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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Die Rolle des Glutathions im Korper

1.1.1 Synthese und Struktur des Glutathions

Glutathion (GSH) ist ein ubiquitar im Organismus vorkommender Stoff, der an einer Vielzahl
physiologischer und metabolischer Prozesse beteiligt ist. Es handelt sich dabei um ein
Tripeptid (y-L-glutamyl-L-cysteinyl-Glycin), bestehend aus Glycin, Cystein und Glutamat.
Funktionell bedeutsam ist die endstandige Thiolgruppe des Cysteins, Gber die GSH in seiner

reduzierten Form verfiigt. Abbildung 1.1 zeigt die Strukturformel des GSH.

Z L

NH, O

Abb. 1.1: Strukturformel des GSH (freie Saure)
(Quelle: Wikipedia, s.v. Glutathion)

In dieser reduzierten Form liegt GSH intrazelluldr unter physiologischen Bedingungen zu 98%
vor. Bei den (brigen 2% handelt es sich zum einen um dessen oxidierte Form, das
Glutathion-Disulfid (GSSG), zum anderen um poteingebundenes Glutathion. Die
intrazellulare Konzentration von GSH liegt zwischen 0,5 und 10 mM, extrazellular liegt sie
etwa 200fach niedriger (LASH und JONES 1984; WANG W und BALLATORI 1998). Glutathion
kann in allen Zellen des Organismus synthetisiert werden (MEISTER und TATE 1976),
allerdings erfolgt die Synthese hauptsachlich in der Leber (DELEVE und KAPLOWITZ 1991). In
zwei Reaktionsschritten wird dort im Cytosol GSH aus den drei Aminosduren L-Glutamat, L-
Cystein und Glycin unter Verbrauch von zwei Mol ATP pro Mol GSH synthetisiert. Dazu

erfolgt in einem ersten Schritt durch Katalyse der y-Glutamyl-Cystein-Synthetase eine
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Peptidbindung zwischen Glutamat und Cystein, anschlieBend erfolgt durch die Glutathion-
Synthetase die Bindung zwischen dem Glycin und der Carboxylgruppe des Cysteins.
Ungewohnlich an dieser Struktur ist die Peptidbindung (iber die y-Carboxylgruppe des
Glutamats statt (iber die normalerweise genutzte a-Carboxylgruppe. Auf diese Weise wird
erreicht, dass der Abbau des GSH nur durch die y-Glutamyltransferase (y-GT) erfolgen kann.
Somit ist GSH vor intrazellularem Abbau geschitzt und kann lediglich extrazellular in solchen
Zellen abgebaut werden, die liber die y-GT auf ihrer Zellmembran verfliigen. Der weitere
Abbau von GSH erfolgt daraufhin tber Dipeptidasen; die entstandenen Aminosauren kénnen
zur erneuten Synthese reabsorbiert werden. In Abbildung 1.2 ist die Synthese des GSH

schematisch dargestellt.
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Abb.1.2: Biosynthese des Glutathions
(Quelle: HORN et al. 2002, Seite 481)



Einleitung 3

1.1.2 Biologische Funktionen des Glutathions

Glutathion ist im menschlichen Organismus an einer Vielzahl physiologischer Prozesse
beteiligt. Eine der wichtigsten Aufgaben besteht in seiner Funktion als Schutz der Zelle und
der Enzyme vor oxidativem Stress. Folgender Mechanismus liegt dem zugrunde: die
endstdandige Thiolgruppe des Cysteins wird selbst oxidiert, d.h. es wird ein Wasserstoffatom
abgegeben. Katalysiert wird diese Reaktion entweder Selen-abhangig durch die GSH-
Peroxidase oder Selen-unabhdngig mittels Glutathion-S-Transferase. Das reduzierte
Glutathion wird dabei oxidiert und reagiert mit einem weiteren Molekil GSH unter
Ausbildung einer Disulfidbriicke zu einem Dimer, dem Glutathion-Disulfid (GSSG). Durch
Katalyse des Enzyms GSSG-Reduktase wird dieses unter Verbrauch von NADPH/H" wieder zu
zwei Molekilen Glutathion reduziert (siehe Abbildung 1.3). Da es sich dabei um einen sehr
effektiven enzymatischen Prozess handelt, liegen intrazellular etwa 98% des Glutathions in

der reduzierten Form vor (WANG W und BALLATORI 1998).

2.B. H,0, 2 H,0

Glutathion-
i "
- Oxidation \\\
2 Glutathion Glutathion-Disulfid
(2 GSH) (GSSG)

Glutathion-
Reduktase

Oxidation

¥
NADP NADPH/H

Pentose-
phosphatweg

Abb. 1.3: Redoxzyklus des GSH
(Quelle: HORN et al. 2002, Seite 482)
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Des Weiteren wird intrazellulares GSH als Speicher fiir Cystein genutzt. Unter
physiologischen Bedingungen findet in der Regel eine Autooxidation des Cysteins zu Cystin
statt, wobei freie Radikale entstehen (OLNEY et al. 1990). Diese Toxizitdt wird vermieden,
indem der GroRteil des nicht-proteingebundenen Cysteins als GSH-Bestandteil gespeichert
wird.

Eine weitere sehr wichtige Aufgabe des GSH besteht in seiner Entgiftungsfunktion.
Fremdstoffe, toxische Metabolite oder Metalle werden entweder spontan durch GSH
konjugiert oder es erfolgt eine durch die Glutathion-S-Transferase katalysierte Reaktion
(BOYLAND und CHASSEAUD 1969; COLES und KETTERER 1990; HINCHMAN und BALLATORI
1994; JAKOBY 1978; MANNERVIK 1985).

Glutathion-S-Transferasen sind eine Familie multifunktionaler Enzyme, die im Cytosol fast
aller Zellen vorhanden sind (MANNERVIK 1985). In der Regel wird bei diesen Reaktionen GSH
an elektrophilen Kohlenstoff gebunden, sodass die mit GSH konjugierten Substanzen besser
wasserloslich werden und renal eliminiert werden kénnen. Einige Beispiele fiir Substanzen,
an deren Detoxifikation GSH beteiligt ist, sind Quecksilber und andere Schwermetalle, sowie
Trichlorethylen, Epoxide und aromatische Kohlenstoffverbindungen.

Es kann allerdings durch die Konjugation mit Glutathion auch zur toxifizierenden Wirkung
kommen. Als Beispiel ist Dibromoethan anzufiihren, das durch die Reaktion zu einem
hochreaktiven Karzinogen wird (RANNUG 1980).

Als weiteren Punkt beziglich der Funktion des GSH ist dessen Beteiligung an zahlreichen
enzymatischen Reaktionen im Organismus zu erwdhnen, wie beispielsweise die
Arachidonsdurekaskade, in deren Verlauf sowohl Leukotriene als auch Prostaglandine
entstehen, beides Mediatoren, zu deren Bildung GSH einen wichtigen Beitrag leistet. Zuletzt
sei zu nennen, dass sowohl GSH als auch GSSG durch ihre Bindung an Enzyme diese erst

aktivieren bzw. inhibieren kénnen (GILBERT 1982).
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1.2 Die Ausscheidung des Glutathions liber die Nieren

1.2.1 Die renale Ausscheidung von Glutathion

Obwohl der groRte Teil des koérpereigenen GSH in der Leber synthetisiert wird, sind die
Nieren das zentrale Organ, was die Homoostase und den Metabolismus des Glutathions
betrifft. Der Grund dafiir ist der hohe Bedarf an GSH zum Schutz vor oxidativem Stress, dem
die Nieren ausgesetzt sind, sei es durch erhéhten aeroben Metabolismus oder aber durch
die zahlreichen potentiell toxischen Stoffe, deren Ausscheidungsort die Nieren sind. Dieser
Bedarf an GSH wird zum einen durch einen Transport von extrazellular, zum anderen durch
eine erhohte Syntheseleistung intrazellular gedeckt. Zudem verfligen die Nieren Uber grofRe
Mengen an Enzymen des Redox-Zyklus wie der GSSG-Reduktase und der GSH-Peroxidase
(LASH und PUTT 1999).

Bereits wahrend einer Passage durch Glomerulus und Nephron werden mehr als 80% des
Plasma-GSH aus dem Blut entfernt, ein Wert, der die alleinige Filtrationsfahigkeit der Niere
ibersteigt (HABERLE et al. 1979; RANKIN et al. 1985). Demzufolge muss ein Teil der renalen
GSH-Extraktion zuséatzlich tiber Sekretionsmechanismen, sehr wahrscheinlich im proximalen
Tubulus, erfolgen (RANKIN et al. 1985). Diese Transportmechanismen wurden erstmals von
LASH und JONES 1984 untersucht, die damals eine Natriumabhangigkeit der GSH-Aufnahme
Uber die basolaterale Membran proximaler Tubuluszellen entdeckten. Welche
Transportsysteme dafiir in Frage kommen oder von Lash diskutiert wurden, soll im Rahmen
dieser Dissertationsarbeit weitergefiihrt werden.

Die renale Extraktion des Glutathions aus dem Plasma erfolgt auf zwei Wegen: Zum einen
durch Filtration und intraluminale Degradierung des GSH durch die y-GT, zum anderen durch
Transport aus dem Plasma mittels aktiver Transportsysteme Uber die basolaterale Membran
und anschlieRender luminaler Sekretion iber Transportsysteme der Bilirstensaummembran
(INOUE und MORINO 1985). Dabei handelt es sich um einen potentialabhadngigen Prozess, da
proximale Tubuluszellen ein innen negatives Potenzial von -70 mV besitzen, das den Efflux
des negativ geladenen GSH beglinstigt. Zum anderen liegt die luminale GSH-Konzentration
etwa 2 - 3fach unter der intrazellularen Konzentration an GSH, welches den Efflux entlang
dem Konzentrationsgradienten beglinstigt. Welche Transporter fir die Sekretion in Frage
kommen, ist bislang noch nicht eindeutig geklart. Es sind jedoch Proteine bekannt, die in der
Blirstensaummembran lokalisiert sind und zu deren Substraten auch Glutathion gehort wie

beispielsweise die ,multidrug resistance-associated proteins (MRP’s)“ oder das ,,Organische
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Anionen transportierende Polypeptid (OATP1)“ (BALLATORI et al. 2009). Einen Uberblick

Uber die bisher bekannten an der Extraktion von GSH beteiligten Transporter gibt Abbildung

1.4.
GSH
Renal Plasma (50%) Gilomerular Filtration (309
RENAL PROXIMAL TUBULAR CELL
GSH &» G5H
OATPI

2 Nat MREP2/4 l GGT
1 DP

GSH

< Cys ——  (y3
Protein
L . A MITOCHONDRIA y.
BLM BEM

Abb. 1.4: Ubersicht liber den renalen GSH-Metabolismus und -Transport

(Quelle: LASH 2005, Seite 332)

In dieser Abbildung hat Lash alle Prozesse dargestellt, die den renalen GSH-Stoffwechsel beeinflussen. Dies
umfasst Transport, Synthese und Abbau des Glutathions. In den Nieren werden etwa 80% des GSH aus dem
Blut extrahiert. 30% davon werden glomerular filtriert, die Gbrigen 50% werden Uber die Basolateralmembran
(BLM) aufgenommen. Diese Aufnahme erfolgt entweder natriumabhé&ngig (SDCT-2) oder im Austausch gegen
2-Oxoglutarat (ZOGZ') Uber die organischen Anionen-Transporter OAT1/3. In das Lumen erfolgt entweder ein
Efflux tGber das , Organische Anionen Transportierende Polypeptid“ (OATP1) oder die ,multidrug resistance-
associated proteins” (MRP2/4). Weiterhin wird eine Aufnahme in die Mitochondrien im Austausch gegen 20G>
iiber den Oxoglutarat-Transporter (OGC) bzw. anorganische Phosphate (P;”) iiber einen Dicarboxylat-
Transporter (DCC) diskutiert. Innerhalb der Mitochondrien dient GSH der Aufrechterhaltung des Redoxstatus.
Auf der AuRenseite der luminalen Membran (BBM) erfolgt durch die y-GT (GGT) und Dipeptidasen (DP) der
Abbau des GSH in seine Aminosduren, beispielhaft ist Cystein (Cys) abgebildet. Uber luminale
Aminosduretransporter werden diese resorbiert und stehen intrazellular zur erneuten Synthese von GSH zur
Verfligung. Diese GSH-Synthese wird durch die y-Glutamyl-Cystein-Synthetase (GCS) und die Glutathion-

Synthetase (GS) katalysiert.
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1.2.2 Transport von Dicarboxylaten in der Niere

Da GSH mit seinen zwei endstandigen Carboxylgruppen (Abb. 1.1) in seiner Struktur sehr den
Dicarboxylaten dhnelt, liegt die Vermutung nahe, wie auch von Lash (LASH 2005) schon
angesprochen, dass GSH Uber Dicarboxylat-Transporter in die proximale Tubuluszelle
aufgenommen werden kann.

Unter aeroben Bedingungen entstehen im Rahmen des Citratzyklus ubiquitdar im Organismus
Di- und Tricarboxylate, wie beispielsweise Succinat, a-Ketoglutarat, Fumarat oder Citrat,
deren Gemeinsamkeit zwei endstandige Carboxylgruppen (-COOH) sind.

Succinat ist das Salz der Bernsteinsaure (HOOC—CH,—CH,—COOH). Es kommt im Organismus

aller Lebewesen als Succinat-Anion vor (Abbildung 1.5).

00C 0

Abb. 1.5: Strukturformel des Succinat-Anions

(Quelle: Wikipedia, s.v. Succinate)

In den proximalen Tubuluszellen der Nieren werden Uber die natriumabhangigen
Dicarboxylat-Transporter Metabolite des Citratzyklus sowohl iber die apikale Membran aus
dem Ultrafiltrat als auch Uber die basolaterale Membran aus dem Blut resorbiert. Man
unterscheidet dabei beim  Menschen ein  Transportsystem der apikalen
Blrstensaummembran mit niedriger Substrataffinitat (RNaDC1) von einem der basolateralen

Membran mit hoher Substrataffinitat (hNaDC3) (PAJOR 2006).


http://de.wikipedia.org/wiki/Bernsteins%C3%A4ure
http://de.wikipedia.org/wiki/Anion
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1.3 Die Gen-Familie der Sulfat- und Carboxylat-Transporter: SLC13

Die SLC13-Gen-Familie umfasst den Menschen betreffend insgesamt fiinf Mitglieder, die in
ihrer Aminosauresequenz zu etwa 40 - 50% identisch sind. Auch in weiteren Spezies,
beginnend beim Fisch bis hin zu S3ugetieren, sind Transportproteine mit verwandten
Gensequenzen und Funktionen der SLC13-Familie nachweisbar (PAJOR 2006). Unterteilt wird
diese Gen-Familie in zwei groBe Gruppen, die Natrium-Sulfat-Transporter (NaS) und die
Natrium-Carboxylat-Transporter (NaC) (MARKOVICH und MURER 2004). Die Proteine werden
in zahlreichen Geweben wie Niere, Plazenta, Gehirn oder auch dem Gastrointestinaltrakt
exprimiert. Eine Ubersicht tiber die Mitglieder der SLC13-Genfamilie gibt Tabelle 1.1, ein
phylogenetischer Stammbaum, der die Verwandtschaft aller bis jetzt bekannten Mitglieder

der SLC13-Familie zeigt, ist in Abbildung 1.6 dargestellt.

SLC13A2

rbNaC1
hNaC1

rNaC2
SLC13A5 fNaC3
hNaC2 SLC13A3
hNaC3
rNaS2 NaC3
hNa$2 mNaC3
mNaS2
hNaS1
SLC13A4 w
0.1 SLC13A1

Abb. 1.6: Phylogenetischer Stammbaum der SLC13-Genfamilie
(Quelle: MARKOVICH und MURER 2004, Seite 596)
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1.3.1 Die Natrium-Carboxylat-Transporter (NaC'’s)

Die Natrium-Carboxylat-Transporter (NaC’s) umfassen spezieslbergreifend eine grolle
Anzahl an Di- und Tricarboxylaten transportierenden Proteinen. Den menschlichen
Organismus betreffend sind bisher lediglich drei NaC’s identifiziert worden: das SLC13A2
Gen, das fiur das Protein hNaDC1 steht, sowie das SLC13A3 Gen, das fiir das Protein hNaDC3,
und das SLC13A5 Gen, das fur das Protein hNaCT steht. Da fir hNaDC3 und hNaCT ein
Beitrag zur Aufnahme von GSH vermutet wird und deshalb diese Proteine im Rahmen dieser

Dissertationsarbeit untersucht wurden, werden sie nachfolgend naher charakterisiert.

1.3.2 Charakteristika des humanen natriumabhangigen Dicarboxylat-Transporters
(hNaDC3)

Bei dem humanen natriumabhangigen Dicarboxylat-Transporter Typ 3 handelt es sich um ein
aus 602 Aminosduren bestehendes Protein mit insgesamt 12 Transmembrandomanen
(WANG H et al. 2000). Der hNaDC3 ist ein natriumabhangiges Transportsystem mit hoher
Affinitat fur Dicarboxylate wie beispielsweise Succinat. Exprimiert wird der hNaDC3 in der
basolateralen Membran proximaler Tubuluszellen der Niere (WANG J et al. 2003), in der
sinusoidalen Membran von Hepatozyten (CHEN X et al. 1999), im Gehirn (YODOYA et al.
2006) sowie in der Plazenta (PAJOR 2006).

Substrate des hNaDC3 sind Dicarboxylate wie Succinat, Dimethylsuccinat, Glutarat,
o-Ketoglutarat, Fumarat, N-Acetyl-Aspartat und Citrat, wobei a-Ketoglutarat zur Zeit als das
physiologische Substrat des hNaDC3 angesehen wird. In den meisten Untersuchungen wird
jedoch Succinat als prototypisches Substrat eingesetzt, da es radioaktiv-markiert erhaltlich
ist. Tabelle 1.2 gibt einen Uberblick iiber die bisher identifizierten Substanzen, mit denen der
hNaDC3 interagiert. Diese Resultate wurden entweder in cis-Inhibitionsstudien (die
Hemmung der Aufnahme von radioaktiv-markiertem Succinat wird in Abhangigkeit
aufsteigender Konzentrationen des moéglichen Substrats gemessen) oder, wenn das mogliche
Substrat in radioaktiv-markierter Form vorlag, direkt in Aufnahmestudien erzielt (HUANG et
al. 2000). Da es sich bei dem hNaDC3 um einen elektrogenen Transporter handelt, der drei
Natrium-lonen zusammen mit einem divalenten Succinat transportiert (WANG H et al. 2000),
kann auch die Zwei-Elektroden-Spannungsklemm-Technik herangezogen werden
(BURCKHARDT et al. 2005). Als Expressionssystem dienten entweder Xenopus-laevis-Oozyten
(BURCKHARDT et al. 2004; HAGOS et al. 2008) oder eine humane Zelllinie (HUANG et al.



Einleitung

2000). Xenopus-laevis-Oozyten besitzen die Eigenschaft, artfremde RNA zu transkribieren
und zu translatieren, sodass das artfremde Protein in ihre Plasmamembran eingebaut wird
(WAGNER et al. 2000). Die humane Zelllinie (HRPE: Human Retinal Pigment Endothelial) wird
mit dem hNaDC3-Protein stabil-transfiziert (HUANG et al. 2000). Sowohl die Xenopus-laevis-

Oozyten als auch die HRPE-Zellen besitzen wenig endogene Proteine, die mit dem

Uberexprimierten hNaDC3 interagieren kdnnen.

Substrat Expressions- Transport Hemmung Referenzen
system (Kiy in M) (ICs50 in M)
N-Acetylaspartat HRPE-Zellen 232 HUANG et al. 2000
Oozyten 300 HUANG et al. 2000
D- und L-Aspartat HRPE-Zellen + WANG H et al. 2000
HRPE-Zellen 3070 HUANG et al. 2000
Butyrat HRPE-Zellen - WANG H et al. 2000
Citrat HRPE-Zellen + WANG H et al. 2000
Oozyten + WANG H et al. 2000
Dimethylsuccinat Oozyten 112 WANG H et al. 2000
HRPE-Zellen + WANG H et al. 2000
Oozyten + BURCKHARDT et al. 2005
Dimercaptosuccinat Oozyten + BURCKHARDT et al. 2005
Folat Oozyten + BURCKHARDT et al. 2005
Fumarat HRPE-Zellen + WANG H et al. 2000
Oozyten + BURCKHARDT et al. 2005
Glutamat HRPE-Zellen - HUANG et al. 2000
Oozyten + BURCKHARDT et al. 2005
Glutarat, a-Keto- HRPE-Zellen + + WANG H et al. 2000
glutarat Oozyten 40, 45 BURCKHARDT et al. 2005
D2-, L2- u. 30HGA Oozyten 164; 267; 930 + HAGOS et al. 2008
Guanidinosuccinat ~ Oozyten - BURCKHARDT et al. 2005
Lactat HRPE-Zellen - WANG H et al. 2000
Oozyten - WANG H et al. 2000
Malat HRPE-Zellen + WANG H et al. 2000

Oozyten

WANG H et al. 2000
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Oozyten + BURCKHARDT et al. 2005
Maleat HRPE-Zellen WANG H et al. 2000
Oozyten - WANG H et al. 2000
Malonat HRPE-Zellen WANG H et al. 2000
Oozyten - WANG H et al. 2000
Oxalat HRPE-Zellen - WANG H et al. 2000
Oozyten - BURCKHARDT et al. 2005
Oxaloacetat Oozyten + BURCKHARDT et al. 2005
Pyruvat HRPE-Zellen WANG H et al. 2000
Oozyten - WANG H et al. 2000
Succinat HRPE-Zellen 20,4 WANG H et al. 2000
Oozyten 102 WANG H et al. 2000
25 BURCKHARDT et al. 2005
Valerat HRPE-Zellen WANG H et al. 2000

Tabelle 1.2: Substratspezifitdt des hNaDC3

Die Kn,-Werte wurden entweder elektrophysiologisch oder durch die Aufnahme der markierten Substanz

bestimmt. Sie variieren je nach Expressionssystem (Oozyten oder HRPE (Human-Retinal-Pigment-Endothelial-

Zellen)) und Versuchsbedingung.
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1.3.3 Charakteristika des humanen natriumabhangigen Citrat-Transporters (hNaCT)

Bei dem humanen natriumabhangigen Citrat-Transporter handelt es sich um ein Mitglied der
SLC13-Genfamilie. Unter dem Gen-Namen SLC13A5 wird er dabei der Gruppe der Natrium-
Carboxylat-Transporter (NaC’s) zugeordnet, die Stochiometrie von Natrium und Substrat
liegt bei diesem elektrogenen Transporter bei 4:1 (INOUE et al. 2002b).

Zwar gleicht die Aminosauresequenz des NaCT der Ratte zu 44 - 50% der des NaDC3 der
Ratte (INOUE et al. 2002b), in den funktionellen Eigenschaften unterscheidet er sich
allerdings in einigen Punkten deutlich von den anderen Mitgliedern der Carboxylat-
Transporter. Am auffalligsten ist diesbeziiglich die geringe Affinitat, die der hNaCT fir
Dicarboxylate aufweist. Sein stattdessen bevorzugtes Substrat ist das Tricarboxylat Citrat
(INOUE et al. 2002b). Insgesamt weist der hNaCT ohnehin ein deutlich engeres Spektrum an
Substraten als der hNaDC3 auf. Substanzen, die Uiber ihn transloziert werden oder mit ihm
interagieren, sind in Tabelle 1.3 zusammengestellt. Im Gegensatz zum hNaDC3 wurden beim
hNaCT keine ICso-Werte der Hemmung des prototypischen Substrats Citrat gemessen,
sondern nur der prozentuale Anteil der Hemmung der Aufnahme von Citrat durch jeweils 2,5

mM der jeweiligen Substanz bestimmt.

Substrat Transport (K, in pM) % der Aufnahme von Citrat
Citrat 650 16
cis-Aconitat 116
Fumarat 92
Isocitrat 125
o-Ketoglutarat 111
Lactat 128
Malat 62
Maleat 121
Malonat 120
Pyruvat 108
Succinat 67

Tabelle 1.3: Substratspezifitdt des hNaCT
(modifiziert nach: INOUE et al. 2002a)
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Da die Ausscheidungsrate von Glutathion (GSH) die der glomeruldren Filtrationsrate
Ubersteigt, muss GSH zusatzlich zur glomeruldren Filtration sezerniert werden. Entlang des
Nephrons ist der proximale Tubulus Ort vieler Sekretionsvorgdnge. Da bereits in friiheren
Untersuchungen an isolierten Tubuli und an Nierenzellen natriumabhangige
Transportmechanismen bei der Aufnahme von GSH in die Zelle aus dem Blutplasma
nachgewiesen wurden, lag es nahe, bisher identifizierte natriumabhangige Transporter der
basolateralen Membran proximaler Tubuluszellen auf ihre Interaktion mit GSH zu
untersuchen. Da GSH zwei endstdndige Carboxylgruppen besitzt, konnte GSH mit einem
Transportsystem fir Dicarboxylate interagieren oder sogar von diesem als Substrat
akzeptiert werden. Bisher wurden in der basolateralen Membran proximaler Tubuluszellen
des Menschen ein natriumabhangiger Dicarboxylat (hNaDC3)- und ein natriumabhangiger
Tricarboxylat (hNaCT)-Transporter identifiziert. Beide sind elektrogene Transporter, die drei
bzw. vier Natrium-lonen zusammen mit einem Di- bzw. Tricarboxylat translozieren. Bei
Ersatz des Natriums durch ein anderes Kation erfolgt keine Aufnahme des prototypischen
Substrats Succinat (hNaDC3) und Citrat (hNaCT). In dieser Arbeit wurden in cis-
Inhibitionsexperimenten die Interaktionen von GSH mit Succinat und Citrat untersucht, um
so Evidenzen fiir einen GSH-vermittelten Transport Gber den hNaDC3 bzw. den hNaCT zu

erhalten.
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2 Material und Methoden

Im nun folgenden Abschnitt werden die fiir die Versuchsreihen verwendeten Gerate,
Chemikalien und Enzyme mit Bezeichnung bzw. entsprechendem Hersteller aufgefiihrt.
Zudem werden die einzelnen Losungen in ihren Zusammensetzungen und Konzentrationen
beschrieben. Im Anschluss daran folgt in chronologischer Reihenfolge die Darstellung eines
Versuchsablaufes von der Synthese der verwendeten RNA Uber das Operieren eines
letztendlichen  Aufbau und der

Frosches bis hin  zum Durchfiihrung des

Transportexperiments.

2.1 Chemikalien

Stoffbezeichnung

Bezugsfirma

Ampicillin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Calcium-Chlorid

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland

DL-Dithiothreitol (DL-DTT)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Ethanol 70%

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland

Glycin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Glutathion, reduzierte Form (GSH)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Glutathion, oxidierte Form (GSSG)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

HCI

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Hefeextrakt

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

Hepes-(N-(2-Hydroxyethyl)-

piperazin-N-(2-Ethansulfonsaure))

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland

Isopropanol

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Kalium-Chlorid

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland

Kollagenase, Type CLS Il

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

L-Cystein

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

L-Glutaminsaure

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Lithium-Chlorid

Fluka Chemie GmbH, Buchs, Schweiz

Lumasafe

Lumac LSC, Groningen, Niederlande

Natrium-Chlorid

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland
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NaOH

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Natrium-Pyruvat

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Natrium-Succinat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

N-Methyl-D-Glucamin (NMDG)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Tricain

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

TRIS-Puffer (Tri-(Hydroxymethyl)-

Aminoethan)

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland

Trypton

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Wasserstoffperoxid 30%

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

[**C]-Citrat

GE Healthcare Life Sciences, Amersham, UK

[3°S]-GSH

PerkinElmer, Boston, MA, USA

[**C]-Succinat

PerkinElmer, Boston, MA, USA

Tabelle 2.1: Auflistung verwendeter Chemikalien

2.2 Gerate und Zubehor

Gerat Typenbezeichnung Bezugsfirma
Feinwaage Sartorius 2002 MP1 Sartorius AG Mechatronik,

Gottingen, Deutschland

Gerat zur Herstellung der PE-2

Kapillarspitzen

Narishige Scientific Instrument

Lab., Tokyo, Japan

Glaskapillaren (Herstellung Sodaklarglas World Precision Instruments,
der Injektionskaniilen) Sarasota, Fl, USA
Glasmaterialien Duran Schott AG, Mainz, Deutschland
Inkubator (37°C, RNA- Heraeus Instruments, Osterode,
Synthese) Deutschland

Inkubator fir Typ 3031 GFL GmbH, Burgwedel,
Schiittelkulturen Deutschland

Kaltlichtquellen KL 1500 Schott AG, Mainz, Deutschland
Kihlschrank 4°C FKS 3610 Liebherr-Hausgerate GmbH,
(Aufbewahrung der Medien) Ochsenhausen, Deutschland
Gefrierschrank —80°C Herafreeze Heraeus Instruments, Osterode,

(Aufbewahrung cRNA etc.)

Deutschland
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Magnet-Rihrer

KMO2 electronics

Janke & Kunkel GmbH, IKA-Werk,

Staufen, Deutschland

Mikroliterpipetten

Eppendorf Deutschland Vertrieb
GmbH, Wesseling-Berzdorf,
Deutschland

Mikroskop Wild M38 Wild Heerbrugg AG,
Heerbrugg, Schweiz
Mini-Vials 6ml, 73680 Sarstedt AG und Co.,

NiUmbrecht, Deutschland

Nanoliter-Injektor

Nanoliter 2000

World Precision Instruments,

Sarasota, Fl, USA

Oozyteninkubator (16°C)

Eigenbau der Institutswerkstatt

pH-Meter

pH-Meter CG 820

Schott-Gerate GmbH, Hofheim,

Deutschland

Plexiglasabschirmung

(Strahlenschutz)

Eigenbau in der

Institutswerkstatt

Schittler

Typ 4020

Kottermann GmbH & Co KG,

Uetze/Hanigsen, Deutschland

Szintillationscounter

TRI-CARB 2900 TR

Packard BioScience Company,

Meriden, CT, USA

,24-Well-Platten” fiir die

Inkubation der Oozyten

Sarstedt AG und Co.,

NiUmbrecht, Deutschland

Zentrifuge

Biofuge fresco

Heraeus Instruments, Osterode,

Deutschland

Tabelle 2.2: Auflistung verwendeter Materialien und Geréte
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2.3 Reaktions-Kits und Enzyme

Enzym/Kits

Bezugsfirma

mMessage mMachine® T7

Transcription Kit

Ambion Inc., The RNA Company, Austin, Tx, USA

Pure YieldTM Plasmid Miniprep

System

Promega Corporation, Madison, WI, USA

High pure PCR Cleanup Micro Kit

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland

Not |

Fermentas Life Science GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland

Tabelle 2.3: Auflistung verwendeter Reaktions-Kits

2.4 Losungen und Medien

Oozyten-Ringerlosung (ORI)

NaCl 110 mM
KCl 3mM
CaCl, 2mM
Hepes 5mM

Titration mit TRIS-Puffer auf pH 7,5 bei Raumtemperatur

Natriumfreier ORI

KCl 3mM
CaCl, 2mM
Hepes 5mM
NMDG 110 mM
HCI 110 mM

Die Zugabe mit HCl bis zum Erreichen des pH-Wertes 7,5 erfolgt, um das entsprechende

Anion fir NMDG bereit zustellen.
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Aufbewahrungs-ORI
In dieser Losung werden die mit RNA- bzw. Wasser-injizierten Oozyten fiur 3-4 Tage (bis zur

Expression des Transportproteins) bei 16°C inkubiert.

NaCl 110 mM
KCl 3 mM
CaCl, 2 mM
Hepes 5mM
Natrium-Pyruvat 2,5mM
Gentamycin 0,05 g/l

Titration mit TRIS-Puffer auf pH 7,5 bei Raumtemperatur

Luria-Bertani-Medium (LB)

Hefeextrakt 5g/I
NaCl 10g/|
Trypton 10g/I

Ampicillin-Zugabe im Verhaltnis 1:100, Titration mit NaOH auf pH 7,0 bei Raumtemperatur

Ubersicht der jeweiligen Versuchsmedien
Zur besseren Ubersicht werden die verschiedenen Lésungen mit Abkiirzungen versehen. Fiir
die jeweiligen Versuchsmedien wurde als Basis normale Oozyten-Ringerlosung (ORI) unter

Zugabe des zu untersuchenden Stoffes verwendet.

Bezeichnung Zugabe von Konzentration
ORlgy Glycin 3mM
ORl¢ys Cystein 3mM
ORlgp, Glutamat 3mM
ORlgsy GSH 3mM
ORlgsse GSSG 3mM
ORlprr DTT 3mM

Tabelle 2.4: Auflistung verwendeter Medien

Fiir den Fall, dass abweichende Konzentrationen verwendet wurden, wie beispielsweise fir

GSH oder Succinat, so wird dies im Text erlautert.
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2.5 cRNA-Synthese

Fiir die Synthese der hNaDC3-RNA wird das mMessage mMachine® T7 Transcription Kit von
Ambion verwendet. Die entsprechende DNA-Matrize wird zuvor in mehreren
Arbeitsschritten gewonnen, beginnend mit der Anzucht von Plasmid-tragenden E.coli-
Kulturen, Uber deren Aufreinigung bis hin zur Gewinnung des geschnittenen Plasmids durch

den Verdau mit Restriktionsenzymen.

2.5.1 Anzucht der E.coli-Kulturen und Plasmidpraparation
Die Plasmid-tragenden E. coli-Kulturen werden in einer LB-Losung, versetzt mit Ampicillin im
Verhaltnis 1:100, bei 37°C fiir 16-20 h in einem Schittelinkubator bei einer Frequenz von 220

d™Plasmid

rpm gezogen. AnschlieBend wird die Aufreinigung des Plasmids mit dem Pure Yiel
Miniprep System von Promega durchgefiihrt, das alle fir die Praparation notwendigen
Losungen (Puffer) und die Saule enthalt. Zu diesem Zweck werden zunidchst 600 pl der
Bakterienkultur bei Raumtemperatur bei 13000 g zentrifugiert, sodass sich die E.coli-Zellen
am Boden absetzen. Dieses Pellet wird in 100 pl des Lyse-Puffer resuspendiert. Im Anschluss
erfolgen eine Neutralisierung sowie eine weitere Zentrifugation, um Zelldetritus und Lysat
voneinander zu trennen. In nachfolgenden Wasch- und weiteren Zentrifugationsschritten,
jeweils bei 13000 g, wird aus diesem Lysat mit Hilfe einer Aufreinigungs-Saule, in deren
Zentrum sich ein Silica-Gel-Filter befindet, die Plasmid-DNA gewonnen. In dieser Membran
wird die DNA gebunden, wahrend Salze, Zellbestandteile, etc. entfernt werden. Als
Waschlosungen dienen zum einen die Endotoxin-Removal-Wash-, zum anderen die Column-

Wash-Solution. In einem letzten Schritt wird die aufgereinigte DNA schlieflich mit 30 pl

Elutions-Puffer aus der Filtermembran gel6st und kann nun bei -20°C gelagert werden.

2.5.2 Verdau mit Restriktionsenzymen und Aufreinigung des geschnittenen Plasmids

Um die so gewonnene DNA fiir die spatere cRNA-Synthese nutzen zu kénnen, ist zunachst
die Linearisierung der Plasmid-DNA notwendig. Dies wird mit der Restriktionsendonuklease
Not | von Fermentas Inc. durchgefiihrt. Mit Hilfe deren Zielsequenz, dem Palindrom
5’GCGGCCGC3’, wird der fir unseren Transporter codierende Abschnitt des Plasmids erkannt
und aus dem Vektor herausgeschnitten. Fiir die Durchfiihrung dieses Verdaus werden 10 ug

des entsprechenden Plasmids zusammen mit 5 pl Puffer 0 (50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,,
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100 mM NacCl, 0,1 mg/ml BSA) und 5 pl des Enzyms Not I, mit nukleasefreiem Wasser auf ein
Volumen von 50 pul aufgefullt, fir 2 h bei 37°C inkubiert.

Im Anschluss daran erfolgt die Aufreinigung des nun geschnittenen Plasmids mit dem High
pure PCR Cleanup Micro Kit von Roche. Dazu wird die entsprechende LOsung mit
nukleasefreiem Wasser auf ein Volumen von 100 pl aufgefillt, mit 400 ul Bindungs-Puffer
gemischt und in einem , High Pure Filter Tube” bei 8000 g zentrifugiert, sodass das Plasmid
innerhalb einer Filtermembran aus Silica-Gel gebunden wird, wahrend der Rest der Losung
entfernt wird. Dieses Procedere wiederholt man zweimal mit 300 ul eines Wasch-Puffers,
um optimale Reinheit zu gewahrleisten. In einem letzten Schritt werden schlieBlich 20 ul

eines Elutions-Puffers hinzugegeben, um die nun gereinigte DNA vom Filter zu trennen.

2.5.3 Synthese der cRNA

Da die zuvor linearisierte Plasmid-DNA (ber eine Promotor-Region fiir die T7-RNA-
Polymerase verfligt, wird fir die Synthese der mRNA des hNaDC3-Transporters das
mMessage mMachine® T7 Transcription Kit von Ambion verwendet.

Dazu werden in ein Eppendorfgefall zundchst folgende Reagenzien gegeben:

10ul  2x NTP/CAP (15 mM ATP, 15 mM CTP, 15 mM UTP, 3 mM GTP, 12 mM cap analog)
2 ul 10x Reaktions-Puffer (Salze, Puffer, Dithiothreitol)

2 Enzym-Mix (RNA-Polymerase, RNase Inhibitor)

1,05 pg geschnittene Plasmid-DNA.

AnschlieBend wird das Volumen des Reaktionsgemisches mit nukleasefreiem Wasser auf
20 ul aufgefiillt und fiir zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Innerhalb dieser Zeit wird die mRNA
durch die RNA-Polymerase synthetisiert. Zudem erfolgt eine Modifizierung am 5’-Ende, das
sog. capping, wodurch ein Transport der mRNA sowie eine Translation an den Ribosomen
erst ermoglicht werden. In den nun folgenden Arbeitsschritten wird zunachst die Matrizen-
DNA durch Zugabe von 1 pl TURBO-DNase wahrend einer 15-minitigen Inkubationszeit
entfernt, bevor die RNA durch Zugabe von 15 pl Ammoniumacetat-Stop-Lésung (5 mM
Ammoniumacetat, 100 mM EDTA) gefallt wird.

Um eine Prazipitation der RNA zu erreichen, wird schlieRlich nach Zugabe von 150 ul

Isopropanol und 115 ul nukleasefreiem Wasser fiir 45 min bei 13000 g und 4°C zentrifugiert.
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Das auf diese Weise entstandene Pellet wird in zwei weiteren Schritten mit jeweils 200 pl
Ethanol und folgender 5-minitiger Zentrifugation bei 4°C gewaschen. Nach einem
Trockenvorgang wird es anschlieBend in 15 pl nukleasefreiem Wasser resuspendiert und
nach photometrischer Messung auf eine Konzentration von 1 pg/ul mit RNAase-freiem
Wasser verdiinnt. Die Aufbewahrung erfolgt bei -80°C.

Die Synthese der RNA des hNaCT erfolgt in dhnlichen Arbeitsschritten und wird demzufolge

nicht detailliert beschrieben.
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2.6 Xenopus-laevis-Oozyten als Expressionssystem

2.6.1 Entnahme und Selektionierung der Oozyten

Zur Gewinnung der Oozyten erfolgt zunachst die Anasthesie eines Xenopus-laevis-Weibchens
in einem Eisbad, dem 0,2 % Tricain zugesetzt sind. Uber eine etwa 1 cm lange abdominelle
Inzision kdénnen nun Teile des Ovars entnommen werden. Anschliefend erfolgt der
Wundverschluss mit resorbierbarem Nahtmaterial. Dieser Eingriff wurde von einer
Mitarbeiterin des Instituts unter Einhaltung der geltenden Tierschutzvorschriften

durchgefiihrt (Ausnahmegenehmigung nach §9 Abs. 1 Satz 4 des Tierschutzgesetzes).

Abb. 2.1: Xenopus laevis
(A) Zwei Xenopus-laevis-Weibchen im auf 16°C aufgeheizten Aquarium, (B) Lagerung des Frosches im Eisbett
vor der Entnahme des Ovars und (C) wadhrend der Operation mit isoliertem, aber noch nicht abgetrenntem

Ovarlobus.
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Um eine Trennung der Oozyten vom ovariellen Bindegewebe zu erreichen, wird das
entnommene Material zunachst vorsichtig in kleinere Teile zerlegt, mehrfach mit Oozyten-
Ringer-Losung (ORI, Zusammensetzung siehe S. 18) gespiilt und anschlieRend fiir 16 h in ORI
unter Zugabe von Kollagenase (6 mg auf 20 ml ORI) bei 16 - 18°C inkubiert. Um die Trennung
der Oozyten von den noch vorhandenen Follikelresten nochmals zu beschleunigen, erfolgt
die Zugabe von calciumfreier Oozyten-Ringer-Losung fir weitere 10 min. Nach mehrfacher
griindlicher Spilung in ORI kdnnen die Oozyten nun selektioniert werden. Dies erfolgt unter
dem Mikroskop, wobei die fiir die spatere Injektion verwendbaren im Stadium V und VI

befindlichen Oozyten mit Hilfe einer Glaspipette in gesonderte Gefalle Gberfihrt werden.

Abb. 2.2: Oozyten nach der Entnahme

(A) Teil eines entnommenen Ovars mit sichtbaren Bindegewebsstrukturen, (B) unselektionierte Oozyten nach

16-stlindiger Inkubation in Kollagenase-Losung

Die Stadien V und VI zeichnen sich dadurch aus, dass die Oozyten deutlich in eine dunkel-
pigmentierte animale Hemisphare, in der sich der Kern befindet, und eine helle, vegetative
Hemisphare unterteilt sind. Ab Stadium VI sind beide Hemispharen durch ein sichtbares
dquatorielles Band getrennt (SIGEL und MINIER 2005). Der Durchmesser betrdgt zu diesem
Zeitpunkt etwa 1,1 - 1,2 mm und die Oozyten verfligen Uber grofle Mengen an Plasma
(Dottermaterial) und Nahrstoffen sowie die notwendigen Organellen, die fiir eine autonome
Proteinsynthese erforderlich sind. Da die Oozyten zudem Uber sehr wenige endogene
lonenkanale verfligen (SIGEL und MINIER 2005), sind sie als Expressionssystem fiir

Untersuchungen an Transportproteinen sehr gut geeignet.
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2.6.2 Injektion der cRNA in Oozyten

Nach dem Selektionieren sind die Oozyten bereit fir die cRNA-Injektion. Zu diesem Zweck
werden sie auf einer speziellen mit ORI gefillten Injektionsbank platziert und mit Hilfe des
Nanoliter-Injektors mit 23 nl cRNA injiziert. Dieser wurde zuvor mit einer praparierten
Glaskapillare bestiickt, deren Durchmesser durch Schmelzen und anschlieRendes Abbrechen
mittels Pinzette auf 10 - 20 um gebracht wurde. Die Kapillare wurde zudem mit Paraffin-Ol
gefillt, bevor die entsprechende cRNA aufgezogen werden konnte. Angestochen werden die
Oozyten moglichst am Ubergang vom animalen zum vegetativen Pol, um eine Verletzung des
Zellkerns zu vermeiden. Des Weiteren ist ein konsequentes Arbeiten mit Handschuhen
erforderlich, um eine Kontamination der Gerdte mit RNasen zu verhindern, die ansonsten
die Expression des entsprechenden Transportproteins verhindern wirde. Als
Kontrollgruppen werden Oozyten mit jeweils 23 nl nukleasefreiem Wasser injiziert.

Die anschlieBRende Aufbewahrung der Oozyten erfolgt in 2 ml ORI unter Zugabe von
Gentamycin und Pyruvat (Zusammensetzung s. Aufbewahrungs-ORl S.19) bei einer
Temperatur von 16 - 18°C. Es erfolgt zudem eine tadgliche Kontrolle, bei der die Losung
gewechselt und morphologisch auffallige Oozyten entfernt werden. Nach drei Tagen ist von
einer Expression der Transportproteine auszugehen, sodass nun die weiteren Versuche

erfolgen kénnen.

Abb. 2.3: Injektion der cRNA in Oozyten

(A) Anordnung der Oozyten auf der Injektionsbank, (B) mit der Glaskapillare angestochene Oozyte wahrend

der RNA-Injektion
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2.7 Aufnahme radioaktiv markierter Substrate

Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit wurden die jeweiligen Transportproteine mittels
Aufnahme radioaktiv markierter Substanzen lber die Oozytenmembran untersucht. Dabei
wurde fiir den hNaDC3 [*C]-Succinat und fiir den hNaCT entsprechend [*C]-Citrat und [**S]-

GSH verwendet.

2.7.1 Vorinkubation der Oozyten

Da in einem Grofteil der Experimente die Hemmung der Aufnahme des spezifischen
Substrates durch GSH bzw. die Aufnahme von [**S]-GSH gemessen wurde, hat sich im Verlauf
herausgestellt, dass aufgrund der stark variierenden endogenen Glutathionkonzentration
der Oozyten eine Vorinkubation mit 2 mM H,0, in ORI fir 30 min bei Raumtemperatur
sinnvoll ist. Dadurch wurden die Oozyten weitestgehend von intraoozytarem GSH depletiert,
sodass die jeweiligen Triebkrafte fir den Transport innerhalb der Oozytengruppen
vergleichbar wurden (LI et al. 2000). Im Anschluss an diese Inkubation wurden die Oozyten
grindlich in ORI gespiilt, um eine mogliche Kontamination der spater zu untersuchenden

Versuchsmedien zu verhindern.

2.7.2 Aufnahme radioaktiv markierter Substanzen

Fiir die Transportexperimente wurden die Oozyten zunachst in Gruppen von 10 - 12 in eine
»24-Well“-Platte tberfihrt. In diese Platte wurden im Anschluss 500 ul des entsprechenden
mit radioaktiv-markiertem Substrat versehenen Versuchsmediums hineinpipettiert und die
Oozyten fiir die jeweilige Inkubationszeit zugegeben. Diese betrug beim hNaDC3 15 min,
beim hNaCT 30 min. Die Konzentration an Succinat im Versuchsmedium entsprach dabei
stets 58 pumol/l (18 pmol/I [**C]-Succinat plus 40 pmol/I Natrium-Succinat), die des [*C]-
Citrats 12 pmol/I und die des GSH ~1mM (2,02 uM [>*S]-GSH plus 1 mM GSH). Im Anschluss
an die Inkubation wurden die Oozyten dreimal in eiskaltem ORI gespilt und daraufhin
jeweils in ein Szintillationsrohrchen Gberfiihrt. In diesem wurden sie zunachst in 2,5 pl NaOH
flir 2 h durch Bewegen auf einem Schittler lysiert und anschlieBend mit 2,5 ul HCI
neutralisiert. Nach Zugabe von 2,5 ml Szintillationsflissigkeit (Lumasafe) konnten die
Rohrchen verschlossen, manuell gemischt und schlieflich zur Auszahlung in den Flissigkeits-
Szintillationscounter gestellt werden. Pro Rohrchen dauerte die Messung etwa 5 min, die

jeweilige Aktivitat wurde in dpm (decays per minute) ausgegeben.
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Als Standardwerte wurden zudem aus dem Versuchsmedium jeder Oozytengruppe 4 Proben
zu je 5 pl (Vstand) €ntnommen, ebenfalls mit 2,5 ml Szintillationsflissigkeit aufgefillt und im
Counter gemessen. Die spezifische Aktivitdt (Aspe;) in dpm/pmol der jeweiligen
Versuchsmedien konnte somit aus der gemessenen Aktivitat der Standardwerte (Astang)
berechnet werden. Die Konzentration der jeweiligen Substrate, in der Formel beispielhaft fiir
Succinat (Csu) dargestellt, lag bei Versuchen mit Succinat stets bei 58 pM (18 uM [*C]-
Succinat plus 40 pM Natrium-Succinat), fur [**C]-Citrat bei 12 uM und die des GSH lag bei
~1mM (2,02 uM [**S]-GSH plus 1 mM GSH).

AStand
Aspez =
CSuc . VStand

Mit Hilfe der gemessenen Aktivitat pro Oozyte (Aoozyte) in dpm sowie der errechneten spez.
Aktivitat des Versuchsmediums (Ase;) konnte mit folgender Formel die jeweilige
Substrataufnahme pro Oozyte (Ts,.) wahrend der entsprechenden Inkubationszeit tians (flr
den hNaDC3 jeweils 15 min, die des hNaCT lag stets bei 30 min) in pmol/min berechnet

werden:

AOozyte
Tsuc =
Aspez * Trrans

oS

- ey ey
..C.i
III........UI.Q ww
SNV NENEYwS e T o

Abb. 2.4: Szintillationscounter
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3 Ergebnisse

Da die Transportcharakteristika von Succinat, dem prototypischen Substrat des hNaDC3,
bekannt sind (WANG H et al. 2000), wurde es in dieser Arbeit als Marker fir einen hNaDC3-
vermittelten Transport eingesetzt. Die unter verschiedenen Bedingungen gemessenen
Aufnahmen von [*C]-Succinat wurden immer auf die Aufnahme von [**C]-Succinat in
Abwesenheit eines Hemmstoffs bezogen. Um weitere Vergleichswerte zu haben, wurde
zudem die Aufnahme von [**C]-Succinat in hNaDC3-exprimierenden und Wasser-injizierten

Oozyten gemessen.

3.1 Zeitabhangigkeit der hNaDC3-vermittelten Aufnahme von Succinat

Um zunachst eine fiir die geplanten Versuchsreihen glinstige Inkubationszeit im jeweiligen
Versuchsmedium herauszufinden, wurde in einer Zeitreihe die Aufnahme von Succinat tUber
den hNaDC3 zu verschiedenen Zeitpunkten beobachtet. Auf diese Weise wurde sowohl eine
zu kurze Inkubationszeit, in der der Transporter noch keine aussagekraftigen Aufnahmen
zeigen kann, als auch eine zu lange Inkubationszeit vermieden, bei der letztlich die
Transporter-vermittelte Succinat-Aufnahme durch Diffusion aus dem Versuchsmedium in die
Oozyten verfalscht wird.

Zu diesem Zweck wurden die Oozyten zu Gruppen von je 8 - 12 fiir 5, 15, 30 und 60 min bei
Raumtemperatur in ORI inkubiert, dem 58 uM Succinat (18 pM [**C]-Succinat plus 40 pM
Natrium-Succinat) zugegeben wurde.

Die Konzentration an Succinat in den Oozyten stieg sowohl bei hNaDC3-exprimierenden
(Abb. 3.1 (A), geschlossene Dreiecke) als auch bei Wasser-injizierten Oozyten (Abb. 3.1 (A),
offene Dreiecke) linear iber einen Zeitraum von 60 min an. Bei hNaDC3-exprimierenden
Oozyten lag nach 5 min der Mittelwert der Succinat-Konzentration bei 9,5 + 1,5
pmol-Oozyte™, nach 15 min bei 23,27 + 5,1 pmol-Oozyte™. Eine 30-minitige Inkubationszeit
fuhrte zu einer mittleren Succinat-Konzentration von 46,1 + 13,2 pmoI-Oozyte"l, nach einer
Stunde lag dieser Wert bei 137,5 + 25,0 pmol-Oozyte™. Die ebenso behandelten Wasser-
injizierten Oozyten zeigten im Vergleich eine deutlich geringere Succinat-Aufnahme. Hier

lagen die Werte nach 5 min lediglich bei 7,3 + 2,2 pmoI-Oozyte’l, nach 15 min bei 10,9 + 2,5
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pmoI-Oozyte'l, die Aufnahmen nach 30 und 60 min stiegen auf 17,7 + 6,4 bzw. 46,6 £ 28,0
pmol-Oozyte™ an.

Durch Subtraktion der Succinat-Aufnahme hNaDC3-exprimierender und Wasser-injizierter
Oozyten konnte die alleinige hNaDC3-vermittelte Aufnahme von Succinat berechnet werden
(Abb. 3.1 (B)). Diese zeigte im untersuchten Zeitraum von bis zu 60 min ebenfalls kein
Sttigungsverhalten. Sie betrug nach 5 min 2,2 + 0,8 pmol-Oozyte™, nach 15 min 12,4 + 4,5
pmoI-Oozyte’l, nach 30 min 28,4 + 10,5 pmoI-Oozyte'1 und nach einer Stunde 90,9 * 39,8
pmol-Oozyte™.

Fiir die folgenden Versuche wurde eine Inkubationszeit von 15 min gewahlt, als Succinat-
Konzentration wurden jeweils 58 uM (18 uM [**C]-Succinat plus 40 uM Natrium-Succinat

gelost in ORI) eingesetzt.
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Abb. 3.1: Zeitabhangigkeit der Succinat-Aufnahme in hNaDC3-exprimierenden Oozyten

Die Abbildungen zeigen die Succinat-Aufnahme in Oozyten, die drei Tage zuvor mit 23 nl cRNA des hNaDC3-
Transporters bzw. 23 nl nukleasefreiem Wasser injiziert worden sind. Die Inkubationszeiten lagen bei 5, 15, 30
und 60 min, die Succinat-Konzentration betrug 58 uM.

Untersucht wurden jeweils Gruppen von 8 - 12 Oozyten von insgesamt 3 verschiedenen Versuchstieren. Die
dargestellten Werte zeigen die Mittelwerte + Standardabweichung der jeweiligen Versuchsbedingung.

(A) Dargestellt ist die jeweilige Succinat-Aufnahme pro Zeiteinheit fiir Transporter-injizierte Oozyten (A ) sowie
flr die sowie die zur Kontrolle gemessenen Wasser-injizierten Oozyten (A).

(B) Die Abbildung zeigt den hNaDC3-vermittelten Transport von Succinat als Funktion der Inkubationszeit

(Differenzwerte ( A—A) der in Abb. (A) ermittelten Daten).
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3.2 Interaktionen von Succinat mit zusatzlich verwendeten Substanzen bzw.
Reaktionsprodukten am hNaDC3-Transporter

3.2.1 Einfluss von Dithiothreitol oder oxidiertem Glutathion auf die Succinat-Aufnahme
Ziel der Arbeit war es, den Transport von GSH lUber den hNaDC3 nachzuweisen. Da GSH in
Anwesenheit von Sauerstoff sehr schnell zu GSSG oxidiert wird, war es notwendig, ein
Reduktionsmittel wie Dithiothreitol (DTT) der GSH-L6sung zuzusetzen. Dabei handelt es sich
um ein Reagenz, das die Oxidation von Sulfhydryl-Gruppen (SH-Gruppen) zu Disulfidbriicken
durch Luftsauerstoff verhindert. So wurde sichergestellt, dass GSH tatsachlich in seiner
reduzierten Form vorlag und nicht bereits wahrend der 15-minitigen Inkubationszeit zu
GSSG oxidiert wurde. Um eine Wirkung sowohl von DTT als auch von GSSG selbst auf die
Succinat-Aufnahme auszuschlieBen, wurde diese jeweils auch in Anwesenheit von 1 mM DTT
bzw. GSSG in ORI gemessen.

In Abbildung 3.2 ist die Aufnahme von Succinat allein sowie in Anwesenheit von jeweils
1 mM GSH, DTT, GSSG und der gemeinsamen Gabe von DTT und GSH dargestellt. Die
Ergebnisse dieser Versuchsreihe zeigten keinen signifikanten Unterschied im Bezug auf eine
verminderte Succinat-Aufnahme Uber den hNaDC3-Transporter bei Inkubation mit den
genannten Substraten. Auffdllig sind die insgesamt sehr hohen Werte der jeweiligen
Standardabweichungen.

Der Mittelwert der in ORI inkubierten Oozyten lag bei 19,3 £ 13,8 pmoI-Oozyte'l, die mittlere
Succinat-Aufnahme in der GSH-Gruppe betrug 24,9 + 18,5 pmol-Oozyte™, die der GSSG-
Gruppe lag bei 20,6 + 12,1 pmol-Oozyte*. Unter Zugabe von 1 mM DTT zeigten die Oozyten
eine Succinat-Aufnahme von 22,2 + 15,0 pmol-Oozyte™, bei gemeinsamer Applikation von
DTT und GSH lag der Mittelwert bei 20,9 + 12,2 pmoI-Oozyte'l.

Erwartungsgemal lagen die Werte der Wasser-injizierten Oozyten niedriger. Die in ORI
inkubierten Oozyten zeigten eine mittlere Succinat-Aufnahme von 5,9 + 2,3 pmol-Oozyte™, in
der GSH-Gruppe lag dieser Wert bei 7,7 + 2,4 pmol-Oozyte™. Die in GSSG inkubierten
Oozyten wiesen eine mittlere Succinat-Aufnahme von 7,9 + 3,7 pmol-Oozyte auf, die der
DTT-Gruppe lag bei 5,3 + 2,1 pmol-Oozyte™, fiir die DTT/GSH-Gruppe konnte ein Mittelwert
von 6,4 + 2,0 pmol-Oozyte’ gemessen werden. Alle Werte beziehen sich auf eine

Inkubationszeit von 15 Minuten.
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Abb. 3.2: Versuch des Nachweises einer Hemmung der Succinat-Aufnahme durch GSH und GSSG

Die Abbildung zeigt die Succinat-Aufnahme in Oozyten, die drei Tage zuvor mit 23 nl cRNA des hNaDC3-
Transporters bzw. nukleasefreiem Wasser injiziert worden sind. Die Inkubationszeit betrug jeweils 15 min, die
Succinat-Konzentration lag fiir alle Versuchsbedingungen bei 58 uM, die Substratkonzentration von GSH, GSSG
und DTT lag jeweils bei 1 mM. Im linken Teil der Abbildung sind die hNaDC3-Oozyten dargestellt, beginnend mit
der in ORI inkubierten Gruppe (schwarzer Balken), von links nach rechts folgen die jeweiligen Gruppen in GSH
(weiRer Balken), GSSG (dunkelgrauer Balken), DTT (mittelgrauer Balken) und DTT/GSH (hellgrauer Balken). Die
rechte Seite zeigt die zur Kontrolle gemessenen Wasser-injizierten Oozyten, die Farbgebung des Diagramms
entspricht der der linken Seite. Untersucht wurden jeweils Gruppen von 8 - 11 Oozyten von insgesamt 7
verschiedenen Versuchstieren. Die dargestellten Werte zeigen die Mittelwerte + Standardabweichung der

jeweiligen Versuchsbedingung.

3.2.2 Einfluss von GSH und dessen Aminosaurebausteinen auf die Succinat-Aufnahme

In diesem Versuch sollte getestet werden, ob neben GSH auch seine Bausteine — Glycin,
Cystein und Glutamat — die Aufnahme von Succinat in hNaDC3-exprimierenden Oozyten
beeinflussen. Alle Substanzen wurden in ORI in einer Konzentration von 1 mM und bei einem
pH von 7.5 angeboten. Die Konzentration an Succinat betrug wieder 58 uM (18 uM [**C]-
Succinat plus 40 uM Natrium-Succinat).

Der Mittelwert der nach 15 min gemessenen Succinat-Aufnahme der in ORI inkubierten
Oozyten lag bei 19,4 + 16,2 pmoI-Oozyte'l. Damit ist diese Succinat-Aufnahme vergleichbar
mit der in Abb. 3.2 gemessenen. Die Zugaben von GSH, Glycin, Cystein und Glutamat hatten
keinen wesentlichen Einfluss auf die intraoozytdre Succinat-Konzentration. Folgende Werte
wurden nach Zugabe von jeweils 1 mM GSH, Glycin, Cystein und Glutamat erhalten: 21,9 £

18,9 pmoI-Oozyte'l, 16,0 + 11,6 pmoI-Oozyte"l, 18,0 + 14,5 pmoI-Oozyte"1 und 16,0 + 11,9
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pmol-Oozyte™. Die Standardabweichungen waren mit bis zu 85% sehr hoch. Fiir die Wasser-
injizierten Oozyten ergaben sich folgende Werte: in ORI betrug der Mittelwert der Succinat-
Aufnahme 3,7 + 1,4 pmoI-Oozyte'l, unter Zugabe von 1 mM GSH lag er bei 4,0 £+ 1,7
pmol-Oozyte™. Auch die Zugaben von Glycin, Cystein und Glutamat beeinflussten die
Aufnahme von Succinat nicht. Die entsprechenden Werte fiir die Succinat-Aufnahme lagen
bei 4,5 + 2,1 pmoI-Oozyte'l, 35 + 1,1 pmoI-Oozyte’1 und 3,2 + 1,1 pmoI-Oozyte’l. In

Abbildung 3.3 sind die Resultate in Form eines Balkendiagramms graphisch dargestellt.
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Abb. 3.3: Einfluss von GSH und dessen Aminosdurebausteinen auf die Succinat-Aufnahme
Die Abbildung zeigt die Succinat-Aufnahme in Oozyten, die drei Tage zuvor mit 23 nl cRNA des hNaDC3-
Transporters bzw. nukleasefreiem Wasser injiziert worden sind. Die Inkubationszeit betrug 15 min, die
Succinat-Konzentration lag fiir alle Versuchsbedingungen bei 58 uM, die Substanzkonzentration pro
Versuchsmedium betrug 1 mM. Im linken Teil der Abbildung sind die hNaDC3-exprimierenden Oozyten
dargestellt, beginnend mit der in ORI inkubierten Gruppe (schwarzer Balken), von links nach rechts folgen die
jeweiligen Gruppen in GSH (weiBer Balken), Glycin (dunkelgrauer Balken), Cystein (mittelgrauer Balken) und
Glutamat (hellgrauer Balken). Die rechte Seite zeigt die zum Vergleich gemessenen Wasser-injizierten Oozyten,
die Farbgebung des Diagramms entspricht der der linken Seite. Untersucht wurden jeweils Gruppen von 8 - 11
Oozyten von insgesamt 6 verschiedenen Versuchstieren. Die dargestellten Werte zeigen die Mittelwerte %

Standardabweichung der jeweiligen Versuchsbedingung.
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3.3 Optimierung der Versuchsbedingungen

Bei den in den Abbildungen 3.2 und 3.3 dargestellten Versuchen konnte keine Hemmung der
hNaDC3-vermittelten Succinat-Aufnahme durch GSH nachgewiesen werden. Zusatzlich
wurden sehr unterschiedliche Succinat-Aufnahmen gemessen, die hohe
Standardabweichungen nach sich zogen. Diese Schwankungen in der Succinat-Aufnahme
konnten nicht ausschlieRlich auf saisonale Unterschiede in der Glite der Oozyten und damit
auf ihr Expressionsverhalten zuriickgefiihrt werden. Zur weiteren Uberpriifung der
Arbeitshypothese wurde deshalb eine Literaturrecherche unternommen. Diese ergab, dass
die Oozyten selbst unterschiedliche endogene Konzentrationen an GSH besitzen kénnen (LI
et al. 2000). Dieser Sachverhalt kann dadurch umgangen werden, dass entweder die
Konzentration an GSH im Versuchsmedium erhdht oder die intraoozytdre Konzentration an
GSH gesenkt wird. Eine Depletion der Oozyten von GSH kann durch Inkubation der Oozyten

in Wasserstoffperoxid (H,0,) erreicht werden (LI et al. 2000).

3.3.1 Erh6hung der Konzentration an Glutathion im Versuchsmedium

Der folgende Versuch diente der Uberpriifung, inwieweit durch eine Erhéhung der
Substratkonzentration im Versuchsmedium der Succinat-Transport (ber den hNaDC3
beeinflusst wird. Zu diesem Zweck wurden Gruppen von 7 - 11 Oozyten unter zwei
Bedingungen verglichen: zundchst wurde die Succinat-Aufnahme in ORI unter alleiniger
Zugabe von 58 uM Succinat (18 pM [**C]-Succinat plus 40 uM Natrium-Succinat geldst in
ORI) bestimmt, gegenlibergestellt wurde eine Gruppe, deren ORI neben 58 uM Succinat
3 mM GSH zugegeben wurde. Die Aufnahme von Succinat war in den beiden
Versuchsgruppen nicht signifikant voneinander verschieden. Der Mittelwert der Succinat-
Aufnahme der in ORI inkubierten Oozyten betrug 169,4 + 42,5 pmol-Oozyte™?, fur die GSH-
Gruppe lag dieser Wert bei 170,4 + 72,6 pmol-Oozyte™. Die zur Kontrolle gleich behandelten
Wasser-injizierten Oozyten zeigten unter beiden Bedingungen deutlich niedrigere Werte. Fir
die ORI-Gruppe lag die mittlere Succinat-Aufnahme bei 29,8 + 6,7 pmol-Oozyte™, in der mit
GSH inkubierten Gruppe betrug diese 32,5 + 11,3 pmol-Oozyte™. In Abbildung 3.4 folgt eine

graphische Darstellung der genannten Ergebnisse.
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Abb. 3.4: Erh6hung der GSH-Konzentration im Versuchsmedium auf 3 mM

Diese Abbildung zeigt die Succinat-Aufnahme in Oozyten, die drei Tage zuvor mit 23 nl cRNA des hNaDC3-
Transporters injiziert worden sind (linke Seite) sowie die zur Kontrolle gemessenen Wasser-injizierten Oozyten
(rechte Seite). Untersucht wurden zwei Bedingungen: eine 15-min(tige Inkubation in ORI unter Zugabe von
58 UM Succinat (schwarzer Balken), sowie dieselbe Losung mit zusatzlich 3 mM GSH (weilRer Balken). Es zeigt
sich bei alleiniger Erhdhung der Substratkonzentration auf 3mM ohne zusétzliche Vorinkubation der Oozyten
kein signifikanter Unterschied (p>0.05) beziglich der Succinat-Aufnahme. Untersucht wurden jeweils Gruppen
von 7 - 11 Oozyten von insgesamt 3 verschiedenen Versuchstieren. Die dargestellten Werte zeigen die

Mittelwerte £ Standardabweichung der jeweiligen Versuchsbedingung.

3.3.2 Dixon-Plot zur Bestimmung der K;: Hemmung der Succinat-Aufnahme durch
aufsteigende Konzentrationen an GSH

Um letztlich die Konzentration an GSH herauszufinden, durch die eine maximale Hemmung
der Succinat-Aufnahme hervorgerufen wird, wurde die Aufnahme von Succinat bei
aufsteigenden Konzentrationen an GSH gemessen und die Ergebnisse in einem Dixon-Plot
dargestellt. In Gruppen von 7 — 8 Oozyten wurde bei unterschiedlicher Succinat-
Konzentration von 18 uM bzw. 58 pM (18 puM [**C]-Succinat plus 40 pM Natrium-Succinat
gelost in ORI) die jeweilige Succinat-Aufnahme bei zunehmender Konzentration von GSH im
Versuchsmedium gemessen. Dabei wurden GSH-Konzentrationen von 0, 1, 2, 3 und 4 mM
eingesetzt, die Inkubationszeit betrug 15 min bei Raumtemperatur.

Beziglich der mit 18 uM Succinat versetzten Versuchsmedien lag der Mittelwert fiir die in
ORI inkubierten Oozyten bei 20,7 + 3,3 pmol-Oozyte™, die mittlere Succinat-Aufnahme in der
1 mM GSH-Gruppe betrug 14,9 + 3,0 pmol-Oozyte™, die der 2 mM GSH-Gruppe lag bei 18,3 +

3,4 pmol-Oozyte*. Unter Zugabe von 3 mM GSH zeigten die Oozyten eine mittlere Succinat-
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Aufnahme von 23,2 + 4,2 pmoI-Oozyte"l, der Mittelwert der in 4 mM GSH inkubierten
Oozyten lag bei 45,0 + 13,7 pmol-Oozyte™.

Die entsprechenden Gruppen, die mit der héheren Succinat-Konzentration von 58 uM
inkubiert wurden, zeigten folgende Werte: die in ORI inkubierten Oozyten zeigten eine
mittlere Succinat-Aufnahme von 32,9 + 6,0 pmol-Oozyte™, in der 1 mM GSH-Gruppe lag
dieser Wert bei 22,9 + 4,7 pmol-Oozyte™. Die in 2 mM GSH inkubierten Oozyten wiesen eine
mittlere Succinat-Aufnahme von 62,5 + 28,2 pmol-Oozyte™ auf, die der 3 mM GSH-Gruppe
lag bei 74,7 £ 21,6 pmoI-Oozyte'l, fiir die 4 mM GSH-Gruppe konnte ein Mittelwert von 21,3
2,7 pmoI-Oozyte'1 gemessen werden.

Die K; fir GSH zur Hemmung der Aufnahme von Succinat in hNaDC3-exprimierenden

Oozyten betrug in diesem Versuch 3,6 + 1,6 mM.

0,10 -
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£
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©
c
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Abb. 3.5: Dixon-Plot zur Bestimmung der K;

Die Abbildung zeigt die Succinat-Aufnahme in Oozyten, die drei Tage zuvor mit 23 nl cRNA des hNaDC3-
Transporters injiziert worden sind. Die Inkubationszeit betrug jeweils 15 min, die Succinat-Konzentration lag fur
alle Versuchsbedingungen bei 18 uM (geschlossene Kreise) bzw.bei 58 uM (offene Kreise). Gemessen wurde
die Succinat-Aufnahme jeweils bei Konzentrationen von 0, 1, 2, 3 und 4 mM GSH im Versuchsmedium.
Untersucht wurden Gruppen von 7 - 8 Oozyten von lediglich einem Versuchstier. Die dargestellten Werte

zeigen die Mittelwerte + Standardabweichung der jeweiligen Versuchsbedingung.
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3.3.3 H,0,-Vorinkubation hNaDC3-injizierter Oozyten zur intraoozytiaren GSH-Depletion
Mit den nun folgenden Versuchen sollte geprift werden, ob durch eine 30-mintige
Vorinkubation der Oozyten in 2 mM H,0, in ORI die Versuchsergebnisse dahingehend
beeinflusst werden kdnnen, dass die doch deutlichen Schwankungen in der Aufnahme von
Succinat innerhalb der Oozytengruppen vermindert werden konnen. Diese Schwankungen
sollten auf den stark variierenden endogenen Glutathion-Konzentrationen der einzelnen
Oozyten beruhen. Dies versuchte man durch eine Vorbehandlung mit H,0, zu minimieren
(LI et al. 2000).

Zu diesem Zweck wurden hNaDC3-injizierte Oozyten fir 30 min bei Raumtemperatur unter
Zugabe von 2 mM H,0; in ORI inkubiert, eine Vergleichsgruppe wurde in reinem ORI auf
dieselbe Weise vorinkubiert. Entsprechend wurden jeweils Kontrollgruppen von Wasser-
injizierten Oozyten behandelt. Wahrend des Versuches wurden die Oozyten jeweils in 58 uM
Succinat-Lésung (18 uM [**C]-Succinat plus 40 pM Natrium-Succinat geldst in ORI) fir 15 min
inkubiert, anschlieBend wurde die Succinat-Aufnahme bestimmt. Flr die hNaDC3-injizierten
Oozyten zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen Gruppen mit bzw. ohne H,0,-
Vorinkubation. Die Mittelwerte dieser Gruppen lagen bei 2,2 + 0,4 pmol-Oozyte™ bzw. bei
3,0 £ 1,0 pmol-Oozyte™. Die entsprechenden Werte fiir die Wasser-injizierten Oozyten lagen
fur die mit H,0, vorbehandelten Oozyten bei 0,3 + 0,1 pmol-Oozyte™, fiir die unbehandelten
bei 0,6 + 0,1 pmoI-Oozyte"l. Die Transporter-vermittelte Aufnahme, d.h. die Differenz der
Werte der jeweiligen Wasser-injizierten und der Transporterwerte, lag fir die unbehandelte
ORI-Vergleichsgruppe bei 2,33 + 0,52 pmol-Oozyte™, der Wert der in H,0, vorinkubierten
Oozyten lag mit 1,95 + 0,21 pmol-Oozyte™ niedriger. Abbildung 3.6 zeigt die graphische

Darstellung der Ergebnisse in Form eines Balkendiagrammes.
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Abb. 3.6: Beeinflussung der hNaDC3-vermittelten Succinat-Aufnahme durch H,0,-Vorinkubation

Diese Abbildung zeigt die Succinat-Aufnahme in Oozyten, die drei Tage zuvor mit 23 nl cRNA des hNaDC3-
Transporters bzw. mit nukleasefreiem Wasser fir die jeweiligen Kontrollmessungen injiziert worden sind.
Dieser Versuch wurde exemplarisch an Gruppen von 9 - 11 Oozyten von einem Versuchstier durchgefiihrt. Die
dargestellten Werte zeigen die Mittelwerte + Standardabweichung der jeweiligen Versuchsbedingung.

(A) Der schwarze Balken zeigt jeweils die Aufnahme von Succinat ohne vorherige Inkubation in 2 mM H,0,,
links die der hNaDC3-injizierten, rechts die der Wasser-injizierten Oozyten. Die jeweils weillen Balken stehen
flr die entsprechende Succinat-Aufnahme nach Vorinkubation in 2 mM H,0, in ORL.

(B) Die Differenzmessung zeigt keinen signifikanten Unterschied in der hNaDC3-vermittelten Aufnahme von

Succinat (p>0.05).

3.3.4 Erhohung der Substratkonzentration und zusatzliche Vorinkubation der Oozyten

In diesem dritten Test, der ebenfalls dem Finden der idealen Versuchsbedingungen galt,
wurden nun die beiden zuvor unter den Punkten 3.3.1 und 3.3.3 aufgefiihrten
Rahmenbedingungen miteinander kombiniert. Gruppen von jeweils 7 - 11 Oozyten wurden
zunéchst far 30 min in 2 mM H,0, in ORI vorbehandelt, die Versuchsmedien wurden mit 3
mM Substrat versetzt. In diesem Fall handelte es sich um 3 mM GSH, das der 58 uM
Succinat-Losung hinzugefiigt wurde. Als Vergleich galt eine substratfreie ORI-Losung,
ebenfalls unter Zugabe von 58 uM Succinat. Zur Kontrolle sind Wasser-injizierte Oozyten auf
dieselbe Weise behandelt worden.

In Abbildung 3.7 ist bereits die Transporter-vermittelte Aufnahme, d.h. die Differenz der
Werte der jeweiligen Wasser-injizierten und der Transporterwerte dargestellt. Diese betragt
fur die ORI-Vergleichsgruppe 34,8 + 13,0 pmol-Oozyte™, der Wert der in GSH inkubierten

Oozyten liegt mit 17,2 + 6,2 pmol-Oozyte™ signifikant niedriger.
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Abb. 3.7: Beeinflussung der Succinat-Aufnahme durch erhohte Substratkonzentration und zusatzliche
Vorinkubation der Oozyten

Diese Abbildung zeigt die Succinat-Aufnahme in Oozyten, die drei Tage zuvor mit 23 nl cRNA des hNaDC3-
Transporters injiziert worden sind. Getestet wurden nach 30-minitiger Vorinkubation in 2 mM H,0, in ORI
zwei Bedingungen: eine 15-mindtige Inkubation in ORI unter alleiniger Zugabe von 58 UM Succinat (schwarzer
Balken), sowie dieselbe Losung mit zusatzlich 3 mM GSH (weilRer Balken).

Dargestellt ist bereits die Transporter-vermittelte Aufnahme des Succinats Gber den hNaDC3-Transporter. In
der mit GSH inkubierten Gruppe zeigt sich eine signifikant geringere Aufnahme des Succinat (* p<0,05).
Untersucht wurden jeweils Gruppen von 7 - 11 Oozyten von insgesamt 8 verschiedenen Versuchstieren. Die

dargestellten Werte zeigen die Mittelwerte + Standardabweichung der jeweiligen Versuchsbedingung.

3.4 Hemmbarkeit des hNaDC3-vermittelten Transports von Succinat nach
Versuchsmodifikation

Bei den nun nachfolgenden Versuchsreihen handelt es sich um Modifikationen der oben
bereits aufgefiihrten Versuche. Die neu gewonnenen Erkenntnisse beziglich der
Substratkonzentrationen und einer notwendigen Vorinkubation der Oozyten mit H,0,
machten eine Wiederholung unumganglich. In den nachfolgenden Versuchen wurden nun
die Substrate jeweils in einer Konzentration von 3 mM verwendet, zudem fand eine 30-

minitige Vorinkubation der Oozyten in 2 mM H,0; in ORI statt.
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3.4.1 Interaktionen am hNaDC3-Transporter durch GSH und GSSG

Wie in Punkt 3.2.1 bereits beschrieben, sollte in diesem Versuch gepriift werden, ob sowohl
durch GSH als auch durch GSSG die Aufnahme von Succinat tGber den hNaDC3 reduziert
werden kann. Eine zusatzliche Messung mit GSH/DTT bzw. alleiniger DTT-Zugabe wurde
ebenfalls durchgefiihrt. Nach 30-mintiger Vorinkubation in 2 mM H,0, in ORI fand nun der
Aufnahmeversuch bei einer Konzentration von 3 mM des entsprechenden Hemmstoffes
statt. Zu diesem Zweck wurden die jeweiligen Versuchsmedien mit 58 uM Succinat (18 uM
[**C]-Succinat plus 40 pM Natrium-Succinat gelést in ORI) versetzt, anschlieRend wurden
Oozytengruppen von 7 - 11 pro Medium fir 15 min inkubiert. Dementsprechend sind
Wasser-injizierte Oozyten als Kontrollgruppen auf dieselbe Weise behandelt worden.

Fir die ORI-Gruppe zeigte sich eine mittlere Succinat-Aufnahme von 50,8 = 16,6
pmol-Oozyte™, der Wert der GSH-Gruppe lag mit 34,4 + 10,2 pmol-Oozyte® deutlich
niedriger. Fur die in GSSG inkubierten Oozyten ergab sich ein Mittelwert von 49,7 + 15,5
pmol-Oozyte™. In der DTT-Gruppe lag eine mittlere Succinat-Aufnahme von 46,2 + 20,0
pmol-Oozyte™ vor, fiir die DTT/GSH-Gruppe lag diese bei 37,1 + 12,1 pmol-Oozyte™.

Die entsprechenden Werte der Wasser-injizierten Oozyten lagen erwartungsgemal deutlich
unter denen der jeweiligen Transportergruppen. So lag die mittlere Succinat-Aufnahme der
ORI-Vergleichsgruppe bei 13,2 + 4,7 pmol-Oozyte™, die der GSH-Gruppe bei 21,8 + 16,0
pmol-Oozyte™’. Folgende Werte ergaben sich in den Ubrigen Kontrollgruppen: in GSSG
inkubiert zeigten die Wasser-injizierten Oozyten eine mittlere Aufnahme von 10,0 + 3,2
pmoI-Oozyte'l, in DTT lag diese bei 10,3 + 3,0 pmoI-Oozyte'1 und die in DTT/GSH inkubierten
Oozyten erreichten einen Mittelwert von 14,8 + 7,8 pmol-Oozyte™.

Die Werte des hNaDC3-vermittelten Transportes als Differenz der jeweiligen Mittelwerte
von Transporter- und Wasser-injizierten Oozyten lagen fiir die ORI-Gruppe bei 37,3 + 12,7
pmol-Oozyte™, fiir die GSH-Gruppe signifikant niedriger bei 13,3 + 6,2 pmol-Oozyte™. In der
GSSG-Gruppe konnte ein Wert von 40,1 + 12,3 pmol-Oozyte™ bestimmt werden. Die
entsprechenden Werte fiir die in DTT und in DTT/GSH inkubierten Oozyten lagen bei 35,9 *
17,7 pmol-Oozyte™ fiir DTT bzw. bei 22,2 + 14,9 pmol-Oozyte™ fir DTT/GSH.

In Abbildung 3.8 ist eine Ubersicht dieses Versuchs in Form eines Balkendiagramms zu

sehen.
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Abb. 3.8: Hemmbarkeit der Succinat-Aufnahme durch GSH und GSSG nach Versuchsmodifikation

Die Abbildungen zeigen die Succinat-Aufnahme in Oozyten, die drei Tage zuvor mit 23 nl cRNA des hNaDC3-
Transporters injiziert worden sind sowie die zur Kontrolle gemessenen Wasser-injizierten Oozyten. Die
Inkubationszeit betrug jeweils 15 min, die Succinat-Konzentration lag fur alle Versuchsbedingungen bei 58 uM,
die Konzentration des moglichen Hemmstoffes bei 3 mM, eine 30-minitige Vorinkubation in 2 mM H,0, in ORI
wurde vor dem Aufnahmeversuch durchgefiihrt. Untersucht wurden jeweils Gruppen von 7 - 11 Oozyten von
insgesamt 4 verschiedenen Versuchstieren. Die dargestellten Werte zeigen die Mittelwerte =+
Standardabweichung der jeweiligen Versuchsbedingung.

(A) Im linken Teil der Abbildung sind die hNaDC3-Oozyten dargestellt, beginnend mit der in ORI inkubierten
Gruppe (schwarzer Balken), von links nach rechts folgen die jeweiligen Gruppen in GSH (weilRer Balken), GSSG
(dunkelgrauer Balken), DTT (mittelgrauer Balken) und DTT/GSH (hellgrauer Balken). Die rechte Seite zeigt die
zur Kontrolle gemessenen Wasser-injizierten Oozyten, die Farbgebung des Diagramms entspricht der der linken
Seite.

(B) Diese Abbildung zeigt die in Abb. (A) aufgefiihrten Werte des Succinat-Transports, in diesem Fall jedoch zur
vereinfachten Darstellung der alleinigen hNaDC3-vermittelten Aufnahme als Differenz der Mittelwerte von
Transporter- und Wasser-injizierten Oozyten. Von links nach rechts sind die jeweiligen Substrate der
verschiedenen Versuchsmedien wie folgt dargestellt: ganz links ist die in ORI inkubierte Gruppe abgebildet
(schwarzer Balken), von links nach rechts folgen die jeweiligen Gruppen in GSH (weiler Balken), GSSG
(dunkelgrauer Balken), DTT (mittelgrauer Balken) und DTT/GSH (hellgrauer Balken). Es zeigt sich eine
signifikante Hemmung des hNaDC3-vermittelten Succinat-Transports in Anwesenheit von GSH (* p<0,05) sowie

eine deutliche, jedoch nicht signifikante Hemmung der Succinat-Aufnahme in der DTT/GSH-Gruppe (% p>0,05).
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3.4.2 Interaktionen am hNaDC3-Transporter durch GSH und dessen Aminosaurebausteine
Wie bereits in Kapitel 3.2.2 getestet, sollte unter modifizierten Versuchsbedingungen erneut
geprift werden, ob auch die Bausteine des GSH (Glycin, Cystein und Glutamat) die
Aufnahme von Succinat Gber den hNaDC3 hemmen. Nach 30-minttiger Vorbehandlung in
2 mM H;0; in ORI wurden Oozyten in Gruppen a 9 - 11 fur 15 min im jeweiligen
Versuchsmedium inkubiert. Diese wurden zuvor jeweils mit 58 pM Succinat (18 puM [*C]-
Succinat plus 40 uM Natrium-Succinat geldst in ORI) versetzt, zusatzlich wurden die zu
untersuchenden Substrate GSH, Glycin, Cystein und Glutamat in 3 millimolarer
Konzentration hinzugegeben. Eine substratfreie ORI-Gruppe diente als Vergleichswert.
Zusatzlich sind Wasser-injizierte Oozyten als Kontrollgruppen in denselben Medien inkubiert
worden.

Fir die ORI-Gruppe zeigte sich eine mittlere Succinat-Aufnahme von 47,3 + 14,8
pmol-Oozyte™, der Wert der GSH-Gruppe lag mit 32,7 + 6,3 pmol-Oozyte deutlich darunter.
Der Mittelwert der Glycin-Gruppe lag bei 78,6 + 27,5 pmol-Oozyte™, der der Cystein-Gruppe
bei 100,3 + 27,7 pmol-Oozyte™. Fiir die in Glutamat inkubierten Oozyten lag eine mittlere
Succinat-Aufnahme von 40,3 + 9,4 pmol-Oozyte ™ vor.

Erwartungsgemal} lagen die Wasser-injizierten Oozyten in ihrer Aufnahmefdhigkeit weit
hinter den Transportergruppen zurtlick. In ORI lag die mittlere Succinat-Aufnahme bei 14,8 +

5,1 pmoI-Oozyte'l, in 3 mM GSH inkubierte Oozyten erreichten einen Mittelwert von 11,7

I+

3,0 pmol-Oozyte™. In den Ubrigen Gruppen lagen die Werte fir Glycin bei 19,6 + 7,4

+

pmoI-Oozyte'l, fir Cystein bei 17,7 + 3,8 pmoI-Oozyte'1 und fir Glutamat bei 24,1 + 7,2
pmol-Oozyte™.

Der Wert des hNaDC3-vermittelten Transports als Differenz der jeweiligen Mittelwerte von
Transporter- und Wasser-injizierten Oozyten lag flir die in ORI inkubierten Oozyten bei
32,5 + 9,7 pmol-Oozyte™, fur die GSH-Gruppe lag der Wert mit 21,1 + 3,9 pmol-Oozyte™
signifikant darunter. In der Glycin-Gruppe wurde ein Wert von 55,9 + 22,3 pmol-Oozyte™
erreicht, entsprechende Werte der Cystein- und der Glutamat-Gruppe lagen bei 75,3 + 23,7
pmol-Oozyte™ bzw. bei 16,2 + 5,2 pmol-Oozyte™. In Glutamat inkubierte Oozyten zeigten
somit ebenfalls eine signifikant niedrigere Succinat-Aufnahme als die in ORI inkubierten.

In Abbildung 3.9 ist eine Ubersicht dieses Versuchs in Form eines Balkendiagramms zu

sehen.
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Abb. 3.9: Hemmbarkeit der Succinat-Aufnahme durch GSH und dessen Aminosadurebausteine nach
Versuchsmodifikation

Die Abbildungen zeigen die Succinat-Aufnahme in Oozyten, die drei Tage zuvor mit 23 nl cRNA des hNaDC3-
Transporters injiziert worden sind sowie die zur Kontrolle gemessenen Wasser-injizierten Oozyten. Die
Inkubationszeit betrug jeweils 15 min, die Succinat-Konzentration lag fur alle Versuchsbedingungen bei 58 uM,
die Substratkonzentration pro Versuchsmedium bei 3 mM, eine 30-minitige Vorinkubation in 2 mM H,0, in
ORI wurde durchgefiihrt. Untersucht wurden jeweils Gruppen von 9 - 11 Oozyten von insgesamt 4
verschiedenen Versuchstieren. Die dargestellten Werte zeigen die Mittelwerte + Standardabweichung der
jeweiligen Versuchsbedingung.

(A) Im linken Teil der Abbildung sind die hNaDC3-Oozyten dargestellt, beginnend mit der in ORI inkubierten
Gruppe (schwarzer Balken), von links nach rechts folgen die jeweiligen Gruppen in GSH (weiler Balken), Glycin
(dunkelgrauer Balken), Cystein (mittelgrauer Balken) und Glutamat (hellgrauer Balken). Die rechte Seite zeigt
die zur Kontrolle gemessenen Wasser-injizierten Oozyten, die Farbgebung des Diagramms entspricht der der
linken Seite.

(B) Diese Abbildung zeigt die in Abb. (A) aufgefiihrten Werte des Succinat-Transports, in diesem Fall jedoch zur
vereinfachten Darstellung der alleinigen hNaDC3-vermittelten Aufnahme als Differenz der Mittelwerte von
Transporter- und Wasser-injizierten Oozyten. Es zeigt sich eine signifikante Hemmung des hNaDC3-vermittelten

Succinat-Transports in Anwesenheit von GSH (*p<0,05) sowie in Anwesenheit von Glutamat (* p<0,05).
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3.5 Uberpriifung einer Mitbeteiligung des hNaCT am renalen GSH-Transport

Da es sich bei dem humanen natriumabhangigen Citrat-Transporter (hNaCT) um den zweiten
elektrogenen Transporter handelt, der in der basolateralen Membran proximaler
Tubuluszellen des Menschen lokalisiert ist und somit fiir einen Transport von GSH aus dem
Blutplasma in die Zelle verantwortlich sein kénnte, wurden auch mit diesem Transporter
Experimente durchgefiihrt, die der Uberpriifung dieser Arbeitshypothese dienten. Eine
Zeitreihe zur Aufnahme von Citrat war fiir diesen Transporter bereits von einer Mitarbeiterin
des Instituts durchgefiihrt worden. Die Daten wurden fiir diese Arbeit freundlicherweise zur
Verfigung gestellt und zeigten eine ideale Inkubationszeit von 30 min fir

Aufnahmeversuche am hNaCT-Transporter.

3.5.1 H,0,-Vorinkubation hNaCT-injizierter Oozyten zur intraoozytaren GSH-Depletion

Wie auch bei den hNaDC3-Versuchen wurden die Oozyten vor dem jeweiligen Versuch in ORI
unter Zugabe von 2 mM H,0, zur intraoozytdaren GSH-Depletion vorinkubiert. Um zu
Uberprifen, ob diese Vorbehandlung auf die Aufnahme von Citrat tiber den hNaCT eine
Auswirkung hat, wurde zunachst folgender Versuch durchgefiihrt: Gruppen von hNaCT-
injizierten Oozyten wurden fir 30 min in ORI plus 2 mM H,0, inkubiert, bevor die Messung
der Aufnahme von Citrat stattfand. Als Vergleich wurden hNaCT-injizierte Oozyten in reinem
ORI inkubiert, der anschlieBende Aufnahmeversuch wurde identisch durchgefiihrt. Dazu
wurden die jeweiligen Gruppen bei Raumtemperatur fur 30 min in mit 12 uM [**C]-Citrat
versetztem ORI inkubiert, in Anschluss wurde deren Citrat-Aufnahme bestimmt. Als
Kontrollgruppen sind entsprechende Wasser-injizierte Oozyten auf dieselbe Weise
behandelt worden. Die mittlere Citrat-Aufnahme der mit H,0, vorbehandelten Transporter
exprimierenden Oozyten lag bei 3,7 * 0,8 pmol-Oozyte®, die der Oozyten ohne
Vorinkubation bei 6,2 + 1,3 pmoI-Oozyte'l. Die Wasser-injizierten Kontrollgruppen zeigten
mit Vorinkubation eine mittlere Citrat-Aufnahme von 0,7 + 0,3 pmol-Oozyte™, ohne diese lag
der Mittelwert der Aufnahme bei 1,3 + 0,4 pmoI-Oozyte'l.

Die alleinige hNaCT-vermittelte Citrat-Aufnahme zeigte keinen signifikanten Unterschied
beziglich der Citrat-Aufnahme zwischen Oozyten mit bzw. ohne H,0,-Vorbehandlung. Mit
H,0,-Vorinkubation lag die mittlere Aufnahme bei 2,7 £ 0,6 pmoI-Oozyte'l, ohne diese lag
sie bei 4,6 + 1,2 pmol-Oozyte™. Die Werte sind in Abb. 3.10 graphisch in Form eines

Balkendiagramms dargestellt.



Ergebnisse 44

® .. ®)

hNaCT H,O-injiziert

[pmol-30 min™- Oozyte™]

Citrat-Aufnahme [pmol-30 min™- Oozyte™]
N
NaCT-vermittelte Aufnahme

i I = l
-+

— + +

Abb. 3.10: Beeinflussung der hNaCT-vermittelten Citrat-Aufnahme durch H,0,-Vorinkubation

Die Abbildungen zeigen die [14C]—Citrat—Aufnahme in Oozyten, die drei Tage zuvor mit 23 nl cRNA des hNaCT-
Transporters bzw. mit nukleasefreiem Wasser fiir die jeweiligen Kontrollmessungen injiziert wurden. Dieser
Versuch wurde an Gruppen von 10 - 11 Oozyten von insgesamt 3 Versuchstieren durchgefiihrt. Die
Inkubationszeit wihrend des Aufnahmeversuchs betrug jeweils 30 min, die [**C]-Citrat-Konzentration lag fiir
alle Versuchsbedingungen bei 12 uM. Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung der jeweiligen
Versuchsbedingung.

(A) Der schwarze Balken zeigt jeweils die Aufnahme von Citrat ohne vorherige Inkubation in 2 mM H,0,, links
die der hNaCT-injizierten, rechts die der Wasser-injizierten Oozyten. Die jeweils weilRen Balken stehen fiir die
entsprechende Citrat-Aufnahme nach Vorinkubation in 2 mM H,0, geldst in ORI.

(B) Die Differenzmessung zeigt keinen signifikanten Unterschied in der hNaCT-vermittelten Aufnahme von

Citrat (*p>0,05).

3.5.2 Hemmbarkeit des hNaCT-vermittelten Citrat-Transports durch GSH

In diesem Versuch wurde Uberpriift, ob GSH tatsachlich, wie vermutet, zu den Substraten
des hNaCT gehort. Um dies zu untersuchen, wurden hNaCT-injizierte Oozyten zunachst flr
30 min in 2 mM H,0, in ORI vorbehandelt, anschlieBend folgte der Aufnahmeversuch, bei
dem Gruppen von Oozyten in ORI unter alleiniger Zugabe von 12 uM [**C]-Citrat fiir 30 min
inkubiert wurden, wahrend dem Versuchsmedium der Vergleichsgruppen 3 mM GSH
hinzugefligt wurden. Zur Kontrolle wurden entsprechende Gruppen von Wasser-injizierten
Oozyten auf dieselbe Weise behandelt. Der Mittelwert der Citrat-Aufnahme der in ORI
inkubierten hNaCT-exprimierenden Oozyten lag bei 2,4 + 0,5 pmol-Oozyte™, bei Zugabe von
3 mM GSH lag dieser Wert mit 1,3 + 0,2 pmol-Oozyte™ darunter. Fiir die Wasser-injizierten
Kontrollgruppen lagen die Mittelwerte der Citrat-Aufnahme in ORI bei 0,8 + 0,3
pmol-Oozyte™ bzw. bei 0,7 + 0,3 pmol-Oozyte™ fiir die mit GSH inkubierten Oozyten.

Die alleinige hNaCT-vermittelte Citrat-Aufnahme, die sich aus der Differenz der Aufnahme

von hNaCT-injizierten zu Wasser-injizierten Oozyten errechnet, zeigte einen signifikanten
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Unterschied bezliglich der Zugabe von GSH. Wahrend die mittlere Citrat-Aufnahme der in
ORI inkubierten Oozyten 1,7 + 0,2 pmol-Oozyte™ betrug, lag die der mit GSH inkubierten
Oozyten mit 0,7 + 0,3 pmol-Oozyte™ signifikant niedriger.

In Abbildung 3.11 sind die Ergebnisse graphisch in Form eines Balkendiagramms dargestellt.
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Abb. 3.11: Hemmbarkeit der hNaCT-vermittelten Citrat-Aufnahme durch GSH

Die Abbildung zeigt die [**C]-Citrat-Aufnahme in Oozyten, die drei Tage zuvor mit 23 nl cRNA des hNaCT-
Transporters bzw. mit nukleasefreiem Wasser fiir die jeweiligen Kontrollmessungen injiziert wurden. Dieser
Versuch wurde an Gruppen von 9 - 11 Oozyten von insgesamt 3 Versuchstieren durchgefiihrt. Die
Inkubationszeit wahrend des Aufnahmeversuchs betrug jeweils 30 min, die [*C]-Citrat-Konzentration lag flr
alle Versuchsbedingungen bei 12 uM. Vor Versuchsbeginn wurden die Oozyten jeweils fir 30 min in 2 mM
H,0, geldst in ORI inkubiert. Die dargestellten Werte zeigen die Mittelwerte + Standardabweichung der
jeweiligen Versuchsbedingung.

(A) Der schwarze Balken zeigt jeweils die Aufnahme von Citrat in reinem ORI, links die der hNaCT-injizierten,
rechts die der Wasser-injizierten Oozyten. Die jeweils weilen Balken stehen fiir die entsprechende Citrat-
Aufnahme bei Zugabe von 3 mM GSH zum Versuchsmedium.

(B) Die Differenzmessung zeigt einen signifikanten Unterschied (*p<0,05) in der hNaCT-vermittelten

Aufnahme von Citrat in An- und Abwesenheit von GSH.

3.5.3 Natriumabhingigkeit des hNaCT-vermittelten Transports von [*°S]-GSH

Mit dem folgenden Versuch sollte die Natriumabhangigkeit der Aufnahme von GSH Uber den
hNaCT belegt werden. Zunachst wurden hNaCT-injizierte sowie zur Kontrolle Wasser-
injizierte Oozyten flir 30 min in 2 MM H,0, in ORI vorbehandelt, anschlieBend folgte der
Aufnahmeversuch. Als Versuchsmedium dienten ORI sowie ein natriumfreier ORI
(Zusammensetzung siehe Seite 18), bei dem das Natrium durch N-Methyl-D-Glucamin
(NMDG) ersetzt wurde. Diesen Medien wurde jeweils GSH in einer Konzentration von 2,02

UM [*°S]-GSH plus 1 mM GSH zugegeben, anschlieRend wurden die unterschiedlichen
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Versuchsgruppen von Oozyten fiir 30 min darin inkubiert. Der Mittelwert der GSH-Aufnahme
der in ORI inkubierten hNaCT-exprimierenden Oozyten lag bei 122,7 + 20,5 pmol-Oozyte™,
bei Ersatz des Natriums durch NMDG lag dieser Wert mit 80,1 + 14,8 pmol-Oozyte™ deutlich
niedriger. Fir die Wasser-injizierten Kontrollgruppen lagen die Mittelwerte der GSH-
Aufnahme in ORI bei 73,4 + 4,2 pmol-Oozyte bzw. bei 66,8 + 16,0 pmol-Oozyte™ fiir die im
natriumfreien ORI inkubierten Oozyten. Die alleinige hNaCT-vermittelte GSH-Aufnahme, die
sich aus der Differenz der jeweiligen Wasser-injizierten und der Transporterwerte errechnet,
zeigte einen signifikanten Unterschied bezliglich der An- bzw. Abwesenheit von Natrium im
Versuchsmedium. Wahrend die mittlere GSH-Aufnahme der in ORI inkubierten hNaCT-
exprimierenden Oozyten 49,3 + 24,6 pmol-Oozyte™ betrug, lag die der in natriumfreiem ORI
inkubierten Oozyten mit 13,3 + 15,4 pmol-Oozyte™ deutlich darunter. In Abbildung 3.12 sind

die Ergebnisse graphisch in Form eines Balkendiagramms dargstellt.
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Abb. 3.12: Natriumabhangigkeit der GSH-Aufnahme iiber den hNaCT-Transporter

Die Abbildung zeigt die GSH-Aufnahme in Oozyten, die drei Tage zuvor mit 23 nl cRNA des hNaCT-Transporters
bzw. mit nukleasefreiem Wasser fiir die jeweiligen Kontrollmessungen injiziert wurden. Dieser Versuch wurde
an Gruppen von 10 - 11 Oozyten von insgesamt 3 Versuchstieren durchgefiihrt, es erfolgte eine Vorinkubation
fir 30 min in 2 mM H,0, in ORI. Die Inkubationszeit wahrend des Aufnahmeversuchs betrug jeweils 30 min, die
GSH-Konzentration lag fiir alle Versuchsbedingungen bei -1 mM. Die dargestellten Werte zeigen die
Mittelwerte + Standardabweichung der jeweiligen Versuchsbedingung.

(A) Der schwarze Balken zeigt jeweils die Aufnahme von GSH in Anwesenheit von Natrium im Versuchsmedium,
links die der hNaCT-injizierten, rechts die der Wasser-injizierten Oozyten. Die jeweils weien Balken stehen fir
die entsprechende Citrat-Aufnahme im natriumfreien Versuchsmedium.

(B) Die Differenzmessung zeigt einen signifikanten Unterschied in der hNaCT-vermittelten Aufnahme von GSH

in An- bzw. Abwesenheit von Natrium (% p<0,05).
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Dissertationsarbeit wurden mogliche Transportsysteme fiir Glutathion aus
dem Blutplasma (iber die Basolateralmembran proximaler Tubuluszellen untersucht.
Aufgrund der Konzentration von GSH im Tubuluslumen, die durch alleinige Filtration nicht
erreicht werden kann, geht man neben der freien Filtration auch von einem aktiven
Transport ins Tubuluslumen aus. Dementsprechende Transportproteine der apikalen
Blrstensaummembran sind bekannt, fiir Transporter der Basolateralmembran, die eine
Aufnahme aus dem Plasma mediieren, gibt es bislang lediglich hypothetische Uberlegungen,
die noch nicht Uberprift wurden: da GSH in seiner Struktur den Dicarboxylaten dhnelt und
zudem eine Natriumabhangigkeit des Transports bekannt ist (LASH 2005), liegt die
Vermutung nahe, dass einer oder moglicherweise auch beide elektrogenen und sich in der
Basolateralmembran befindenden Di- bzw. Tricarboxylat-Transporter (hNaDC3 und hNaCT),
am Transport von GSH beteiligt sein kdnnten.

Diese Hypothesen sollten nun im Rahmen der vorliegenden Arbeit verifiziert werden.
Allerdings gestaltete sich die Durchfiihrung der Versuchsreihen schwieriger als erwartet, da
haufig keine homogenen Ergebnisse erreicht wurden und somit zahlreiche Wiederholungen
und Modifizierungen notig waren. Griinde dafir waren beispielsweise das unterschiedliche
Expressionsverhalten der Oozyten, saisonale Schwankungen in der Gite der Oozyten und
variierende intraoozytdre Konzentrationen an zu untersuchenden Substanzen, hier speziell

des GSH.

4.1 Testen der idealen Versuchsbedingungen

Zu Beginn der Untersuchungen am hNaDC3-Transporter waren etliche Versuche nétig, um
die Versuchsbedingungen herauszufinden, unter denen die fir die geplanten Testreihen
bestmoglichen Ergebnisse erzielt werden konnten. Zur Verdeutlichung der Problematik der
hohen Schwankungen innerhalb der jeweils untersuchten Oozytengruppen sind in den
Kapiteln 3.2.1 und 3.2.2 zwei ,Negativ-Beispiele” aufgefihrt. In diesen Versuchen sollte
geprift werden, inwieweit die Aminosdurebausteine des Glutathions (Glycin, Cystein und
Glutamat) sowie dessen Redoxpartner GSSG einen Einfluss auf den Transport von Succinat

Uber den hNaDC3 haben. Es wurde im Laufe der o.g. ersten Versuchsreihen allerdings
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deutlich, dass zwischen den mit unterschiedlichen Substanzen versetzten Versuchsmedien
nur sehr geringfligige Unterschiede bezliglich der Hemmung der Aufnahme von Succinat zu
erkennen waren und dass selbst Stoffe, die sich spater als Inhibitoren herausstellen sollten,
keinerlei Effekt bzw. sogar gegenteilige Effekte auszulésen schienen, wie beispielsweise das
Glutathion selbst (siehe Abb. 3.2 und Abb. 3.3).

Bei diesen ersten Versuchsreihen wurden Stoffkonzentrationen von lediglich 1 mM
eingesetzt und zudem wurden die Oozyten nicht, wie sich im spateren Verlauf als sinnvoll
herausstellte, vor Versuchsbeginn in H,0,-haltiger Oozyten-Ringer-Lésung inkubiert, was
einen entscheidenden Einfluss auf die Versuchsergebnisse hat. Dieser Sachverhalt wird in

den folgenden Kapiteln anhand einiger Beispiele ndaher erlautert.

4.1.1 Zeitreihe des hNaDC3-Transporters

Um die nétige Inkubationszeit der hNaDC3-injizierten Oozyten festlegen zu kénnen, wurde
zunachst eine Zeitreihe der Aufnahme von Succinat durchgefiihrt (siehe Kapitel 3.1). Als
Substrat wurde radioaktiv-markiertes Succinat verwendet, bei dem es sich um ein vom
hNaDC3-Transporter bevorzugt transportiertes Dicarboxylat handelt (WANG H et al. 2000).
Es zeigte sich ein linearer Anstieg der in die Oozyte aufgenommenen Substratmenge und
auch nach 60 min bestanden noch keinerlei Anzeichen eines gesattigten Transports (siehe
Abb. 3.1). Da bereits nach 15 min eine deutliche Differenz zwischen Transporter- und
Wasser-injizierten Oozyten zu erkennen war, wurde dies als angemessene Aufnahmezeit fir
die geplanten Versuche gewahlt.

Zwar hatte man aufgrund des linearen Anstiegs der intrazellularen Substratkonzentration
auch eine langere Aufnahmezeit wahlen kénnen, allerdings gibt es einige Argumente, die
dem widersprechen. So stieg beispielsweise die Succinat-Konzentration der Wasser-
injizierten Oozyten ebenso linear an, wenn auch auf wesentlich niedrigerem Niveau, als die
der mit der mRNA des hNaDC3 injizierten Oozyten. Es ist demzufolge von einer zusatzlich
stattfindenden Diffusion des Substrats in die Oozyten auszugehen, die sich natiirlich der
Dauer der Inkubationszeit entsprechend erhéht. Um diese unspezifische Aufnahme so gering
wie moglich zu halten, ist eine kurze Inkubationszeit sinnvoll.

Ein weiteres Argument fiir eine verkiirzte Aufnahmezeit liegt im Versuchsablauf selbst. Die
Oozytengruppen missen aus sicherheitstechnischen Griinden bei Raumtemperatur in ihrem

jeweiligen Versuchsmedium inkubiert werden. Dies hat natiirlich zur Folge, dass solche
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Oozyten, die Uber einen langeren Zeitraum Temperaturen ausgesetzt sind, die von denen
von ihnen bevorzugten 16 — 18°C abweichen, schneller absterben bzw. keine verwertbaren
Versuchsergebnisse mehr liefern. Das konnte auch der Grund sein, warum die Werte der fiir
eine Stunde inkubierten Wasser- und auch der RNA-injizierten Oozyten so erhoht sind.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass mit 15 min die ideale Versuchszeit gewahlt ist, da
nach dieser Zeit bereits eine ausreichende Aufnahme des Substrats zu erkennen ist, wahrend

unspezifische Effekte so weit wie moglich reduziert werden.

4.1.2 Einfluss von Substratkonzentration und H,0,-Vorbehandlung

Aufgrund der anfangs nicht verwertbaren Ergebnisse stellte sich natirlich die Frage, welche
Versuchsmodifikationen notig sind, um dies zu dandern. Naheliegend war zundchst eine
Veranderung der Substratkonzentration, die pro Versuchsmedium eingesetzt wurde, in
diesem Fall eine Erhéhung von 1 mM auf 3 mM. Beispielhaft soll dies nun anhand des
Glutathions verdeutlicht werden.

In den oben genannten ,Negativ-Experimenten” fiihrte eine GSH-Konzentration von 1 mM
im Versuchsmedium kaum zu einer Veranderung der Aufnahme von Succinat im Vergleich
zur Aufnahme der in reinem ORI inkubierten Oozyten (siehe Abb. 3.2 und Abb. 3.3). Es zeigte
sich allerdings auch nach Erhéhung der Substratkonzentration auf 3 mM in den meisten
Oozyten keine Hemmung der Aufnahme von Succinat (siehe Abb. 3.4). Zwar konnte in einem
Dixon-Plot, der dazu diente, die Konzentration an GSH herauszufinden, die eine maximale
Hemmung der Succinat-Aufnahme hervorruft, gezeigt werden, dass die K;, die sog.
Hemmbkonstante, bei 3,6 £ 1,6 mM GSH liegt, allerdings traten auch bei diesem Versuch
hohe Standardabweichungen auf (siehe Abb. 3.5).

Dies fiihrte zu der Uberlegung, dass es moglicherweise neben der Stoffkonzentration der zu
untersuchenden Substanz einen weiteren Grund fiir die unerwartet niedrige Hemmung der
Aufnahme von Succinat durch GSH geben muss. So wurde eine weitere Ursache im GSH
selbst gesehen: Es ist bekannt, dass die Oozyten des Xenopus laevis Gber endogenes GSH
variabler Konzentration verfligen (BALLATORI et al. 1996). Natlrlich ware das eine mogliche
Erklarung fur die starken Schwankungen innerhalb der einzelnen Oozytengruppen, da die
jeweilige Triebkraft fir eine Aufnahme des GSH tiber den hNaDC3 in die Oozyte direkt von
der endogenen Stoffkonzentration bzw. dem Konzentrationsgefdlle liber der Membran

abhangt. Zu diesem Zweck wurde in einer weiteren Versuchsreihe getestet, ob neben einer
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Erhéhung der Substratkonzentration im Versuchsmedium durch eine zusatzliche
Vorinkubation der Oozyten in 2 mM H;,0, in ORI vor Versuchsbeginn die endogene GSH-
Konzentration gesenkt werden kann (LI et al. 2000) und dadurch homogene
Versuchsergebnisse erreicht werden kdnnen. Auf diese Weise sollte durch Schaffung gleicher
Bedingungen innerhalb der jeweiligen Oozytengruppen die hohe Schwankungsbreite der
einzelnen Messungen minimiert werden. Es stellte sich heraus, dass durch dieses Verfahren
in Kombination mit der erhéhten Substratkonzentration schlieflich aussagekraftige Versuche
moglich wurden. Ein Beispiel dafiir findet sich in Kapitel 3.3.4, in dem unter diesen
modifizierten Versuchsbedingungen die Succinat-Aufnahme (ber den hNaDC3-Transporter
in An- und Abwesenheit von GSH verglichen wurde (siehe Abb. 3.7). Nun zeigte sich eine
signifikante Hemmung der Aufnahme von Succinat durch die Anwesenheit von GSH.

Diese Ergebnisse belegten, dass die getesteten Veranderungen im Versuchsprotokoll
durchaus sinnvoll waren und somit flir die nachfolgenden Versuche beibehalten werden
sollten. Es stellte sich allerdings die Frage, ob durch die Inkubation in 2 mM H,0, in ORI vor
Versuchsbeginn eine Beeinflussung der Transporteigenschaften besteht. Aus diesem Grund
wurde in einem weiteren Versuch die Transportkapazitat einer vorbehandelten mit der einer
unbehandelten Oozytengruppe verglichen (siehe Kapitel 3.3.3), wobei eine leichte, jedoch
nicht signifikant verminderte Aufnahme von Succinat in der mit H,0, vorbehandelten
Gruppe beobachtet wurde (siehe Abb. 3.6). Da allerdings in den geplanten Versuchsreihen
alle Oozytengruppen diesbeziglich gleich behandelt wurden, sind die Ergebnisse
untereinander vergleichbar und aussagekraftig, lediglich auf einem insgesamt erniedrigten

Niveau.

4.1.3 Einfluss von DTT auf die Interaktionsfahigkeit von GSH am hNaDC3-Transporter

Eine weitere Hypothese, die einen mangelnden Einfluss von GSH auf den hNaDC3-
vermittelten Succinat-Transport erkldaren konnte, war die Eigenschaft von GSH, durch
Luftsauerstoff schnell zu GSSG oxidiert zu werden. Daher wurde in einer Versuchsreihe
geprift, ob sich der Succinat-Transport in einer Oozytengruppe, die in ORI unter Zugabe von
GSH (ORlgsy) inkubiert wurde, von dem einer solchen Gruppe unterscheidet, bei der dem
Versuchsmedium neben GSH auch Dithiothreitol (DTT) zugegeben wurde. DTT ist ein
Reagenz, das die Oxidation von Sulfhydryl- (SH-) Gruppen zu Disulfidbriicken durch

Luftsauerstoff verhindert. Auf diese Weise sollte sichergestellt werden, dass GSH tatsachlich
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in seiner reduzierten Form vorliegt und nicht eventuell schon vor Versuchsbeginn bzw.
wahrend der Versuchsdurchfihrung zu GSSG oxidiert worden ist. Um eine alleinige Wirkung
dieses Stoffes auszuschliefen, wurde zudem eine weitere Oozytengruppe in ORI unter
Zugabe von DTT (ORIprr) gemessen. Entsprechend den Erwartungen zeigte sich bei den in
ORlgsy inkubierten Oozyten eine signifikante Hemmung der Succinat-Aufnahme (siehe Abb.
3.8). Unter zusatzlicher Zugabe von DTT, das dazu dienen sollte, GSH in seiner reduzierten
Form zu erhalten und somit letztlich den Transport des Succinats durch GSH noch starker zu
inhibieren, zeigte sich jedoch keine Signifikanz beziglich der genannten Hemmung. Diese
mangelnde Signifikanz ist durch einzelne Versuche zu erkldren, bei denen die erwartete
Hemmung ausblieb und die somit den Mittelwert aller Versuchsergebnisse
dementsprechend beeinflussten. Wodurch diese Streuung der Ergebnisse zustande kam, ist
im Nachhinein nicht feststellbar.

Insgesamt ist davon auszugehen, dass die Ergebnisse der in ORlgsy unter Zugabe von DTT
inkubierten Oozyten denen der in ORlgsy gemessenen entsprechen. Demzufolge liegt GSH
auch ohne Vorhandensein eines Antioxidans wahrend der Versuchsdauer in seiner
reduzierten Form vor, was die vergleichbaren Ergebnisse in An- und Abwesenheit von DTT
belegen.

Die zur Kontrolle in ORlprr inkubierten Oozyten zeigten beziiglich des Succinat-Transports
fast identische Werte wie die der in reinem ORI gemessenen Oozyten (siehe Abb. 3.8). DTT
hat somit auf den hNaDC3-Transporter keinerlei Wirkung, weder allein noch als Antioxidans

fiir GSH, und wurde demzufolge in den folgenden Versuchen nicht weiter eingesetzt.
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4.2 Interaktionen am hNaD3-Transporter

Nachfolgend werden die Versuchsreihen diskutiert, die den Einfluss von GSH, GSSG und der

Bausteine des GSH auf die hNaDC3-vermittelte Succinat-Aufnahme beschreiben.

4.2.1 Hemmbarkeit der Succinat-Aufnahme durch Glutathion

Im Glutathion-Stoffwechsel des Kérpers nehmen die Nieren eine zentrale Stellung ein, da sie
der Ort sind, an dem die Homoostase des GSH aufrecht erhalten wird. Aufgrund des hohen
oxidativen Stresses, dem die Nieren durch ihre Rolle als Entgiftungsorgan ausgesetzt sind,
besteht ein hoher Bedarf an GSH als Reduktionsmittel, aber auch die Ausscheidung des
Glutathions Uber den Urin ist Aufgabe der Nieren. Da bereits wahrend einer Nierenpassage
mehr als 80% des Plasma-Glutathions aus dem Blut entfernt werden, ein Wert, der die
alleinige Filtrationsfihigkeit der Niere tibersteigt (HABERLE et al. 1979; RANKIN et al. 1985),
muss demzufolge ein Teil der renalen GSH-Extraktion zusatzlich Gber die basolaterale
Membran der Tubuluszellen direkt aus dem Plasma erfolgen (RANKIN et al. 1985) und in den
Primdrharn sezerniert werden. Die fir diese Sekretion verantwortlichen Iuminalen
Transporter sind bereits bekannt, es handelt sich dabei um Mitglieder der , multidrug
resistance-associated protein (MRP)“- und der ,organic anion transporting polypeptide
(OATP)“-Familie (BALLATORI et al. 2005).

Dem gegeniiber steht die Aufnahme des GSH aus dem Plasma Uber die basolaterale
Membran der Tubuluszellen, die bisher nur unvollstindig geklart ist. Ein moglicher
Transporter, der fir diese Aufnahme in Frage kommt, ist der hNaDC3, der im Rahmen dieser
Dissertationsarbeit dahingehend nadher untersucht worden ist.

Um einen Transport von Glutathion Gber den hNaDC3-Transporter nachzuweisen, wurde an
Oozyten, die 3 Tage zuvor mit der cRNA des hNaDC3 injiziert worden sind, der Transport von
radioaktiv-markiertem Succinat in An- und Abwesenheit von GSH bestimmt. Dabei zeigte
sich eine signifikante Hemmung (siehe Abb. 3.7, Abb. 3.8 und Abb. 3.9) der hNaDC3-
vermittelten Aufnahme von Succinat in Gegenwart von Glutathion (ORlgsy). Dies bestatigt
die Theorie, dass es sich bei GSH tatsachlich um ein Substrat des hNaDC3-Transporters
handelt. Demzufolge ist davon auszugehen, dass dieser Transporter aufgrund seiner
Lokalisation in der basolateralen Membran proximaler Tubuluszellen fiir die Aufnahme von
Glutathion aus dem Plasma in die Zelle (mit-) verantwortlich ist. Er tragt somit entscheidend

zur Elimination von GSH aus dem Koérperkreislauf bei.
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4.2.2 Hemmbarkeit der Succinat-Aufnahme durch den Redoxpartner GSSG

Ein weiterer Stoff, der auf mogliche Interaktionen am hNaDC3-Transporter untersucht
wurde, ist der Redoxpartner des GSH, das Glutathion-Disulfid GSSG. Dabei handelt es sich
um zwei Molekiile GSH, die (ber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden sind
(siehe Abb. 4.1). Aufgrund der geschlossenen Disulfidbriicke ist GSSG nicht reaktiv, d.h.,
Komplexierungen mit Schwermetallen o0.a. sind in dieser Form nicht moglich. Es sollte nun
die Frage geklart werden, ob lediglich Glutathion als Tripeptid zu den Substraten des hNaDC3
gezahlt werden kann oder ob es auch als Dimer transportiert wird. In ihren Untersuchungen
1984 haben LASH und JONES beispielsweise festgestellt, dass GSSG ebenfalls einem
natriumabhdngigen Prozess folgend Uber die basolaterale Membran aufgenommen wird,
allerdings mit nur etwa 20 % eines entsprechenden GSH-Transports. Um diese Fragen zu
klaren, wurde eine Versuchsreihe durchgefiihrt, in der neben einer ORI-Vergleichsgruppe die
hNaDC3-injizierten Oozyten in 3 mM GSSG (ORlgssg) inkubiert wurden (siehe Kapitel 3.4.1).
Im Bezug auf eine Interaktion am hNaDC3-Transporter durch GSH in seiner Form als Disulfid
GSSG konnte dabei bewiesen werden, dass Glutathion als Dimer nicht zu den Substraten
dieses Transporters gerechnet werden kann. Die Succinat-Aufnahme in ORlgssg lag etwa im
Bereich der Aufnahme der in der ORI-Vergleichsgruppe gemessenen (siehe Abb. 3.8). Da die
bevorzugten Substrate des hNaDC3 Dicarboxylate mit einer Kettenlange von 4 — 5
Kohlenstoffatomen sind (WANG H et al. 2000), ist es nicht Uberraschend, dass ein Molekil

wie GSSG nicht Gber diesen Transporter aufgenommen wird.

O W NH,
Ho\n/\ JJ\/N\"/\/.\"/OH
N
O H /‘ O O
i
O O S O
[+
OJJ\/\/U\ N\)J\o
H : N/\“/ H
= H
NH, (@)

Abb. 4.1: Strukturformel des GSSG

(Quelle: www.commons.wikimedia.org)


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/cb/Glutathione_disulfide.svg�
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4.2.3 Hemmbarkeit der Succinat-Aufnahme durch die Aminosdurebausteine

Da die Nieren aufgrund ihrer Funktion einen hohen Bedarf an Glutathion haben, verfligen sie
nicht nur tGber Transportsysteme, die GSH aus dem Blut zur Verfligung stellen, sondern auch
Uber hohe Konzentrationen an Enzymen, die fir die intrazelluldare Synthese des GSH bendtigt
werden. Dies setzt natirlich die Bereitstellung der Aminosaurebausteine des GSH voraus. Ein
Teil dieser Bausteine gelangt (iber luminale Aminosdure- und Peptidtransporter aus dem
Primarharn in die Tubuluszelle (GETHER et al. 2006; KANAI und HEDIGER 2004; RUBIO-
ALIAGA und DANIEL 2008). Filtriertes GSH selbst wird beispielsweise durch die in der
Blirstensaummembran lokalisierte y-Glutamyltransferase in seine Grundbausteine Glycin,
Cystein und Glutamat zerlegt, die wiederum in die Zelle aufgenommen werden und zur
erneuten Biosynthese zur Verfligung stehen. Diese Abldufe finden an der luminalen
Membran statt. Der in dieser Arbeit untersuchte hNaDC3-Transporter der basolateralen
Membran sollte prinzipiell mit der Aufnahme der Aminosduren aus dem Plasma nicht
interagieren. Da es sich dabei jedoch um die Grundbausteine des Glutathion handelt, wurde
der Transporter auch auf mogliche Interaktionen mit Glycin, Cystein und Glutamat
untersucht, da diese Studie den Beleg liefern soll, dass der hNaDC3 beziglich des GSH-
Haushalts lediglich fiir die Aufnahme des intakten Tripeptids aus dem Blut verantwortlich ist.
Aus diesem Grund wurden Versuchsreihen durchgefiihrt, bei denen der reguladre Succinat-
Transport Gber den hNaDC3 in Anwesenheit der drei Aminosduren (ORlgjy, ORlcys, ORIlgiy)
bestimmt wurde (siehe Kapitel 3.4.2). Dabei stellte sich heraus, dass entgegen den
Erwartungen durch Glycin eine Stimulation der Succinat-Aufnahme hervorgerufen wurde
(siehe Abb. 3.9). Es handelt sich allerdings nicht um eine signifikante Stimulation, sodass dies
auch als unspezifischer Effekt im Rahmen des Versuchsablaufes ausgelegt werden kann. Fir
diese Annahme spricht auch die hohe Standardabweichung von 55,9 + 22,3 pmol-Oozyte™
im Vergleich zu der der ORI-Gruppe mit 32,5 + 9,7 pmol-Oozyte™. Des Weiteren wird die
Vermutung eines unspezifischen Effektes durch die Struktur des Glycin erhartet. Bei Glycin
handelt es sich um die Aminosidure mit dem niedrigsten Molekulargewicht. Uberwiegend
liegt es im Korper als sogenanntes Zwitterion vor, da die saure Carboxylgruppe an die
basische Aminogruppe bindet, wodurch Glycin insgesamt ungeladen ist. Zudem ,verliert” es
durch diese Struktur die endstdandige Carboxylgruppe, die viele der Substrate des hNaDC3 in

der Regel aufweisen. Der hNaDC3 hat eine Praferenz fur Dicarboxylate bzw. flir anionische,
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divalente Substrate (PAJOR 2006), so dass demzufolge Glycin kein Substrat des hNaDC3 sein
sollte.

Aber auch eine Stimulation durch Glycin liel3e sich begriinden. So ware beispielweise durch
die Anwesenheit dieser Aminosaure eine Konformationsanderung des Transporters moglich,
wodurch dessen Affinitat fur Succinat erhéht wird.

Das gleiche gilt auch fiir die Aminosaure Cystein, die ebenfalls auf Interaktionen am hNaDC3-
Transporter getestet wurde und eine Stimulation des Succinat-Transports hervorruft (siehe
Abb. 3.9). Ebenso wie Glycin liegt Cystein im Korper als Zwitterion vor, wodurch es insgesamt
ungeladen ist und somit nicht iber die Eigenschaften verfligt, die die bevorzugten Substrate
des hNaDC3-Transporters in der Regel aufweisen. Demzufolge zeigte sich erwartungsgemaf
keine Hemmung der Aufnahme von Succinat tiber den hNaDC3. Wodurch die doch deutliche
Stimulation hervorgerufen wird, ist allerdings unklar, jedoch liegt auch in diesem Fall eine
hohe Standardabweichung vor (75,3 + 23,7 pmol-Oozyte!), was unspezifische Effekte als
Ursache am sinnvoll erscheinen ladsst. Eine sehr spekulative Erklarung koénnte sein, dass
Cystein eine Konformationsanderung am hNaDC3-Transporter hervorruft, durch die dessen
Affinitat fir Succinat erh6ht wird.

Anders verhdlt sich hingegen die ebenfalls getestete Aminosdure Glutamat bzw.
Glutaminsdure, durch die eine signifikante Hemmung am hNaDC3-Transporter
hervorgerufen wird (siehe Abb. 3.9). Glutaminsdure verfligt Uber zwei endstidndige
Carboxylgruppen, wodurch es in seiner Struktur den Dicarboxylaten, den bevorzugten
Substraten des hNaDC3, dhnelt. Wie auch bei GSH, das ebenso lUber zwei Carboxylgruppen
verfligt, ist davon auszugehen, dass es diese Struktur ist, die einen Transport Uber den
hNaDC3 ermoglicht (PAJOR 2006). Zudem spricht auch die Struktur des Glutamats fiir einen
Transport iber den hNaDC3: in einer Arbeit von 2000 gingen WANG H et al. davon aus, dass
es Dicarboxylate mit einer Kettenlange von 4 — 5 Kohlenstoffatomen seien, die die idealen
Substrate des hNaDC3 darstellen. LASH und JONES hingegen vermuteten in einer Arbeit von
1984, dass die fiir die Substrate des hNaDC3 entscheidende Struktur in der Glutamylgruppe
zu finden ist. AuszuschlieRRen ist diese Theorie nicht, da Glutathion und auch Glutaminsaure
sowohl liber zwei Carboxyl- als auch Uber eine Glutamylgruppe verfiigen.

Eine weitere Erklarung fir die verminderte Succinat-Aufnahme in Anwesenheit von
Glutamat konnte allerdings auch auf folgenden Mechanismus zurtickgefiihrt werden: bei

Glutamat handelt es sich um einen stimulierenden Neurotransmitter, der allerdings in einer
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3 millimolaren Konzentration, die fiir diesen Versuch gewahlt wurde, unter physiologischen
Bedingungen (nanomolarer Bereich) toxisch wirken wiirde. Demzufolge ware es denkbar,
dass ein Teil der gemessenen Oozyten wahrend der Inkubationszeit so stark geschadigt
wurde, dass eine Succinat-Aufnahme nicht mehr bzw. nur in sehr reduziertem AusmaR

stattfinden konnte. Dies wirde einen inhibitorischen Effekt am Transporter vortauschen.

o 0 0
OH HOJKK\SH Ho)l\(\/\koH
NH, NH,

Glycin Cystein D-Glutaminsdure

NH;

Abb. 4.2: Strukturformeln der Aminosdurebausteine des GSH: Glycin, Cystein und Glutaminsdure

(Quelle: Wikipedia, s.v. Glycin, Cystein und Glutaminsaure)

4.3 Der humane natriumabhangige Citrat-Transporter (hNaCT)

In den folgenden Kapiteln wird nun der Transporter naher charakterisiert, der neben dem
hNaDC3 fur ein weiteres natriumabhangiges GSH-Transportsystem der Basolateralmembran
proximaler Tubuluszellen stehen kénnte, der hNaCT.

Zunachst wird auf dessen Eigenschaften beziglich der Aufnahme von Glutathion
eingegangen, im Weiteren folgt eine tiefergehende Untersuchung der Charakteristika dieses
Transports. Wie auch bei Versuchen am hNaDC3 wurden die verwendeten Oozyten vor dem
jeweiligen Versuchsbeginn in einer H,0,-haltigen Lésung inkubiert, um die intraoozytare
GSH-Konzentration so gering wie moglich zu halten. Es zeigte sich auch hier eine leicht
erniedrigte Citrat-Aufnahme in Oozyten nach Vorinkubation (siehe Abb. 3.10), allerdings
ergeben sich dadurch keine relevanten Beeintrachtigungen der Versuchsergebnisse, da alle
Oozyten auf die gleiche Weise behandelt werden und die Vergleichbarkeit untereinander

somit bestehen bleibt.
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4.3.1 Transport von Glutathion liber den hNaCT

Laut LASH’s Theorie (LASH 2005) liegt die Vermutung nahe, dass moglicherweise der hNaCT-
Transporter flir das existierende zweite, natriumabhdngige Transportsystem der
Basolateralmembran proximaler Tubuluszellen stehen kénnte. In einer Ubersichtsarbeit
(LASH 2005) ging er davon aus, dass es dort mindestens drei verschiedene Transporter
geben muss, von denen es sich bei zweien um natriumabhangige Systeme handelt. Er
beschiftigte sich seitdem jedoch mit lediglich zwei Systemen, fir die es zum damaligen
Zeitpunkt bereits konkrete Hinweise auf eine Beteiligung an der renalen GSH-Aufnahme gab.
Es handelte sich dabei zum einen um den hNaDC3, fiir den allerdings nur spekuliert wurde,
dass er GSH transloziert; der eigentliche Nachweis einer Interaktion von GSH mit dem
hNaDC3 wurde erst in dieser Arbeit erbracht, sowie um den OATS3, fir den LASH et al. 2007
in einer Studie den Beweis erbrachten, dass er am renalen GSH-Transport Uber die
Basolateralmembran beteiligt ist.

Die vorliegende Arbeit befasst sich nun neben der Charakterisierung des hNaDC3 mit dem
dritten, von LASH bisher nicht thematisierten Transportsystem. Fiir dieses kdme ein
Transporter in Frage, der 2006 erstmals auch in der Niere nachgewiesen wurde, allerdings
lediglich auf RNA-Ebene (YODOYA et al. 2006). Dabei handelt es sich um den humanen
natriumabhangigen Citrat-Transporter, hNaCT, ein Mitglied der Familie der
natriumabhangigen Sulfat- und Carboxylat-Transporter (NaC’s). Er unterscheidet sich in
seinen funktionellen Eigenschaften in einigen Punkten jedoch deutlich von den anderen
Mitgliedern dieser Familie, beispielsweise durch die geringe Affinitat, die er fir
Dicarboxylate aufweist. Darlber hinaus weist der hNaCT bislang ein enges Spektrum an
Substraten auf (siehe Tab. 1.3), was einen moglichen GSH-Transport in Frage stellt.

Es wurde daher in einer ersten Versuchsreihe zunachst getestet, ob GSH zu den Substraten
des hNaCT gezahlt werden kann. Zu diesem Zweck wurden Oozyten in radioaktiv markiertem
Citrat inkubiert, dem bevorzugten Substrat des Transporters. Zum Vergleich wurde bei einer
weiteren Gruppe neben GSH [**C]-Citrat dem Versuchsmedium zugefiigt, um mogliche
Interaktionen bezlglich der Citrat-Aufnahme durch Glutathion zu testen. Dabei stellte sich
heraus, dass der Citrat-Transport Uber den hNaCT durch die Anwesenheit von GSH
signifikant inhibiert wird (siehe Abb. 3.11). Somit ist davon auszugehen, dass zwischen
diesen beiden Stoffen eine Interaktion im Sinne einer méglichen kompetitiven Hemmung am

Transporter stattfindet.
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Im Rahmen eines weiteren Versuchs, bei dem die Natriumabhangigkeit (siehe Kapitel 4.3.2)
des hNaCT-vermittelten Transports von GSH untersucht werden sollte, wurde als
Vergleichgruppe eine in ORI inkubierte Oozytengruppe beziglich der Aufnahme von
radioaktiv-markiertem GSH getestet (siehe Abb. 3.12). Im Vergleich zur Wasser-injizierten
Kontrollgruppe wurde eine deutlich héhere Aufnahme des GSH bei den hNaCT-injizierten
Oozyten beobachtet.

Zusammenfassend ist somit festzustellen, dass aufgrund der Hemmung der Citrat-Aufnahme
durch GSH sowie durch den Anstieg der intrazellularen Konzentration an radioaktiv-
markiertem GSH nach 30-minitiger Inkubation, GSH zu den Substraten des hNaCT-
Transporters gezdhlt werden kann. Er kann somit als ein weiteres Transportsystem der
basolateralen Membran proximaler Tubuluszellen betrachtet werden, das an der Aufnahme

von GSH aus dem Blutplasma beteiligt ist.

4.3.2 Natriumabhangigkeit des Glutathion-Transports

Um zu beweisen, dass der hNaCT hinter dem vermuteten zweiten natriumabhangigen
Transportsystem fir GSH stehen konnte, ist die Natriumabhangigkeit des hNaCT-
vermittelten GSH-Transports zu belegen. Zwar ist bekannt, dass es sich bei dem hNaCT um
einen elektrogenen Transporter handelt, der Natrium und Substrat in einem Verhaltnis von
4:1 aufnimmt (INOUE et al. 2002b), allerdings wurde dies bislang nicht im Bezug auf GSH
belegt. Aus diesem Grund wurde in einer weiteren Versuchsreihe die Aufnahme von
radioaktiv-markiertem GSH Uber den hNaCT in An- und Abwesenheit von Natrium
untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass hNaCT-injizierte Oozyten, die in natriumfreiem
ORI inkubiert wurden, eine signifikant niedrigere GSH-Aufnahme zeigten als solche, bei
denen der Transport in reguldarem ORI untersucht wurde (siehe Abb. 3.12).

Dadurch ist auch die Natriumabhéangigkeit des GSH-Transports tiber den hNaCT bewiesen,
sodass zusammenfassend tatsdchlich davon auszugehen ist, dass mit dem hNaCT das
Transportsystem gefunden wurde, das fiir die zweite Komponente im natriumabhéangigen

GSH-Transport Gber die Basolateralmembran proximaler Tubuluszellen steht.
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4.4 Ausblick

In einer der nachsten geplanten Untersuchungen wird der hNaDC3-Transporter auf eine
mogliche geschlechtsabhangige Expression getestet. Von vielen Transportern, beispielsweise
den Organischen-Anionen-Transportern (OAT’s), ist ein geschlechtsspezifischer Unterschied
in der Expression der Transportproteine bekannt, wobei in den meisten Fallen das
Transportprotein in mannlichen Tieren héher exprimiert war (SABOLIC et al. 2007). Da
bekannt ist, dass die OAT’s an den hNaDC3 gekoppelt sind (RIZWAN und BURCKHARDT 2007;
ROBERTSON und RANKIN 2006), liegt die Vermutung nahe, dass diese Eigenschaft auch fir
den hNaDC3 zutreffen konnte. Ein Punkt, der diese These stlitzt, ist eine von LASH
beobachtete erhohte Empfindlichkeit weiblicher Ratten bei der Aufnahme von GSH-
Konjugaten (LASH et al. 2001).

Bezlglich der OAT’s wurde bislang nicht ausgeschlossen, dass auch der OAT1 am GSH-
Transport beteiligt sein kénnte. LASH et al. haben 2007 lediglich den OAT3 dahingehend
geprift, sodass eine Untersuchung des OAT1 noch aussteht. Des Weiteren kénnten diese
Transporter auf Interaktionen zwischen GSH und seinem Dimer GSSG sowie den
Aminosaurebausteinen Glycin, Cystein und Glutamat untersucht werden.

Was den hNaCT betrifft, so ist neben einer tiefergehenden Charakterisierung eine weitere
Versuchsreihe bereits geplant. Diese dient dem immunhistochemischen Nachweis des
Transporters. Bislang konnte lediglich die RNA des hNaCT in der Niere isoliert werden
(YODOYA et al. 2006), mit Hilfe von Antikérpern soll der Transporter nun direkt

nachgewiesen werden.
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5 Zusammenfassung

Da die Ausscheidung von Glutathion (GSH) lber die Nieren die tubuldre Filtration Gbersteigt,
muss GSH zusatzlich sezerniert werden. Zudem war bekannt, dass die Aufnahme von GSH
Uber die basolaterale Membran proximaler Tubuluszellen natriumabhangig ist. Es sollte
deshalb in dieser Arbeit die Hypothese (iberprift werden, ob einer oder beide der bisher
bekannten, natriumabhangigen Carboxylat-Transporter (hNaDC3, hNaCT) fiir diesen
Transport von GSH verantwortlich sein kénnten. Diese Hypothese wurde auch dadurch
gestlitzt, dass GSH aufgrund seiner endstdandigen Carboxylgruppen in seiner Struktur den

Dicarboxylaten dhnlich ist.

Die Durchfiihrung erfolgte mit Hilfe des Xenopus-laevis-Oozyten-Expressionssystems. Die
Oozyten wurden mit cRNA entsprechend der jeweiligen humanen Isoform des zu
untersuchenden Transporters injiziert. Nach Expression der jeweiligen Transportproteine
konnten die Interaktionen zwischen GSH und hNaDC3 bzw. hNaCT mittels radioaktiv

markiertem Succinat, Citrat und GSH untersucht werden.

Nach Uberwindung anfinglicher Schwierigkeiten in der Findung des besten Versuchsdesigns

wurden folgende Ergebnisse erzielt:

Die Aufnahme des fir den hNaDC3 prototypischen Substrats Succinat wird durch

reduziertes GSH signifikant mit einer K; von ~3 mM gehemmt.

e Oxidiertes GSH (GSSG) und die Bausteine des GSH - Glycin, Glutamat und Cystein —
haben, mit Ausnahme von Glutamat, keinen signifikanten Einfluss auf die Aufnahme
von Succinat an hNaDC3-exprimierenden Oozyten.

e Die Aufnahme des fir den hNaCT prototypischen Substrats Citrat wird durch
reduziertes GSH ebenfalls signifikant gehemmt.

e Radioaktiv markiertes GSH wird lGiber den hNaCT in die Oozyten aufgenommen. Diese

Aufnahme ist bei Ersatz des Natriums nicht mehr nachweisbar.

Diese ersten Versuche bestdtigen, dass der erste Schritt in der Sekretion von GSH

in der Aufnahme von GSH UUber den hNaDC3 und den hNaCT stattfindet.
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