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Einleitung: Im Gehirn von nahezu allen Vertebraten ist die
Aminosäure γ-Aminobuttersäure (GABA) der hauptsächliche
inhibitorisch wirkende Neurotransmitter. Die GABA-
vermittelte neuronale Transmission wird innerhalb weniger
Millisekunden durch die Aufnahme des Neurotransmitters ü-
ber spezifische, hoch affine Transporter beendet. Insgesamt
sind bei Säugetieren vier GABA-selektive Transporter be-
kannt, die beim Menschen und bei der Ratte als GAT-1,
BGT-1 (Betain/GABA Transporter), GAT-2, sowie GAT-3
bezeichnet werden (Borden et al., 1992). Im Arbeitskreis
Rösch wurde bereits der potentielle GAT-3 Ligand (±)-1-[2-
(Triphenylmethoxy)ethyl]-3-piperidinecarboxylic acid
(SNAP-5114), ein Derivat der Nipecotinsäure, synthetisiert.
Diese Substanz liegt auch als tritierte ([3H]SNAP-5114) und
fluorierte Form (Fluoroethyl-SNAP-5114) vor (Schirrmacher
et al., 2000), die für PET notwendig sind.
Material und Methoden: Für die elektrophysiologischen
Untersuchungen wurden HEK-293 Zellen passagiert und auf
12 mm Deckgläschen ausplattiert, die sich in 9,6 cm Plastik
Kulturschalen mit 10 ml Minimum Essential Medium
(MEM, Gibco) befanden. Das Medium wurde vorher mit
158 mg/l Natriumbicarbonat, 2 mM Glutamin (Gibco),
100 U/ml Penicillin-Streptomycin (Gibco) und 10% FCS
(fetal calf serum, Gibco) angereichert. Diese Kulturen wur-
den bei 37 °C in einer humidifizierten 95% O2/5% CO2 At-
mosphäre für 2-3 Tage gehalten. Die Transfektion mit re-
kombinanten Ratten GAT-1 bzw. Ratten GAT-3 Transportern
wurde mit den entsprechenden pEGFP Vektoren nach dem
bereits im Detail beschriebenen Ablauf mit der Phosphat-
Präzipitationsmethode durchgeführt (Korpi and Lüddens,
1993; Lüddens and Korpi, 1995b).

Ergebnisse: Da bereits gezeigt werden konnte, dass die
Transporterströme und damit wahrscheinlich die Transporter-
funktionen von rGAT-1-EGFP sowie rGAT-3-EGFP Fusi-
onsproteinen nicht signifikant verschieden vom jeweiligen
Wildtyp sind, wurden die Fusionsproteine in dieser Untersu-
chung verwendet. Die fluorierte Substanz F-SNAP 5114
zeigte auf rGAT-3 im Gegensatz zu rGAT-1 eine inhibieren-
de Wirkung. Allerdings ist sie in ihrer Effizienz den Trans-
porterstrom bei rGAT-3 zu blockieren deutlich schlechter als
die Ausgangssubstanz, da sie nur maximal 20% des von
30 µM GABA induzierten Stromes inhibiert. Da zusätzlich
eine signifikante Erhöhung des IC50 auf 8,72 ± 0,75 µM F-
SNAP 5114 festzustellen ist, deuten beide Ergebnisse zu-
sammen auf eine verringerte Affinität dieser Substanz zu
rGAT-3 hin (Abb.2). Weiterhin liegt auch in diesem Fall der
Hill-Koeffizient bei 1, so dass bei F-SNAP 5114 ebenfalls
von einer Bindungsstelle bzw. einem Wirkungsmechanismus
ausgegangen werden kann.
In diesem Jahr konnte die Aussage über die Auswirkungen
von SNAP auf den GABA Transport über rGAT-1 mit den
Daten des F-SNAP 5114 komplettiert werden (Abb.1). Dabei
stellte sich heraus, das die fluorierte Form dieser Substanz
keinen Einfluss auf den GABA induzierten Transporterstrom
hat.
Zusätzlich wurde in diesem Jahr die Wirkung von SNAP
5114 und F-SNAP 5114 auf rGAT-3-EGFP Fusionsproteinen
analysiert. Im Vergleich zu rGAT-1 ist rGAT-3 mehr als
hundertfach sensitiver gegenüber SNAP 5114 (IC50: 453 ±

16,2 bzw. 3,6 ± 0,48 µM) bei vergleichbarem maximalen Blockie-
rungseffekt. Weiterhin weist die Dosis-Wirkungskurve bei rGAT-3
einen Hill-Koeffizienten von ungefähr 1 auf, was im Gegensatz zu
rGAT-1 (Hill- Koeffizienten > 3) auf die Existenz nur einer Bin-
dungsstelle bzw. eines Wirkmechanismus schließen lässt (Abb.2).

Abbildung 1: Verringerung des durch 1 mM GABA induzierten Transporter-
stroms von rGAT-1-EGFP Fusionsproteinen exprimiert in HEK 293 Zellen
durch Ko-Applikation von SNAP-5114 (schwarze Kurve) bzw. F-SNAP 5114
(roter Kurve). Die Dosis-Wirkungs-kurven sind auf die jeweiligen maximalen
GABA-induzierten Ströme normiert.

Abbildung 2: Verringerung des durch 30 µM GABA induzierten Transpor-
terstroms von rGAT-3-EGFP Fusionsproteinen expri-miert in HEK 293 Zel-
len durch Ko-Applikation von SNAP-5114 (schwarze Kurve) bzw. F-SNAP
5114 (rote Kurve). Die Dosis-Wirkungskurven sind auf die jeweiligen maxi-
malen GABA-induzierten Ströme normiert.
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