stindigen Neurotransmitter-Transporter wie der von <Y-Aminobuttersiure
(GABA), Noradrenalin, Dopamin oder Serotonin bilden eine grofle Familie
Na*/Cl-abhingiger Transporterproteine. Eine zweite ist die Transporterfamilie
der synaptischen Vesikel. Ihre Funktion ist an einen Protonengradienten gekop-
pelt. Unsere Transporter-Klasse ist hochaffin und Na*-Ionen-abhingig.

Um unsere Vermutung zu beweisen, daf es sich um den seit fiinfzehn Jahren
von den Neurophysiologen gesuchten Glutamat-Transporter des ZNS handeln

Abb. 12: Struktur des bakteriellen Vektors zur Expression des Glutamat-Transporters in vitro und in
vivo (Oozyten-Experiment).
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kénne, exprimierten wir das Protein funktionell. Dazu wihlten wir das Xenopus-
Oozyten-System und klonierten ‘die cDNA des vermutlichen Glutamat-Trans-
porters in einen Vektor (Abb. 12), der die Transkription in die mRNA unter
einem bakteriellen Promotor ermdglichte. Die so gewonnene mRNA injizierten
wir in Gegenwart von %S-Methionin in Frosch-Oozyten, die das Membran-
protein translatieren, translozieren und in die Oozytenmembran integrieren. Die
biochemische Analyse des Produkts erfolgte durch Polyacrylamidgel-Elektro-
phorese nach Reinigung durch Immunprizipitation mit Antikérpern gegen Pep-
tide aus dem gereinigten natiirlichen Protein (Abb. 13). Es entsprach in seiner
Molmasse dem deglykosylierten natiirlichen Protein und auch dem in vitro-Tran-
skriptionsprodukt. Der Glutamat-Import wurde mit *C-Glutamat quantifiziert,
ebenso die Tonenabhingigkeit und die Hemmbarkeit durch 3-threo-Hydroxyas-
partat (McBean und Roberts, 1985). Die Untersuchungen erfolgten an Oozyten,
die nach 24- bis 48stiindiger Expression der injizierten mRNA in das das radio-
aktiv markierte Glutamat enthaltende - Medium eingebracht worden waren
(Abb. 14, 15). Der Oozyt von Xenopus laevis stellt auch ein ideales System dar, die
elektrophysiologischen Eigenschaften des klonierten L-Glu-Transporters mit der
patch clamp-Technik zu studieren (Abb. 16) (Klockner et al., 1993).

Abb. 13: Autoradiographie des durch Immunprizipitation isolierten und iiber ein Polyacrylamidgel
elektrophoretisch getrennten in vitro (links) und im Oozyten nach mRNA-Injektion in vivo
synthetisierten Glutamat-Transporters (GLAST1). Die Synthesen werden in Gegenwart von
358-Methionin durchgefiihrt.
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Abb. 14: “C-Glutamat- und *C-Aspartat-Aufnahme durch Xenopus-Oozyten in Abwesenheit und
Anwesenheit von Na*Ionen.
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Abb. 15: Hemmung des Glutamat-Transports durch 3-Threo-Hydroxy-Aspartat, einen kompetitiven
Inhibitor. Elektrophysiologische Analyse des elektrogenen Glutamat-Transports in den
Oozyten.

Abb. 16: Voltage clamp-Technik

Abhingigkeit des GLASTl-induzierten Stroms in den Oozyten von Ionen des Auflen-

milieus.

A Na*Ionen-Konzentrationsabhingigkeit.
Der Strom wurde auf die Amplitude bei 120 mM [Na*] normiert.

B Aufzeichnugn des I, bei den angegebenen [Na*] und [K*] im selben Oozyten.

C Aufzeichnung der urspriinglichen Strommessungen bei pH 7.4 (links) und pH 6.0 (rechts)
bei 100 uM Glutamat. Der Einwirtsstrom wird durch die Aktivitit des elektrogenen
GLAST1 ausgelsst und nicht durch die H*-Konzentration.
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Legt man an den Oozyten eine Haltespannung von -90 mV an und stellt eine
L-Glutamat-Konzentration von 100 uM im Medium ein (Abb. 16 A), so erfolgt ein
Finwirtsstrom von -5 bis =30 nA, der von der Na+-Ionenkonzentration ab-
hingig ist (Abb. 16B). Eine halbmaximale Amplitude (K,,) wird erzielt bei einer
externen [Glu~] = 11 wmolar und [Na*] =41 mM, ein Sittigungsstrom bei 100 uM
Glu~ und 80 mM Na*. Auch 14t sich die Na*/Glutamat-Stdchiometrie der Auf-
nahme iiber den Hill-Koeffizienten nach der Gleichung

=1 [L-Glu)* / (Glul + K?)
n = Hill-Koeffizient, K, = Affinititskonstante,
I, = normalisierte maximale Stromamplitude

bestimmen: fiir Glu™ liegt er bei 1,3, fiir Na* bei 3,3, d. h., daff ein Glutamat im
Kotransport mit 3 Na*-Ionen aufgenommen wird. Wenn bei niedriger Na*-Kon-
zentration die Konzentration von K* im Auflenmedium erniedrigt wird, so steigt
der Strom an, was fiir einen Gegentransport von 1 K*-Ion spricht. Die Glutamat-
Aufnahme ist pH-unabhingig zwischen 7,4 und 6,0, so dafl ein Glutamat-
Protonentransport ausgeschlossen werden kann (Abb. 16 C). Extrazellulire Ca?*-,
Mg2*- und Cl-Ionen sind ohne Einflufl auf den Transporter.

Der Glutamat-induzierte Strom wird durch die Aktivitit des Glutamat-Trans-
porters bedingt: 100 uM L-Glu induzieren einen Stromfluf§ von ~20 nA und mehr
in Oozyten. GLAST-1 transportiert keine H* zusammen mit Glutamat. Bei
hoher Na*-Konzentration von 120 mM ist er von K* unabhingig, wird aber K*
abhingig bei Na-Konzentrationen unter 20 mM. Der Glutamat-Transporter ist
also ein elektrogener, hochaffiner, Na*-abhingiger Transporter, dessen Aktivitdt
allein von der transmembranalen Na*- und K*-Konzentration abhingt.

Die heterologe Expression im Oozyten ist zu mithsam fiir die vielen anstehen-
den Fragen zur Pharmakologie des Transporters. Wir haben deshalb die cDNA
des Ratten- und menschlichen GLAST-1 permanent in der HEK-Zellinie expri-
miert, was nun vor allem biochemische Untersuchungen zur Regulation der
Transporterfunktion erlaubt: durch Mutationen die am Transport beteiligten
Proteindominen zu bestimmen sowie die Membrantopologie und andere bio-
chemische Fragen zu studieren. Mit der Kenntnis der Genstruktur und der Lokali-
sation auf Chromosom 5y3_54, die wir mit Herrn Lichter von DKFZ Heidelberg
ermittelten, ist nun ein Marker fiir genetische Studien der eingangs erwihnten
genetisch bedingten Erkrankungen verfiigbar.

Fin hochaffiner, unspezifischer Glutamattransporter wurde von Hedinger
(Kanai und Hediger, 1992), ein hirnspezifischer von Kanner (Pines et al., 1992;
Kanner, 1993) beschrieben. Beide weisen starke Homologien zu unserem hirn-
spezifischen Transporter auf. Zwei Na*-lonen-abhingige neutrale Aminosiure-
transporter, ASCT (Alanin, Serin, Cystein) und SATT (Serin, Alanin, Threonin),
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zeigen Verwandtschaft zu unserem Transporter, transportieren aber keine Neuro-
transmitter-Dicarboxyl-Aminosiuren und sind nicht hirnspezifisch (Shafqat et 4l.,
1993).

Ich méchte noch einige Beziehungen zu klinischen Fragestellungen anfiihren.
Eine besondere Beachtung findet Glutamat als Neurotransmitter in den Arealen
des Hippocampus, dessen Neurone eine grofle Plastizitit aufweisen, die fiir den
Lernprozefl und das Gedichtnis erforderlich ist. Es sind im wesentlichen drei
exzitatorische Bahnen:

1. die Perforansbahn vom Subiculum zu den granuliren Zellen im Hilus des
Gyrus dentatus,

2. die Moos-Faserbahn vom Gyrus dentatus zu den Pyramidenzellen der
CA3-Region und

3. die CA3-Pyramidenzellen, die exzitatorische Schaffer-Kollaterale zu den
Pyramidenzellen der CA1-Region senden.

Diese drei Bahnen zum Hippocampus produzieren exzitatorische, synaptische
Potentiale in den postsynaptischen Hippocampus-Neuronen an den Dendriten-
»opines* - Stunden, Tage oder Wochen anhaltende long term potentials (LTP).

Wenn wir uns an die fiir diese Synapsenprozesse erforderliche kritische Regula-
tion der Neurotransmitterkonzentration und die fatalen Folgen lange persistie-
render hoher Glu?--Konzentrationen im synaptischen Spalt erinnern, so offen-
bart sich die ganze Bedeutung der anstehenden Versuche zur Regulation der
Transporteraktivitit. Zahlreiche mit Neuronendegeneration einhergehende Er-
krankungen kénnen nun auf der molekularen Ebene erforscht werden.

Nun werden Sie fragen: Was wurde denn aus dem Schliisselenzym der Lipid-
synthese oligodendrozytenspezifischer Sphingolipide, der Cerebrosidsynthetase?
Ich kann die Antwort rasch durch die Schilderung einiger Experimente und
Ergebnisse abhandeln.

CGT ist ein ER-residentes Enzym und sollte als Glykoprotein mannosereich
sein, der GLAST-1-Transporter aber mufl duch den Golgi-Apparat zur Plasma-
membran wandern und sollte deshalb eine komplexe Kohlenhydratstruktur be-
sitzen. Diesen Unterschied nutzten wir fiir die affinititschromatographische
Trennung mit Lentil-Lektin.

Uber Oligonukleotidscreening anhand der Aminosiuresequenzdaten der
Transferase gelang es uns, eine die gesamte Transferase kodierende cDNA zu
isolieren und zu sequenzieren. Die abgeleitete Aminosiuresequenz des 541
Aminosiure-haltigen Glykoproteins bestitigte alle Proteindaten (Abb. 17). Es
wird mit einer zwanzig Aminosiurereste-haltigen Signalsequenz durch die ER-
Membran transportiert, weist drei Glykosylierungsstellen auf und ist durch eine
transmembranale Helix (Abb. 18) in die ER-Membran integriert. Es ist ein Protein
mit Hirn-Spezifitit, wie der Northern Blot im 3,2 kb groffen Transkript (Abb. 19)
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zeigt, noch genauer Oligodendrozyten-Spezifitit, wie die in situ-Hybridisierung
mit antisense-RNA (Abb. 20) belegt, und wird wie die Myelinproteine zwischen
dem zehnten und dreifligsten Tag nach der Geburt maximal exprimiert.

Sehr typisch ist der Sequenzvergleich der CGT mit Glucuronsiure-iibertragen-
den Enzymen, Abb. 21, die die Entgiftung von lipophilen kdrpereigenen Substan-
zen katalysieren, wie z. B. von Bilirubin, aber auch von Xenobiotika (Fremd-
stoffen) wie aromatischen Phenolen. Die hier gefundenen Homologien geben
Hinweise fir die weitere biochemische Charakterisierung dieses wichtigen
Enzyms.

Meine Ausfithrungen sollten zeigen, wie durch eine zufillige, zunichst ver-
wirrende Beobachtung bei konsequenter Beantwortung der dadurch aufgeworfe-
nen Fragen iiberraschend ein vollig neues Forschungsgebiet in der molekularen
Neurobiologie mit mdglicherweise weitreichenden Folgen fiir die Klinik er-
schlossen wurde.

Mehrfach klang an, daf der normale zellulire Mechanismus fiir die Steuerung
der Signaliibertragung durch Erkrankungen zur Neuronenzerstorung durch Exzi-
tatoxizitit fithren kann. Progressive degenerative Erkrankungen wie die amyo-
trophe Lateralsklerose, Huntington Chorea, Alzheimersche Krankheit und Epi-
lepsie stehen offenbar primir oder sekundir mit einer veranderten exzitatorischen
Synapse in Verbindung. Ein am Hippocampus persistierender 5- bis 30miniitiger
Status epilepticus fiihrt zu einem massiven Neuronenausfall. Auch bei der
Huntington Chorea, einer genetischen, an den kurzen Arm des Chromosoms 4
gebundenen und durch eine spitere Genaktivierung charakterisierten Erkran-
kung ist eine NMDA-Rezeptor-vermittelte Toxizitit am Werk.

Das hier beschriebene Neurotransmitter-Transportersystem fiir Glutamat ist
von groflem medizinischem Interesse: zum einen wegen seiner Beteiligung an
neurologischen und psychiatrischen Erkrankungen, zum anderen im Hinblick
auf das Ziel, Medikamente gegen Krankheiten zu entwickeln, die wie eben die
Epilepsie und der Schlaganfall auf einer gestorten Glutamat-Verteilung beruhen.
Die molekulare funktionelle und pharmakologische Analyse des Glutamat-
Aufnahme-Systems ist fiir die Aufkdrung pathogenetischer Mechanismen von
grofiter Bedeutung.
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Abb. 18: Hydrophobizititsplot der Aminosiuresequenz der Transferase (CGT).
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Northern Blot of brain RNA of rats .
Age from day -5 to adult

B Ceramide UDP-galactosyl transferase ~ C myelin basic protein (control)
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Abb. 19: Northern Blot-Hybridisierungsanalyse beweist die hirnspezifische Expression der CGT (A)
und zeigt eine der Expression des Basischen Myelinproteins (MBP) zeitlich vergleichbare
Expression wihrend der Myelinisierungsphase der Ratte (10.-30. Tag) auf.
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A ceramide UDP-galactosyl-transferase B myelin basic protein (ccontrol)

C dark field microscopy (x100) of cerebellar gyri of figure A
hybridized with antisense CGT-RNA

Abb. 20: in situ-Hybridisierung von horizontalen Kryoschnitten eines Rattenhirns in der Myelinisie-
rungsphase (20. Tag) mit antisense-RNA (cRNA) von CGT (A), MBP (B) und von CGT (C),
vergrofierte Kleinhirnwindungen in Dunkelfeldaufnahme. Die Expression von CGT und
MBP erfolgt nur im Oligodendrozyten.
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Abb. 21: Homologie-Vergleich der Cerebrosid-Synthetase (CGT, UDP-Galaktose-Ceramid-Galakto-
syltransferase) mit Sequenzen der Protein-Banken.
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Diskussion

Herr Heimann: Sie haben wichtige Anwendungsgebiete im Bereich der Medizin
schon genannt. Eines wiirde ich noch hinzufiigen. Die Vertretbarkeit und Bewer-
tung intensivmedizinischer Mafinahmen in der Neugeborenenperiode wird in der
Kinderheilkunde vorrangig diskutiert. In Langzeitstudien wurde nachgewiesen,
daf trotz optimaler Sauerstoffversorgung und Beriicksichtigung anderer vital
notwendiger Mafinahmen ehemalig unreife Kinder am Ende ihrer Entwicklung
gegeniiber einem Vergleichskollektiv Entwicklungsdefizite aufweisen. Niemand
kann dies bisher erkliren, denn retrospektiv sind diese Kinder nach intensiv-
medizinischen Kriterien optimal behandelt und ohne Komplikationen reif ge-
worden. Da das Ausmaf} der Entwicklungsdefizite mit dem Reifegrad korreliert,
stellt sich die Frage, ob die Aktivitit des von Ihnen beschriebenen Transport-
systems sich im Sinne einer werdenden Funktion entwickelt. Damit wire die
Reife des Glutamat-Transportsystems ein Maf} fiir den Entwicklungsstand des
zentralen Nervensystems.

Herr Stoffel: Uber die zeitliche Regulation der Genexpression in der Entwick-
lung ist noch nichts bekannt, ein unter dem Aspekt Ihrer Darstellung wichtiges
Projekt.

Herr Jaenicke: Sie wollten die Miitter und die Viter vor der Glutamatgabe
warnen; wir haben hier sicher welche.

Herr Stoffel: Ja.

Herr Jaenicke: Das L-Glutamat war ein enantiomerenreines L-Glutamat?

Herr Stoffel: Ja.

Herr Thurm: Bei den Transportern fiir andere Transmitter zeigt sich, dafl sie
wohl auch erhebliche Bedeutung fiir einen Sekretionsvorgang haben, also nicht

nur fiir die Wiederaufnahme, sondern auch fiir eine Abgabe im Erregungsfall,
d. h. fiir eine nicht vesikelgebundene Sekretion. Dann stellt sich die Frage, ob das
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bei diesem Transporter eventuell auch der Fall ist. Gibt es dafiir schon irgend-
welche Hinweise?

Herr Stoffel: Der Glutamat-Transporter, GLAST-1, transportiert aus der Zelle
nur dann, wenn extrem hohe K*-Konzentrationen extrazellulir auftreten. Dies
ist der Fall in ischimischen Randzonen.

Herr Grundmann: Sie haben mit der Thnen eigenen Vorsicht einige Beziige zu
neurologischen Krankheiten aufgezeigt. Andererseits haben Sie erwihnt, dafl Sie
mit Hilfe eines Kollegen Anomalien auf Chromosom 5 festgestellt haben. Fiir die
Privention der genannten Krankheiten wire es nun wichtig zu wissen, inwieweit
Genanomalien genau dieses Locus inzwischen gesichert sind.

Herr Stoffel: Es bestehen im Augenblick noch keine Linkage-Studien.

Herr Heimann: Einige Erkrankungen mit cerebralen Abbauprozessen werden
mit dem Chromosomen 5 assoziiert. Natiirlich liegt sehr vieles auf diesem
Chromosom.

Herr Stoffel: Wie vorhin gesagt, konnen hierzu noch keine Aussagen gemacht
werden.

Herr Heumann: Nach Lision von Neuronen durch Applikation von excyto-
toxischen Substanzen tritt eine Reaktion (Aktivierung) der Gliazellen ein. Haben
Sie bereits Hinweise dafiir, daf} die Synthese des Glutamat-Transporters durch
Applikation z. B. von Kainat reguliert werden kann?

Herr Stoffel: Kainat ist ohne Einfluf} auf den Glutamat-Transport im voltage-
clamp-Experiment, also einer sensitiven Mefimethode dieses elektrogenen Trans-
porters.

Herr Jaenicke: Sie haben wunderschdn gezeigt, dafl die Glykosylierung letzten
Endes gar nicht nétig ist. Warum gibt es sie dann blof}?

Herr Stoffel: Proteinglykosylierungen haben vielfache Bedeutung, z. B. Schutz
des Proteins vor Proteolyse, Einflufl auf die Proteinkonformation, fiir die Zell-
Zellwechselwirkungen, fiir den intrazelluldren Transport und das Zell-Sorting.
Welche fiir GLAST-1 zutrifft und generell fiir die Neurotransmitter-Transporter,
wissen wir nicht.
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