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1.) Einleitung

1.1.) Die SLC 13 — Familie

Die finf Gene der Solute-Carrier(SLC)-13-Familie kodieren fir Transporter, die in
Zellmembranen von S&ugern exprimiert werden, aber auch in Fischen, anderen Wirbeltieren,
Pflanzen, Bakterien und Hefen nachgewiesen werden konnten (PAJOR 2006). Generell sind
sie in einer Vielzahl verschiedener Gewebe nachweisbar, vor allem aber in Epithelzellen der
Nieren und des Gastrointestinaltraktes (MARKOVICH und MURER 2004). Sie sind
untereinander zu 40-50 % identisch in ihrer Aminoséuresequenz und wurden in der
Reihenfolge benannt, in der sie auch entdeckt wurden (PAJOR 2006): SLC13A1-5 kodieren
fir die Transporter NaS1, NaDC1, NaDC3, NaS2 und NaCT. Grundsatzlich ist ihnen
Folgendes gemeinsam: Zum einen besitzen sie zwischen 8-13 Transmembrandoménen
(MARKOVICH und MURER 2004), zum anderen ist ihre Funktion als sekundar-aktive
Transporter von der Anwesenheit von Natrium abhangig (PAJOR 2006). Da sie elektrogene
Transporter sind, missen mindestens 3 Natriumionen im Symport mit einem divalenten
Substratmolekul transportiert werden (MARKOVICH und MURER 2004). Als Substrate
dienen vorzugsweise zweiwertige Oxy-Anionen. Hierzu gehdren fir die NaS-Kotransporter
(NaS1 und NaS2) vor allem Sulfat, Selenat und Thiosulfat, wahrend es flr die anderen
Kotransporter (NaDC1, NaDC3 und NaCT) meist Zwischenprodukte des Citratzyklus sind;
also Di- und Tricarboxylate wie Succinat, a-Ketoglutarat und Citrat. Bei Vorhandensein von
Natrium und Substrat findet ein elektrogener Transport statt, der bei negativen
Klemmpotentialen einwértsgerichtete Strome hervorruft (MARKOVICH und MURER 2004;
PAJOR 2006). Zusatzlich wurden bei Messungen mit der ,, Two-electrode-voltage-clamp*-
Methode Leckstrome gefunden, die in Abwesenheit von Substraten, dafir aber in
Anwesenheit von Kationen, insbesondere Natrium, nachweisbar waren (PAJOR 2006).

In Strukturanalysen wurde nach dem/den bestimmenden Faktor/en fir die Funktion der
einzelnen Transporter gesucht. Als einflussreichster Faktor wurde hierfir die Carboxy-
terminale Halfte der jeweiligen Aminosdurensequenz identifiziert. Es wird angenommen, dass
die Transmembranhelices 9 und 10 fur die Akzeptanz der Substrate notwendig sind und dass
diese Transmembranhelices auBerdem an Konformationsdnderungen wéhrend des
Transportzyklus beteiligt sind (PAJOR 2006).

Alle Transporter der SLC13-Familie sind DIDS-unempfindlich. Das bedeutet, dass die
Substrataufnahme nicht durch 4,4’-Diisothiozyano-2,2-Stilbendisulfonsdure (DIDS), einem
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Inhibitor fur Anionen-Austauscher, blockiert werden (MARKOVICH und MURER 2004).
Dies ist auch nicht verwunderlich, da alle bisher bekannten Mitglieder der SLC13-Familie als

Sym- bzw. Kotransporter identifiziert wurden und nicht als Austauscher arbeiten.

Der NaS1, der durch das Gen SLC13Al kodiert wird, wurde als erster Transporter der
SLC13-Familie identifiziert. Der in menschlichen Zellen vorkommende hNaS1 besteht aus
595 Aminosduren, die sich zu 13 Transmembrandoménen formieren, und wurde auf dem
Chromosom 7 neben den Genen, die fir die Sulfattransporter DRA (downregulated-in-
adenoma; Genname SLC26A3) und NaS2 (Genname SLC13A4) kodieren, lokalisiert (LEE et
al. 2000). Die Bedeutung der Erkennung seiner Regulation und Funktion wird deutlich, wenn
man die Bedeutung der Sulfate betrachtet. Sulfate und Sulfatderivate sind grundlegend an
Wachstum, Entwicklung und Zellstoffwechselprozessen beteiligt. Sulfat wird in den Nieren
frei filtriert und anschlieBend im proximalen Tubulus reabsorbiert. Der hNaS1 kommt im
menschlichen Organismus ausschlieBlich in der apikalen Membran proximaler Tubuluszellen
vor (BECK und MARKOVICH 2000) und ist dort entscheidend an der Reabsorption von
Sulfat beteiligt (MARKOVICH und ARONSON 2007). Gezeigt werden konnte dies in
Versuchen mit NaS1-Knockout-Mausen. Diese litten an schwerer Hyposulfatdmie,
Hypersulfaturie, Wachstumsretardierung und Infertilitit (DAWSON et al. 2003). NaS1-
Knockout-M4&use zeigten zusétzlich Verhaltensauffélligkeiten verschiedenster Art (DAWSON
et al. 2004), Gedachtnisstérungen und Einschrankungen des Riechvermdgens (DAWSON et
al. 2005).

Der zweite identifizierte Transporter aus der SLC13-Familie ist der NaDC1 mit dem
Gennamen SLC13A2. Der humane NaDC1 ist auf Chromosom 17p11.1-g11.1 lokalisiert.
Bisher liegen Klone des NaDC1 des Menschen, der Ratte, des Kaninchens, der Maus, des
Opossums, des Xenopus und des Zebrafisches vor (MARKOVICH und MURER 2004). Der
NaDC1 besteht Spezies-abhangig aus 590 - 593 Aminoséduren. In seiner Sekundarstruktur
ahnelt er dem Natrium-Sulfattransporter NaS1 (PAJOR 1995). Sein Vorkommen beschrankt
sich auf apikale Membranen von Nieren des proximalen Tubulus sowie des Dunndarms.
Transkripte konnten allerdings auch in Leber, Lunge und Nebenniere nachgewiesen werden
(PAJOR 1995). Der NaDC1 transportiert vorzugsweise Dicarboxylate in trans-Konfiguration
mit einer Kettenlange von vier Kohlenstoffatomen wie Succinat. Im Vergleich zu anderen
Natrium-Dicarboxylattransportern besitzt er flr Succinat eine niedrige Substrataffinitat, d.h.
die halbmaximale Sattigungskonstante (Ky) fur Succinat kann je nach Expressionssystem und
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Nachweismethode bis zu 0,8 mM betragen (PAJOR 2006). Die Aufnahme von Succinat wird
durch Lithium, das kompetitiv zu Natrium eine Natriumbindungsstelle besetzt, inhibiert
(PAJOR 2000). Der NaDC1 konnte eine Rolle bei metabolischer Azidose spielen. In Ratten
mit chronischer metabolischer Azidose konnte im Birstensaum der Nierentubuli sowohl eine
vermehrte Konzentration an mRNA als auch eine erhdhte Expression des NaDC1-Proteins in
der apikalen Membran detektiert werden (ARUGA et al. 2000). Jedoch zeigten Mause, beli
denen das SLC13A2-Gen ,ausgeknockt“ war, keine offensichtlichen phéanotypischen
Abweichungen und wiesen lediglich eine erhohte Ausscheidung von Citrat im Urin auf
(PAJOR 2006).

Der nachste Transporter, der aus der Reihe der SLC13-Familie identifiziert wurde, ist der
NaDC3 mit dem Gennamen SLC13A3. Aufgrund seiner Bedeutung fir diese Arbeit wird er

nicht hier, sondern im folgenden Kapitel einzeln ausfuhrlich besprochen.

Der vierte Transporter aus dieser Reihe ist der NaS2 (Genname SLC13A4), welcher
urspringlich SUT-1 genannt wurde. NaS2 liegt beim Menschen auf Chromosom 7¢33, unweit
von NaS1 (GIRARD et al. 1999). Die im Menschen vorzufindenden Varianten dieser beiden
Transporter, hNaS1 und hNaS2, besitzen zu 49 % identische Aminosdurensequenzen
(MARKOVICH und MURER 2004). AulRerdem scheint es, als habe NaS2 nahezu die gleiche
Substratspezifitat wie der NaS1. Transportiert wird vor allem Sulfat; inhibiert werden kann
dieser Transport durch Thiosulfat, Phosphat, Molybdat, Selenat und Wolframat
(MARKOVICH et al. 2005). Nachgewiesen werden konnte mRNA des NaS2 vor allem in
Plazenta, Hoden und hoch-endothelialen Venolen, eine niedrigere Transkriptionszahl aber
auch in Herzen, Leber und Thymus (GIRARD et al. 1999; MARKOVICH et al. 2005).

Der letzte beschriebene Transporter aus der SLC13-Familie ist der NaCT, Genname
SLC13A5. Im Menschen ist der NaCT auf Chromosom 17p12-13 vorzufinden, seine mRNA
ist vor allem in der Leber, aber auch in den Nieren nachweisbar; in wesentlich geringeren
Konzentrationen auch in Hirn und Hoden (INOUE et al. 2002a). Ahnlichkeiten in der
Primarstruktur des Proteins hNaCT finden sich vor allem zum hNaDC1 und hNaDC3: erstere
sind zueinander zu 54 % identisch, hNaCT und hNaDC3 zueinander zu 47 % (MARKOVICH
und MURER 2004). Auch wenn es Ahnlichkeiten in der Substratspezifitat im Hinblick auf
Di- und Tricarboxylate zwischen dem NaCT und den NaDCs zu geben scheint, unterscheiden
sich die Transporter durch ihre Affinitat gegeniiber Citrat: die Affinitdt des im Menschen

nachweisbaren hNaCT zu den Citraten ist héher als die zu den Dicarboxylaten. Vergleichbar
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verhalt es sich auch mit den Transportgeschwindigkeiten: Vmax ist hoher fur Citrat als fur
Succinat (INOUE et al. 2004). Der Transportmodus und die Stéchiometrie von Natrium zu
Substrat &hneln denen der anderen Transporter aus der SLC13-Familie (INOUE et al. 2002 b).
Sein Verhalten gegenuber Lithium ist speziesabhangig. Wahrend der NaCT der Ratte durch
Lithium gehemmt wird, hat Lithium auf den menschlichen hNaCT stimulierende Wirkung
und verbessert sogar die Transportrate. Deutlich wird das durch eine gemessene hohere
Maximalgeschwindigkeit Vmax und eine niedrigere Ky flr Citrat (INOUE et al. 2003).
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1.2.) Der hoch-affine Natrium-Dicarboxylattransporter

SLC13A3 codiert fur den NaDC3, den hoch-affinen Natrium-Dicarboxylattransporter
(PAJOR 2006) mit einer Ky, fur Succinat unter 0,1 mM. Dieser konnte bisher aus den Nieren
der Ratte (rNaDC3: CHEN X et al. 1999), der Winterflunder (fNaDC3: STEFFGEN et al.
1999), Mausegehirnen (mNaDC3: PAJOR et al. 2001) und der menschlichen Plazenta
(hNaDC3: WANG et al. 2000) isoliert und kloniert werden. In menschlichen Zellen wurde der
NaDC3 uber die FISH-Methode (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung) auf Chromosom 20q2-
13.1 nachgewiesen. Der humane NaDC3 ist mehr als 80 Kilobasenpaare lang und besteht aus
13 Exons und 12 Introns (WANG et al. 2000). Das transkribierte Protein wiederum enthélt in
seiner Primarstruktur 602 Aminosauren (BAI XY et al. 2007). Nicht exakt geklart werden
konnte bisher, tber wie viele Transmembrandomanen der hNaDC3 verfligt. WANG et al.
veroffentlichten 2000 ihre Annahme, es seien 12 Transmembrandomanen, wobei sowohl C-
als auch N-Terminus extrazelluldr lagen. BAI XY et al. wiederum veroffentlichten 2007, es
seien 11 Transmembrandomdanen; mit dem C-Terminus extra-, dem N-Terminus aber
intrazellular gelegen. Die Erkennungsregion des NaDC3 fur Substrate ist bisher nicht
eindeutig identifiziert worden. Allerdings wird fur den NaDC3, wie flr alle Transporter der
SLC13-Familie, die Erkennungsdomane in der carboxyterminalen Hélfte des jeweiligen
Proteins vermutet (MARKOVICH und MURER 2004). Vor allem Abschnitte der
Transmembrandomanen 7-11 scheinen sowohl im Erkennen und Binden von Substraten, als
auch von Kationen, beteiligt zu sein (PAJOR 2000). Eine groRe strukturelle Ahnlichkeit des
NaDC3 lasst sich zum niedrig-affinen Natrium-Dicarboxylattransporter NaDC1 finden: die
humanen Transporter ahneln sich zu 43 % in ihrer Aminosauresequenz (MARKOVICH und
MURER 2004), die der Ratten sogar in 47-48 % (CHEN X et al. 1999). Allerdings konnte der
NaDC3 im Vergleich zum NaDC1 in einer groReren Vielzahl an unterschiedlichen Geweben
gefunden werden. Zum einen wurde er in der basolateralen Membran proximaler
Tubuluszellen der Niere nachgewiesen (fNaDC3: HENTSCHEL et al. 2003; hNaDC3: BAI X
et al. 2006), zum anderen aber auch in Leberzellen, Plazenta und im Gehirn (KEKUDA et al.
1999); hier sowohl in den Meningen (CHEN X et al. 1999) als auch in Neuronen, den Zellen
des Plexus choroideus (PAJOR et al. 2001) und in Astrozyten (YODOYA et al. 2006). Nicht
nur sein Vorkommen scheint verbreiteter zu sein, er scheint auch eine breiter gefécherte
Substratspezifitat als der NaDC1 zu besitzen. So transportiert er, zusatzlich zu Dicarboxylaten
in trans-Konfiguration mit vier Kohlenstoffatomen, den Hauptsubstraten des NaDC1 (PAJOR
2000), auch Substrate langerer Kettenldange und verzweigte Dicarboxylate (PAJOR 2006).

WANG et al. untersuchten 2000 die Substratspezifitdt des hNaDC3 anhand transfizierter
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HRPE-Zellen (human retinal pigment epithelial), deren [*H]-Succinat-Aufnahme durch
unterschiedliche Substrate unterschiedlich stark gehemmt wurde. Substrate mit einer
Kettenldnge von vier oder fiinf Kohlenstoffatomen stellten sich als stérkste Inhibitoren heraus
— woraus sich die hochste Substrataffinitat des hNaDC3 folgern l&sst. Succinat, Fumarat,
Glutarat und a-Ketoglutarat reduzierten die [*H]-Succinat-Aufnahme deutlich verglichen zur
Kontrolle, wohingegen Malonat und Oxalat, Molekiile mit einer Kohlenstoffkettenlange von
nur drei, beziehungsweise zwei Kohlenstoffen, die Aufnahme nur auf 72 % (Malonat) und 93
% (Oxalat), senken konnten. Zusétzlich zur Lange des Kohlenstoffgrundgerists spielt auch
die anionische Ladung eine Rolle. Monocarboxylate wie Laktat, Pyruvat, Butyrat und Valerat
konnten die Aufnahme von [®H]-Succinat nur geringfiigig senken, wohingegen zweiwertige
Dicarboxylate, wie oben erwahnt, die hauptséachlichen Substrate des NaDC3 sind. Citrat, ein
Tricarboxylat, wird sehr wahrscheinlich auch nur in seiner divalenten Form als Substrat vom
NaDC3 akzeptiert. Die Aminoséuren Aspartat und Glutamat, die unter physiologischen
Bedingungen zwar zwei negativ geladene Carboxylgruppen, jedoch auch eine positiv
geladene Aminogruppe besitzen, hemmen die Aufnahme von Succinat zu 42 % bzw. 18 %.
Die Substratspezifitit des NaDC3 scheint weiterhin sogar von der Konfiguration der
Dicarboxylate abzuhangen. Wéhrend Fumarat, ein trans-lsomer, einen &dufRerst potenten
Inhibitor in dieser Versuchsreihe darstellte, konnte Maleat, dessen Carbonsaurereste in cis-
Konfiguration zueinanderstehen, den Transport von Succinat nur wenig beeinflussen. Als
unbedeutende Kriterien bezlglich der Substrataffinitat zeigten sich funktionelle Gruppen am
a-Kohlenstoffatom, wie Hydroxylgruppen (z.B. Malat) und Keto-Gruppen (z.B. a-
Ketoglutarat). Malat und a-Ketoglutarat hemmen die Aufnahme von Succinat ahnlich gut wie
Succinat und Glutarat. Die Affinitat dieser Substanzen zum NaDC3 wird in einem spéteren
Abschnitt diskutiert. Die Substitution von Methylresten am zweiten und dritten
Kohlenstoffatom (2,2- bzw. 2,3-Methylsuccinat) des Succinat schien keinen Einfluss auf die
Aufnahme von Succinat zu haben (WANG et al. 2000).

Wie alle Transporter der SLC13-Familie ist die Funktion des NaDC3 Natrium-abhéangig. In
Versuchen, in denen Natriumionen in &quimolaren Konzentrationen durch andere einwertige
Kationen wie Kalium, Cholin oder N-Methyl-D-Glucamin (NMDG) ersetzt wurden, wurde
die Aufnahme von Succinat zu 99 % gestoppt (KEKUDA et al. 1999), das hei8t Succinat
wurde nicht mehr Gber den NaDC3 transloziert. In Versuchen an Membranvesikeln aus der
basolateralen Membran proximaler Tubuli der Ratte wurde festgestellt, dass bei der Natrium-
assoziierten Aufnahme eines Dicarboxylats (hier Methylsuccinat) in die Vesikel eine positive
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Nettoladung einwarts stromt (BURCKHARDT G 1984). Erklart werden kann es durch die
Stochiometrie des Transports, da je Transportzyklus 3:1 Natriumionen zusammen mit einem
zweiwertigen Substrat bewegt werden (WANG et al. 2000).

Bei steigendem Angebot von Natrium erhoht sich die Transportrate fiir Succinat sigmoidal
(KEKUDA et al. 1999). Ein weiteres lon, das Einfluss auf die Natrium-Bindungsstelle des
hNaDC3 hat, ist Lithium. In Experimenten, in denen das Zwei-Elektroden-Spannungsklemm-
Verfahren an Xenopus-laevis-Oozyten angewendet wurde und die AuRenldsung vollkommen
Natrium-frei, jedoch aber Succinat- und Lithium-haltig war, wurden einwartsgerichtete
Stréme gemessen (WANG et al. 2000). In weiterflihrenden Versuchen, in denen Natrium in
konstanter sattigender Konzentration (70 mM) vorlag und Lithium-Konzentrationen in den
Stufen 0, 5, 10, 20 und 30 mM variiert wurden, zeigte sich bei allen Klemmspannungen eine
Hemmung der durch Succinat induzierten Strdme mit steigender Lithium-Konzentration
(WANG et al. 2000). Dies gilt aber erst ab Lithium-Konzentrationen, die gréRer als 5 mM
sind, wie BURCKHARDT BC et al. 2005 zeigten. Niedrigere Konzentrationen an Lithium
scheinen keinen Einfluss auf die Aufnahme von Succinat oder die Succinat-mediierten Strome
zu haben. Bedeutsam ist dies in der Therapie bipolarer Stérungen, da in therapeutischen
Dosen Blut-Lithium-Konzentrationen zwischen 0,8-2 mM erreicht werden (SPROULE 2002),
womit die Reabsorption von Succinat und anderen Dicarboxylaten aus dem Lumen des
proximalen Tubulus der Niere nicht beeintrachtigt wird (BURCKHARDT BC et al. 2005).

Die kurzfristige Regulation des hoch-affinen Dicarboxylattransporters wurde am fNaDC3
hinsichtlich der Proteinkinase C untersucht. Fir diese besitzt er funf mdgliche
Phosphorylierungsstellen; weitere zwei fur Proteinkinase A. Groftenteils wurde die
Proteinkinase C im Versuch durch das stimulatorisch wirksame Phorbolacetatmyristat (PMA)
und wiederum dessen Inhibitoren, zum Beispiel Staurosporin, gesteuert, welches ein
Tumorpromoter ist und starke Ahnlichkeit zu einem anderen haufigen Stimulanz der
Proteinkinase C in vivo darstellt: Dioctanoylglycerol (DOG) (CASTAGNA et al. 1982). Die
Experimente ergaben, dass eine Aktivierung der Proteinkinase C die Aufnahme von Succinat
tber den fNaDC3 hemmt (HAGOS et al. 2003).

Letztendlich bleibt noch offen, welche klinische Bedeutung der hNaDC3 fir den Menschen
hat. Seine Transportspezifitdt fur Dicarboxylate prédisponiert ihn selbstverstandlich zur
Bereitstellung wichtiger Substrate fur den Krebszyklus, einem elementaren Bestandteil der

Energiegewinnung der Zelle. Weiterhin versorgt er im plazentalen Synzytiotrophoblasten mit
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seinen Transportfahigkeiten den Fo6tus mit Dicarboxylaten zur Energiegewinnung
(GANAPATHY et al. 1988). Der hNaDC3 dient jedoch nicht ausschlieRlich der
Energiegewinnung. So wird in den perivendsen Hepatozyten Glutamin aus a-Ketoglutarat
hergestellt, das erst aus dem Blut resorbiert werden muss (PAJOR et al. 2001). Das Gehirn
wiederum bendtigt Dicarboxylate zur Synthese von Neurotransmittern wie Glutamat und y-
Aminobuttersaure; dazu bedarf es der Aufnahme von Glutamin und a-Ketoglutarat (SHANK
und CAMPBELL 1982). Myelinisierungsprozesse der Axone bendtigen N-Acetylaspartat, das
ebenfalls tber den hNaDC3 bereitgestellt wird (HUANG et al. 2000). AulRerdem soll hier im
Folgenden trotz seiner zahlreichen Lokalisationen vorzugsweise auf seine Funktionen in der
Niere Bezug genommen werden. Betrachtet man den hNaDC3 in den renalen proximalen
Tubuluszellen, sto3t man auf Thesen von DANTZLER (2002). Laut seiner Veroffentlichung
transportiert der hNaDC3 bei ausreichender Verfugbarkeit von Natriumionen knapp 50
Prozent des, fur die organischen Anionen-Austauscher OAT1 und 3 bendtigten, o-
Ketoglutarats aus dem Blut in die Zelle. Die beiden OATS sitzen unter anderem ebenso in der
basolateralen Membran proximaler Tubuluszellen und sind fir den Austausch von
intrazellularen Dicarboxylaten gegen hydrophile organische Anionen zustéandig. Das kdnnen
physiologisch im Menschen vorkommende Substanzen sein, wie Hippurat oder
Prostaglandine, aber auch allogene Stoffe, wie zum Beispiel Medikamente — erwahnt seien
hier nur die ACE-Hemmer und die B-Laktamantibiotika (ENOMOTO und ENDOU 2005,
SEKINE et al. 2006, ZHOU und YOU 2007, BURCKHARDT BC und BURCKHARDT G
2011). Dementsprechend ist der hNaDC3 uber Umwege an der renalen Ausscheidung von
Pharmaka beteiligt, da er den nétigen Substratgradienten schafft. Betrachtet man weiterhin
Dicarboxylate, stofit man auf Dimercaptobernsteinsaure (DMSA). Diese ist ein Dicarboxylat
mit Substitution zweier Mercaptogruppen am zweiten und dritten Kohlenstoffatom seiner vier
Kohlenstoffatome langen Kette. Da Dicarboxylate mit Dimethyl-Substitution Substrate des
hNaDC3 sind, wurde postuliert, dass auch DMSA ein Substrat des hNaDC3 sein konnte.
DMSA st ein wichtiger Chelator und wird in der Medizin bei Schwermetallvergiftungen
therapeutisch eingesetzt (APOSHIAN HV und APOSHIAN MM 1990), da sich
Schwermetalle vorzugsweise in Zellen des renalen proximalen Tubulus ansammeln (ZALUPS
2000). Mittels Elektrophysiologie wurde nachgewiesen, dass der hNaDC3 DMSA in die Zelle
transportiert und damit wesentlich zur Entgiftung bei Schwermetallbelastung beitragt
(BURCKHARDT BC et al. 2005). Der Sonderfall des chronischen Nierenversagens sollte hier
aufgrund seiner Lokalisation und Wirkung auch noch behandelt werden. Bei Betroffenen

steigen viele unterschiedliche Metabolite an, die einwertigen unter ihnen — zum Beispiel
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Indolacetat und Hippurat - werden durch den OAT1 transportiert (MOTOJIMA et al. 2002).
Allerdings findet ebenso ein Anstieg der dicarboxylischen Metabolite Guanidinosuccinat und
Quinolinat statt (VANHOLDER et al. 2003). Daraus kdnnte eine Inhibition der Aufnahme
anderer Dicarboxylate durch den hNaDC3, wie Succinat und anderer Substrate des Krebs-
Zyklus, entstehen. BURCKHARDT BC et al. untersuchten dies 2005 anhand von
elektrophysiologischen Untersuchungen und kamen zu den Ergebnissen, dass weder
Guanidinosuccinat noch Quinolinat substratabhdngige Strome auslosen kdnnen. Allerdings
zeigte Guanidinosuccinat eine latente inhibitorische Funktion von 20 %, als es im
Zusammenhang mit Succinat-induzierten Strémen untersucht wurde. Somit ist es mdglich,
dass bei Patienten, die unter chronischem Nierenversagen leiden, eine Inhibition des hNaDC3
stattfindet und somit der Weg der Energiebereitstellung Uber den Krebs-Zyklus reduziert ist.
Jedoch wird der Transporter nicht nur im chronischen Nierenversagen relevant.
Nephrotoxische Substanzen, wie Aminoglykoside, Schwermetalle und Kontrastmittel, sorgen
in renalen Zellen fur eine Aktivitatssteigerung der Proteinkinase C (MILLER 2002). Wie
oben erwahnt, sorgt allerdings eine Hochregulation der Proteinkinase C fir eine Senkung der
NaDC3-Funktion und somit fur Einbuen im Energiestoffwechsel. Dies schédigt renale
Zellen zusétzlich zu der Intoxikation, der sie ohnehin ausgesetzt sind. Daher wird ein
Zusammenhang in der Entstehung des akuten Nierenversagens vermutet (HAGOS et al.
2003).

-19 -



Substrat % der [*H]-Succinat-Aufnahme
(verglichen zur Kontrolle)

Kontrolle ([°H]-Succinat) 100

a-Ketoglutarat 3

Aspartat 58

Butyrat 95

Citrat 63

Dimethylsuccinat 1

Fumarat 4

Glutamat 82

Glutarat 3

Laktat 100

Malat 8

Maleat 82

Malonat 72

Oxalat 93

Pyruvat 87

Valerat 119

Tabelle 2: Substratspezifitat des hNaDC3 (nach WANG et al. 2000, S. 1023)

hNaDC3-transfizierte und Vektor-transfizierte HRPE-Zellen wurden in 24-Well-Platten 1 min lang mit 2 nM
[*H]-Succinat inkubiert und der Absolutwert der Kontrolle, sprich die nach intrazellular aufgenommene [*H]-
Succinat-Konzentration, ermittelt. AnschlieRend wurden bei gleichbleibenden Bedingungen jeweils 2 mM der
verschiedenen Substanzen hinzugegeben und erneut die nach intrazellular aufgenommene [*H]-Succinat-
Konzentration gemessen. Als potenteste Inhibitoren der [*H]-Succinat-Aufnahme zeigten sich in absteigender

Reihenfolge Dimethylsuccinat, Glutarat und a-Ketoglutarat gleichermafen, Fumarat und schlie3lich Malat.
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1.3.) Fumarat und seine Derivate

Fumarat ist das Salz der Fumarsédure. Dieses wiederum ist der Trivialname der ungesattigten
Dicarbonséure trans-Butenséure, welche ebenso als trans-Ethylendicarbonséure bezeichnet

werden kann.

O

HO N OH

O

Abbildung 1.1: Strukturformel der Fumarsaure

Fumarat ist ein Zwischenprodukt des Zitronensaurezyklus. Dieser ist entscheidend fir die
Energiegewinnung der Zelle und lauft bei Eukaryoten in Mitochondrien, bei Prokaryoten im
Zytoplasma ab. Fumarat entsteht hierbei enzymatisch mithilfe der Succinatdehydrogenase aus
Succinat, dem Salz der Bernsteinsdaure (Butandisaure). Aus Fumarat wird unter Einwirkung
des Enzyms Fumarase Maleat. Dieses ist das Salz der Maleinséure, welches gleichzeitig das

cis-lsomer der Fumarsaure darstellt.
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Abbildung 1.2: Strukturformel der Bernsteinsaure

OH O

Abbildung 1.3: Strukturformel der Maleinséure
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1.3.1.) Pharmakologische Dynamik und Einsatz der Fumaratderivate

Fumarate werden pharmakologisch vor allem in Form von Fumarsdureestern eingesetzt.
Deren Wirksamkeit wurde in Doppel-Blind-Studien in den Therapiemodalitaten der Psoriasis
vulgaris nachgewiesen (ALTMEYER et al. 1994). Der in den zugelassenen oralen
Therapeutika enthaltene Wirkstoff ist Dimethylfumarat (DMF) (NIEBOER et al. 1990). Nach
Resorption der Fumarséureester im Dinndarm werden diese im Zitratzyklus metabolisiert;
und Esterasen hydrolysieren DMF zu Monomethylfumarat (MMF). Auch dieser Metabolit
wird im Anschluss im Zitratzyklus weiter metabolisiert (NIBBERING et al. 1993). Die
Hydrolyse von DMF zu MMF erfolgt im alkalischen Milieu bei pH 8, was in etwa dem pH
des Dinndarms entspricht, wohingegen keinerlei Hydrolyse bei pH 1, einer sauren
Umgebung, die der des Magens entspricht, stattfindet. Die Halbwertszeit von DMF betrégt
lediglich 12 Minuten, wohingegen dessen Metabolit MMF eine Halbwertszeit von 36 Stunden
besitzt (LITIENS et al. 2004b). MMF ist quantitativ hochstens finf bis sechs Stunden nach
Einnahme per os im Serum nachweisbar (MROWIETZ et al. 1999; LEHMANN et al. 2007;
MROWIETZ und ASADULLAH 2005).

e} C
N Z ~ s

0]

Abbildung 1.4: Strukturformel Diethylfumarat

Abbildung 1.5: Strukturformel Dimethylfumarat
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1.3.2.) Fumarsaure und ihre Wirkmechanismen in der pharmakologischen Therapie der
Psoriasis vulgaris und der Multiplen Sklerose

Begrundet ist die Anwendung der Fumarsdureester bei Psoriasis-Patienten durch ihre
immunmodulatorische und -suppressive Wirkung. Dabei steht vor allem deren Einfluss auf
die zelluldren Bestandteile des adaptiven Immunsystems im Vordergrund. TREUMER und
Kollegen (TREUMER et al. 2003) zeigten, dass es unter Einfluss von Dimethylfumarat, aber
nicht von Monoethylfumarat, in T-Zellen zu einer Abnahme des antiapoptotischen Proteins
Bcl-2 kommt - somit wird T-Zell-Apoptose induziert. Klinische Studien zeigten korrelierend
damit einen Riickgang von CD4-positiven T-Lymphozyten um 90 % und von CD8-positiven
T-Lymphozyten um 53 %. Diskutiert und beschrieben wurde weiterhin die
immunmodulatorische Komponente in Form einer Verschiebung der Zytokinproduktion,
welche Therser-Zell-gesteuert ablauft. Wahrend Tp;-Zellen vor allem die Ausschittung der
Zytokine IL-2, TNF-a und IFN-y vermitteln, sorgen Typ-Zellen eher fur die Sekretion der
Zytokine IL-4, IL-5 und zum Teil IL-10. Sowohl DE JONG et al. (1996) als auch
MROWIETZ et al. (1999) konnten in vitro nachweisen, dass unter Einfluss von MMF nach
Stimulation mit bakteriellem Superantigen eine bis zu zehnfach erhéhte Ausschuttung der
Interleukine 4 und 5 stattfand, eventuell vermittelt durch T1/Tro-Klone. Dabei wird vor allem
dem Interleukin 4 eine anti-inflammatorische Wirkung zugeschrieben, da es tberschieRende
Immunreaktionen vermeidet und die B-Zellaktivierung sowie IgE-Produktion verstérkt
(HOLTER et al. 1992). So wird ein Zusammenhang der immunmodulatorischen Wirkung der
Fumarsdureester darin gesehen, dass sich unter deren Einfluss die Zytokinproduktion vom
Tw1-Typ, was vorwiegend eine Sekretion von IL-2, TNF-o, IFN-y mit sich bringt, in Richtung
Tr2-Typ, also vorwiegend Sekretion der als anti-inflammatorisch geltenden Interleukine 4, 5
und 10, verschiebt (DE JONG et al. 1996). Interleukin 10 gilt neben TGF-p als wichtigster
limitierender Faktor inflammatorischen Geschehens. Zunédchst wurde ihm 1989 durch
FIORENTINO et al. zugeschrieben, nach Sekretion durch Tgp-Zellen die Typ-Effektor-
Aktivitat zu hemmen. Spéter jedoch stellten DEL PRETE et al. (1993) fest, dass Interleukin

10 ebenso von Tyi-Zellen selbst sezerniert werden kann.

Die immunmodulatorische Wirkung von Fumarséureestern beschrankt sich nicht nur auf die
genannten Zellreihen. Dendritische Zellen, denen auch regulative Funktionen bei
inflammatorischen  Prozessen  zukommen, sezernieren  bei  Stimulation  durch

Lipopolysaccharide (LPS) unter gleichzeitigem Einfluss von MMF deutlich weniger IL-12
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(LITIENS et al. 2004a). Besonders bedeutend ist eben beschriebene Erkenntnis hinsichtlich
der Pathogenese sowohl der Psoriasis vulgaris als auch der Multiplen Sklerose — eine neben
der Psoriasis vulgaris weiter als autoimmun bedingt geltende Erkrankung — deren
Therapiemodalitdten anhand von Fumarsdaurederivaten noch im Folgenden besprochen
werden. Schlielich konnten Zusammenhange nachgewiesen werden, in denen ein quantitativ
hoheres Auftreten von Interleukin 12, hier stimuliert durch mikrobiologische Produkte wie
beispielsweise LPS, bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen beteiligt ist (SEGAL et
al. 1997).

Jedoch lassen sich auch Veranderungen der Immunitét unter Einsatz von Fumarsaurederivaten
beschreiben, die abseits der Tui-, beziehungsweise T,-abhéngigen Zytokinproduktion
ablaufen. So hindert Dimethylfumarat die Zelldifferenzierung dendritischer Zellen (ZHU und
MROWIETZ 2001), die wiederum entscheidend flr die Aktivierung der spezifischen
zelluldren Immunitét sind. Bedeutsam in der Therapie der Psoriasis sind folgende weitere
Wirkungen des DMF auf dendritische Zellen: Einerseits lasst es dendritische Zellen
apoptotisch werden; andererseits unterbindet die Substanz in Keratinozyten die Sekretion des
proinflammatorischen IFN-y, dem Immunreaktionen des Ty;-Typs zuzuordnen sind, und
potenziert zur selben Zeit die Produktion des immuninhibitorisch wirksamen Interleukin 10
(OCKENFELS et al. 1998). Hyperproliferierende Keratinozyten, wie sie typischerweise bei
Psoriasis-Erkrankten vorkommen, reagieren auf Inhibition des INF-y mit verringerter
Expression von HLA-DR (Humanes Leukozytenantigen DR), welches malgeblich an
Gewebeimmunitat und -kompatibilitat beteiligt ist, sowie verminderter Aktivitat von ICAM-1,
einem an der Zellmigration beteiligtem intrazellularen Adhasionsmolekil (SEBOK et al.
1994).

Obwohl Fumarat und seinen Derivaten eben genannte immunmodulatorische Kompetenzen
zugeschrieben werden, ist bislang zu groBen Teilen unklar, welche VVorgénge auf molekularer
Ebene in den jeweiligen Zellpopulationen zu oben erwahnten Ergebnissen fiihrten. NF-«xB
(Nuclear-Factor-kappa-B) scheint zumindest in humanen Endothelzellen eine Schlisselrolle
zu spielen. Dimethylfumarat verhindert hochstwahrscheinlich den Ubertritt von NF-kB vom
Zytoplasma in den Nucleus, wo es ansonsten ber einen nicht DNA-bindenden Mechanismus
zur verstarkten Transkription von Genen fiihren wirde, die durch TNF-a, einem wichtigen
proinflammatorischen Mediator, induziert wird (LOEWE et al. 2002). Dieser VVorgang wird
als entscheidend zur Therapie der Psoriasis vulgaris gesehen. Unterdriickt wird durch eben
genannten Prozess die Steigerung der NF-kB-abh&ngigen Chemokine CXCLg (IL-8), CXCLg
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(Mig), CXCLjy (IP-10), wobei der Effekt proportional abhangig der verabreichten
Konzentration an DMF abléuft (HAYDEN et al. 2006).

Beziiglich Wirkung in aktivierten und zur selben Zeit alloreaktiven T-Zellen wurde ein
fordernder Einfluss der Fumarsdureester auf das anti-inflammatorische Stressprotein
Haemoxigenase 1 (HO-1) festgestellt. Auch hier zeigen die Ergebnisse eine Reduktion der
pro-inflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-12 und IFN-y (LEHMANN et al. 2007). In diesen
Zellen fuhrt DMF zum Abbau von Glutathion, was einerseits eine Verlangerung der
Halbwertszeit des DMF selbst herbeiftihrt, zum anderen erhoht ein Abfall des Glutathions die
Expression der HO-1, sodass oben genannte immunmodulatorische Effekte wieder zum
Tragen kommen (HELD et al. 1988).

Auch wenn bisher keine ndheren Untersuchungen zur Wirkung von Fumarséureestern auf B-
Zellen des Immunsystems vorliegen, so ist durch den bereits bekannten Einfluss von
Fumarséureestern auf NF-kB denkbar, dass tiber mehrere Zwischenschritte B-Zell-Apoptose
ausgelost wird. Mediiert werden konnte diese Uber die aus anderen Experimenten
nachgewiesene Inhibition von NF-kB durch Fumarsédureester, was wiederum in humanen B-
Zellen zu einer Minderexpression des anti-apoptotischen Bcl-2 fiihrt (BUREAU et al. 2002).
Fur die Therapie der Multiplen Sklerose eines Tages wegweisend konnten die diskutierten
neuroprotektiven Effekte der Dimethylfumarate sein. In mit Lipopolysaccharid stimulierten
Ratten-Mikrogliazellen und -Astrozyten erhéhte DMF, ahnlich Sulforaphan (1-
Isothiocyanato-4-methylsulfinyl-butan), die mRNA-Expression von NAD(P)H und der
Quinonreduktase (NQO-1) und erniedrigte gleichzeitig die Expressionsrate von TNF-a, IL-13
und IL-6, sowie das zellulare Glutathion und das neurotoxisch wirkende Stickstoffmonoxid
(NO) (WIERINCKX et al. 2005). Ferner gilt besonders eine Zunahme von TNF-a
neurotoxisch, welchem DMF entgegenwirkt und sich somit weiter als neuroprotektiv erweist
(BUNTINX et al. 2004).

Im Tiermodell kann durch Injektion des Myelin-Oligodendrozyten-Glykoproteins (MOG) die
sogenannte experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis, ein der Multiplen Sklerose (MS)
ahnliches Krankheitsbild, ausgelost werden (GOLD et al. 2006): Durch MOG-Injektion
kommt es zu MS-dhnlichen Lé&sionen und Entziindungsreaktionen mit konsekutiver
Demyelinisierung (STORCH et al. 1998). Auf diese Weise immunisierte C57BL/6-Mause
zeigten in Versuchen mit anschliefender Behandlung mit Fumarsdureester eine signifikante
Verringerung der Mikroglia und Makrophagen in den L&sionen (SCHILLINGS et al. 2006).
Jedoch kam es nicht zur Reduktion der T-Zellen und auch das Expressionsmuster der
Zytokine vom Ty;- zum Typ-Muster blieb aus, obschon beide Effekte in vitro und in vivo
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anderweitig beschrieben wurden. So bleibt die Folgerung, dass sich Fumarséureester bei
Multipler Sklerose vor allem immunmodulatorisch durch Hemmung der Mikroglia und
Makrophagenrekrutierung bewéhren konnten (STANGEL et al. 2008).

1.4.) HEK293-Zellen

HEK steht fir Human Embryonic Kidney cells, was bedeutet, dass eine humane Zelllinie aus
embryonalen  Nierenzellen, die epithelialen Charakter haben, gezlchtet wurde
(www.atcc.org). HEK293-Zellen wurden erstmals 1977 von GRAHAM et al. beschrieben.
Diese Zelllinie besteht aus den in den friihen 1960ern in den Laboren von SHEIN in Boston,
USA, geziuchteten HEK-Zellen (SHEIN und ENDERS 1962), die Jahre spater dann von
GRAHAM und VAN DER EB in Leiden, Niederlande, mit DNS-Fragmenten des humanen
Adenovirus 5 transfiziert wurden (GRAHAM et al. 1977). Die Transfektion wvon
geschnittenen DNS-Fragmenten des humanen Adenovirus 5 in eukaryotischen Zellen wurde
von VAN DER EB und GRAHAM zunéchst durch die Entwicklung einer sogenannten
Calcium-Phosphat-Methode mdéglich gemacht (GRAHAM und VAN DER EB 1973a), und
anschlieRend in Nagerzellen erprobt (GRAHAM und VAN DER EB 1973b), bis es dann 1977
maoglich war, den Virus in HEK-Zellen zu transfizieren, ohne dass weiterhin Komplikationen
wie Zelllyse auftraten (GRAHAM et al. 1977).

Das Genom der HEK293-Zellen ist hypotriploid. Das Wachstum verhélt sich adh&rent, was
mit sich bringt, dass die Zellen dazu neigen, sich erst nach Erreichen der Konfluenz zu teilen
und in Inseln zu wachsen. Dabei zeigen sie weite GroRenunterschiede (GRAHAM et al.
1977). Seither war es moglich, diese Zelllinie in verschiedensten Experimenten zu
verwenden, da sie als einfach zu kultivieren und zu transfizieren gelten. So wurden schon
zahlreiche Proteine an HEK?293-Zellen getestet und charakterisiert - neben Enzymen auch
Kandle und Transporter der Zellmembran (THOMAS und SMART 2005; VARGHESE et al.
2006).

1.5.) Xenopus-laevis — Oozyten als Expressionssystem

Die Oozyten des urspriinglich aus Stdafrika stammenden Frosches Xenopus laevis werden
héufig zur Expression verschiedenster exogener Proteine verwendet. Ein derartiges
Experiment wurde erstmals 1971 von GURDON et al. durchgefiihrt. Diese Arbeitsgruppe

konnte zeigen, dass nach vorangegangener Mikroinjektion von mRNS, die fir das
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menschliche Protein Globin kodiert, jenes auch durch die injizierten Oozyten synthetisiert
wurde. Sechs Jahre spater zeigten GURDON und MERTZ, dass es sogar moglich sei,
entsprechende DNS durch Mikroinjektion in den Zellkern der Oozyten einzubringen, die dann
wiederum ebenso zur Synthese von Globin fiihrte (MERTZ und GURDON 1977).
SUMIKAWA et al. entdeckten dann 1981, dass nicht nur zytoplasmatische Proteine zur
Expression gebracht werden konnen, sondern auch Proteine der Zellmembran. So konnte
durch radioaktiv markierte Liganden, die an der Zelloberflaiche vorzufinden waren, das
Vorhandensein von nikotinergen Acetylcholinrezeptoren nachgewiesen werden. Deren mRNS
war zuvor in die jeweiligen Oozyten injiziert worden. Bedeutend fur spatere Untersuchungen
an Proteinen der Zellmembran war schlie3lich ein Jahr spater der Beweis, dass die Expression
von injizierter mRNA flir nikotinerge Acetylcholinrezeptoren zu funktionierenden
Zellmembranrezeptoren fiihrt, deren Eigenschaften somit sehr einfach und ohne weitere
storende Einflisse elektrophysiologisch untersucht werden konnten (BARNARD et al. 1982).
Ausgehend von diesen Versuchen wurden die Oozyten des Xenopus laevis vielfach fir
elektrophysiologische Experimente genutzt, wie die , Two-electrode-voltage-clamp “*-
Methode, die ,, Patch-clamp “-Methode oder ,JIonen-selektive-Elektroden“-Methode; aber
auch fiir zellbiologische und biochemische Untersuchungen von Proteinen (WAGNER et al.
2000). Besonders fur eben erwadhnte Methoden ist der relativ grof3e Zelldurchmesser von
Vorteil: eine Oozyte im Stadium V und VI nach DUMONT misst 1,1-1,3 mm im
Durchmesser (DUMONT 1972). Das bedingt eine leichtere Handhabung, ebenso wie deren
Resistenz gegenuber dulleren Einflissen (SIGEL und MINIER 2005).

Die Oogenese im Xenopus-laevis-Weibchen verlduft asynchron; das bedeutet, dass man
mehrere Stadien gleichzeitig vorfinden kann (SMITH et al. 1991). Klassifiziert wurden diese
Stadien von DUMONT 1972. Demnach gibt es die Stadien I-VI, wobei V und VI
zahlenmallig am haufigsten vorzufinden sind (WAGNER et al. 2000). Diese Stadien sind am
besten geeignet fir samtliche Expressions-Experimente. Wahrenddessen sind die Oozyten
grol® und rund, weiterhin lasst sich der dunkle animalische Pol, der den Zellkern enthilt,
deutlich vom hellen vegetativen Pol unterscheiden (SIGEL und MINIER 2005). Im Stadium
VI verharren die Oozyten mehrere Monate, bevor sie absterben (WAGNER et al. 2000).
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2.) Material und Methoden

2.1.) Material

Zellen und Oozyten

HEK293 — Vektor-transfiziert: zur Verfugung gestellt durch einen Mitarbeiter der
Abteilung ,,Vegetative Physiologie und Pathophysiologie* der Universitit Gottingen

HEK293 — hNaDC3-transfiziert:  zur Verflgung gestellt durch einen Mitarbeiter der
Abteilung ,,Vegetative Physiologie und Pathophysiologie™ der Universitit Gottingen

Xenopus-laevis-Oozyten:  zur Verfugung gestellt durch eine Mitarbeiterin der Abteilung

,»Vegetative Physiologie und Pathophysiologie* der Universitdt Gottingen; die Tiere selbst
stammen von der Firma NASCO (Fort Atkinson, WI, USA)

Zellkulturmedien und Lésungen

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) High Glucose (HG)
AppliChem / A13169050

13,44 g DMEM-HG

3,7 g NaHCO;

mit Aqua dest. auf 1 | aufgefullt

pH auf 7,2 eingestellt

HEK?293-Medium
DMEM-HG
2 mM Glutamin

1,25 mM Natriumpyruvat

100 U/ml Penicillin

100 pg/ml Streptomycin

10 % FCS (,, Fetal Calf Serum”)
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Mammalian Ringer (MRi)

130 mM NaCl

4 mM KCI

1 mM CaCl,

1 mM MgSO,

1 mM NaH,PO,

20 mM HEPES

1 mM TMAPO,

18 mM Glucose

pH mit NaOH auf 7,4 eingestellt

MRi (Na'-frei)

130 mM TMACI

4 mM KCI

1 mM CaCl,

1 mM MgSO,

20 mM HEPES

1 mM TMAPQO,

18 mM Glucose

pH mit TMAOH auf 7,4 eingestellt

PBS (Phosphat-gepufferte Salzldsunq)
AppliChem / A0964,9100

Oozyten-Ringer (ORIi) fur die elektrophysiologischen Versuche mit Xenopus-laevis-Oozyten
110 mM NaCl

3 mM KCI

2 mM CaCl,

5 mM HEPES

pH mit TRIS auf 7,5 eingestellt
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ORI (Ca**-frei)

110 mM NaCl

3 mM KCI

5 mM HEPES

pH mit TRIS auf 7,5 eingestellt

ORi zum Aufbewahren der Oozyten
110 mM NaCl

3 mM KCI

2 mM CacCl,

5 mM HEPES

2,5 mM Natriumpyruvat

50 mg/l Gentamicin
pH mit TRIS auf 7,5 eingestellt

Kollagenase-L&sung
20 ml Oozyten-Ringer

7 mg Kollagenase (Biochrom, Berlin, Deutschland)

Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien als Bestandteile sdmtlicher Lésungen, Medien und Puffer
wurden von den Firmen AppliChem (Darmstadt, Deutschland), Biochrom (Berlin,
Deutschland), Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland), Merck (Darmstadt, Deutschland), Roche
(Grenzach-Wyhlen, Deutschland), Roth (Karlsruhe, Deutschland) und Sigma-Aldrich
(Taufkirchen, Deutschland) bezogen und hatten den Reinheitsgrad ,,zur Analyse®.

Das im Isotopenlabor verwendete [**C]-markierte Succinat (118 mCi/mmol) stammt von der
Firma NEN Life Science/PerkinElmer (Wellesley, MA, USA). Die fiir den Gebrauch des
Szintillationszahlers verwendete Szintillationslésung stammte von der Firma Packard
Bioscience/PerkinElmer (Wellesley, MA, USA).
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Gerateliste
Geréte

Binokular

Brutschrank

Feinwaage

Glaskapillaren

Glasmaterialien

Kaltlichtlampe

Kapillarziehgerat

Magnetrihrer

Zwei- Elektroden-

Spannungsklemme

Nanoliter-Injektor

Neubauer-Zahlkammer

Reinstwasseranlage

Oozyteninkubator (16 °C)

Petrischalen

Modell

M3B

Function Line
BB16

2001 MP1

Sodaklar-,

Bonosilikatglas

Duran

KL1500

PE-II

KMO2 electronic

Oozyte Clamp
OC-725C

Nanoliter2000

hell-linig
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Wild (Heerbrugg, Schweiz)

Heraeus (Hanau, Deutschland)

Sartorius (Gottingen, Deutschland)

World Precision Instruments
(Sarasota, FL, USA)

Schott (Mainz, Deutschland)

Schott (Mainz, Deutschland)

Narishige (Tokio, Japan)

IKA (Staufen, Deutschland)

Warner Instruments
(Hamden, CT, USA)

World Precision Instruments
(Sarasota, FL, USA)

Saaringia (Saarlouis, Deutschland)

Millipore (Molsheim, Frankreich)

Eigenbau der Institutswerkstatt

Nunc (Langenselbold, Deutschland)



pH-Meter

RNA/DNA -Calculator

Zweikanalschreiber

Schiittelinkubator

Sterile Werkbank

Szintillationszéhler

Thermocycler

Vortex

Waage

Woasserbad

Zentrifugen

,,.24-Well-Platten* fiir
die Inkubation der
HEK?293-Zellen

CG820
611

GeneQuantll

3031

Microflow

1500 Tri-Carb

GeneAmp

MS1

LC6215

D8

Biofuge fresco
5417R, 5415D
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2.2) Methoden

2.2.1.) Transportversuche

Zu diesen Experimenten werden hier samtliche notwendigen Schritte — von der Aufzucht der
Zellen in der Zellkultur bis hin zur Messung der Aufnahme von [“C]-Succinat in
Abhangigkeit der Fumaratderivate —im Folgenden Aufnahmeexperiment genannt - erlautert.
Gerade im Umgang mit den radioaktiven Substanzen erfolgte gesonderte Belehrung und
Einarbeitung durch erfahrene  Mitarbeiter des Labors. S&mtliche gebotenen
Sicherheitsmalnahmen und Dokumentationen bezlglich der Verwendung und Entsorgung

radioaktiver Stoffe wurde nach bestem Wissen und Gewissen beachtet und eingehalten.

2.2.1.1.) Kultivieren und Ausplattieren der HEK293

Die HEK293-Zellen wurden freundlicherweise von einem Institutsmitarbeiter bereits
aufgetaut und mit dem hNaDC3 beziehungsweise dem Vektor transfiziert zur Verfligung
gestellt. Ubergeben wurden sie als konfluenter Zellrasen in Petrischalen von einem
Durchmesser von 10 cm. Daher mussten sie zundchst geerntet werden. Alle folgenden
Arbeitsschritte in der Kultivierung der Zellen geschahen unter einer sterilen Werkbank, um
mikrobielle Kontamination in den Petrischalen, bei der weiteren Aufbereitung und letztlich

auch im Brutschrank zu vermeiden.

2.2.1.2.) Ernten und Pflege der Zellen

Die Ernte der transfizierten HEK293 begann damit, dass das Medium, in dem die Zellen
kultiviert wurden, abgesaugt wurde und zum Spulen 2 - 5 ml PBS in die Petrischale pipettiert
und abgesaugt wurden. Nach dem zweiten Absaugen wurden 3 ml Trypsin fir 10 Minuten zu
den Zellen gegeben. AnschlieBend wurde durch 5-maliges vorsichtiges Aufsaugen die
Trypsin-Zellmischung vom Boden der Petrischale gelost und in ein Zentrifugengefall mit 3 ml
Medium Uberfuhrt. Diese Suspension wurde fir 5 Minuten bei 1000 Umdrehungen pro
Minute bei 23° C zentrifugiert. Danach dekantierte man vorsichtig den Uberstand, wahrend
man sorgsam versuchte nicht das Pellet zu I6sen. Auf das Pellet gab man erneut 1 ml des
Mediums, und durchmischte alles indem man mit einer Pipette mehrmals die Suspension auf
und ab zog. Hatte sich das Pellet geldst und homogen im Medium verteilt, konnte man sich je
nach Zeitspanne, die fur die Kultivierung der Zellen vorgesehen war, einen Anteil aus der

Zelllésung mit der Pipette abziehen und in neue Petrischalen berfiihren, die mit 10 ml des
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Mediums plus 35 pl des Antibiotikums Hygromycin gefillt waren. Die Zellen wurden bis zur

weiteren Verwendung in den Brutschrank bei 37° C gestellt.

2.2.1.3.) Bestimmung der Zellzahl und Ausplattieren

Oben beschriebene Vorgehensweise wurde zur Zellgewinnung fir die Aufnahmeexperimente
bis zu Zentrifugiervorgang und Resuspension des Pellets mit 1 ml HEK293-Medium genauso
wiederholt. Um dann eine 1:20-Verdunnung zu erstellen, nahm man 10 pl der Resuspension
aus Medium und HEK?293-Zellen und gab diese in ein Eppendorfgefal, in das zuvor 190 pl
fetales Kalberserum eingebracht wurden. Mit der 1000 pl-Pipette wurde die Suspension
grindlich durchmischt, um eine homogene Verteilung der Zellen in der Ldsung zu erreichen.
Die Zellen mussten nun mit der Neubauer-Z&hlkammer gezé&hlt werden. Dazu wurden aus der
1:20-Verdiunnung 20 pl der Lésung enthommen und zwischen Deckglas und Zahlkammer
eingebracht. Nun zéhlte man die Zellen in allen 4 Quadranten unter dem Mikroskop. Aus den
Werten der 4 Quadranten bildete man den Mittelwert. Die Zellzahl, die man anhand der
Neubauer-Zahlkammer ermittelt, ist folgendermallen definiert: In der zum Z&hlen
verwendeten Zelllésung befinden sich im Mittel pro Milliliter so viele Zellen wie der
Mittelwert der Quadranten multipliziert mit 10*. Da man sich einer 1:20-Verdiinnung zum
Zahlen bedient hatte, musste man den Mittelwert nicht nur mit 10%, sondern auch noch mit 20
multiplizieren, um die gemittelte Zellzahl pro Milliliter in der Resuspensionsldsung zu
erhalten. Da per definitionem fiir die Versuche 2 - 10° Zellen pro Well gebraucht werden, und
in jedem der 24 Wells einer Platte 500 ml Suspension fiir das Anwachsen der Zellen enthalten
sein missen, bendtigt man 12 ml einer entsprechenden konzentrierten Zellldsung. Anhand
einer Dreisatzrechung konnte das Volumen an Zelllésung errechnet werden, das man
gemeinsam mit Medium auf insgesamt 12 ml auffullen musste, um eben genannte
Bedingungen erfiillen zu kénnen. Die 12 ml der neuen Zellsuspension wurden dann auf die 24
Wells aufgeteilt. Vor dem Aussden der Zellen musste man allerdings die 24-Well-Platten mit
Polylysin beschichtet haben, um ein Anwachsen der Zellen zu garantieren und um zu
vermeiden, dass sich wahrend der Versuche Zellen vom Boden der Wells I6sen. Dies tat man,
in dem man vor Aussden der Zellen je 500 ul Polylysin in jedes Well gegeben hatte und fir
10 min darin belassen hatte. AnschlieBend wurde das Polylysin abgesaugt und die Platten
sollten etwa 20 min in der sterilen Zellbank trocknen. Dann schon konnte man mit dem
Aussden der Zellen beginnen. Die fertig praparierten 24-Well-Platten wurden 48 Stunden im
Brutschrank bei 37° C belassen. Nach dieser Zeit waren ausreichend Zellen fiur die

,,Aufnahmeversuche* vorhanden.
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/10 pl Resuspension aus\ /ergibt 1:20 Verdinnung;
geernteten transfizierten > _
+ 190 pl FCS in davon 20 pl in Neubauer-
HEK293-Zellen und 5 _
_ Eppendorf-GefaR Zahlkammer eingebracht
Medium
mit 1000 ml-Pipette
NS / durchmischt - /

Bestimmung der Zellzahl fur

jeden der 4 Quadranten;

Bildung des Mittelwerts

A 4

Mittelwert multipliziert mit 10* (gemaR Definition
Neubauer-Zahlkammer) und mit 20 (gemaR

Verdinnung) ergibt Zellzahl in Eppendorf-Gefaf

- )

Dreisatzrechnung, um entsprechendes
Volumen der zellhaltigen Resuspension

zu entnehmen, um die

24 Wells mit 24 - 500 ml Medium

fullen zu konnen, welche 24 « 2 - 10°

Zellen enthalten

A 4

/Ergibt 12 ml zellhaltige Suspension,
die auf 24 Polylysin-beschichtete Wells
aufgeteilt wird und zuletzt 48 Stunden
bei 37 °C aufbewahrt wird

- )

Abbildung 2.1: Flielschema zur Verdiinnung und Aussaat der Zellen

-35-



2.2.1.4) [**C]-Succinat-Aufnahme

Anhand der Transport-Versuche sollte ermittelt werden, ob und wie viel Succinat abh&ngig
von Zeit und Konzentration durch den hNaDC3 lber die Zellmembran in die Zellen
transportiert wurde und, zusétzlich, ob Fumarat und seine Derivate Diethyl- und

Dimethylfumarat in der Lage sind, die Aufnahme von Succinat zu beeinflussen.

Um die Aufnahme von Succinat in den Zellen nachzuweisen, wurde fur alle
Transportversuche [**C]-Succinat verwendet, dessen intrazellulire Konzentration wie
nachfolgend beschrieben gemessen werden konnte. Dazu musste eine Inkubationsldsung
hergestellt werden, die anteilig radioaktivmarkiertes und -unmarkiertes Succinat enthielt. Je
nach gewiinschter Molaritdt wurden verschiedene Succinatvolumina in Mammalian Ringer
(MRI) gel6st. Ebenso wurden Fumarat und dessen Derivate Diethyl- und Dimethylfumarat je
nach gewinschter Konzentration in MRi geldst. Als Zellen im Versuch dienten hNaDC3-
transfizierte HEK293-Zellen. Zur Kontrolle wurden HEK293-Zellen verwendet, die lediglich
mit dem leeren Vektor transfiziert waren und demzufolge keinen hNaDC3 exprimieren.

Bevor die Zellen dann fiir die Transport-Versuche bereit waren, mussten die Wells mit den
entsprechenden Zellen noch zwei Mal vorsichtig mit 500 pl PBS gespult werden, bevor 200
pl MRi mit pH 7,4 zugegeben wurden. Die ,,Aufnahmeexperimente wurden in dafir
zugelassenen Raumen durchgefihrt. Dort wurde in jedes Well der 24-Well-Platten 200 pl der
zu untersuchenden Test-Ldsungen pipettiert und Uber eine definierte Zeitspanne lang zur
Inkubation belassen. AnschlieBend wurden die Inkubationsvorgange mit eiskaltem PBS
gestoppt, indem von dieser je dreimal 500 pl auf die Zellen pipettiert und sofort abgesaugt
wurden. Zur Erfassung der intrazellular aufgenommenen [**C]-Succinat-Konzentration
mussten die Zellen lysiert werden, durch Zugabe von 500 pl einer 1 M Natriumhydroxid-
Losung pro Well. Die 24-Well-Platten wurden zur Zelllyse wahlweise so fur 24 h belassen
oder fir 2-3 h auf einen Schiittler gestellt. Die stark alkalische Losung der Wells musste durch
Zugabe von 500 pl einer 1 M Salzséure-Losung pro Well neutralisiert werden. Daraufhin
wurde der gesamte Inhalt eines jeden Wells einzeln mithilfe einer Pipette in
Szintillationsbehélter (,,Vials*) uberfuhrt. In jene wurden noch jeweils 25 ml
Szintillationslosung gegeben, verschlossen, und jedes einzeln von Hand geschittelt. Die
,,Vials* wurden dann in den Szintillations-Z&hler gestellt, der die Radioaktivitat in jedem der
,,Vials“ misst und dann in dpm (,,decays per minute*) angibt (1 dpm entspricht 60 Becquerel).
Bendtigt wird flr die Auswertung der Daten und die Interpretation der dpm-Werte noch die
spezifische Aktivitat des [*C]-Succinats. Hierzu wurden vor Versuchsbeginn vier Proben & 5
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pl jeder der Substratlésungen entnommen, ebenfalls mit 2,5 ml Szintillations-Lésung
versehen und zu den entsprechenden Proben in den Szintillations-Z&hler (PerkinElmer)
gestellt wurden.

Unter Einbeziehung der spezifischen Aktivitat des Succinats und der gesetzten Volumina
konnte die in die HEK293-Zellen aufgenommene Succinat-Konzentration pro Well berechnet

werden.

Spezifische Aktivitat (dpm/pmol) = dpm Standard / (Standard Konzentration - Standard

Volumen)

[**C]-Succinat-Aufnahme (pmol) = Proben dpm / (Spezifische Aktivitat)

2.2.1.5.) Zeitreihe

Im ersten Experiment, der Zeitreihe, sollte der hNaDC3 auf seine Succinat-Aufnahme Uber
die Zeit hin beobachtet werden. So sollte ein zeitliches Aufnahme-Profil erstellt werden,
sodass auch fir nachfolgende Versuche ein Zeitpunkt definiert werden konnte, an dem die
Aufnahme n&herungsweise proportional zur abgelaufenen Zeit erfolgt und noch keine
Sattigung erreicht wird.

Hierzu wurde eine 2 pM [**C]-Succinat-haltige MRi-Lésung hergestellt, die sowohl den
hNaDC3-transfizierten als auch den Vektor-transfizierten Zellen zugefuhrt wurde. Die
Inkubationszeiten betrugen 0, 0,5, 1, 2, 5 und 10 Minuten.

2.2.1.6.) Transporterfunktion unter Natrium-freien Bedingungen
Verglichen wurde die Aufnahme von [**C]-Succinat in einer Natrium-haltigen Lésung (MRi)
mit der Aufnahme, die in einer Losung erzielt wurde, in der NaCl durch aquimolare Mengen

an TMACI ersetzt wurde. Die Inkubationszeit betrug 5 Minuten.

2.2.1.7.) Bestimmung von Ky und Vyax
Mit diesen Versuchen sollten Ky (Michaelis-Menten-Konstante) und Vyax bestimmt werden.
Zu dieser Fragestellung wurden die hNaDC3-transfizierten Zellen so wie die Kontrollzellen in
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einer Inkubationszeit von 5 min aufsteigenden Succinat-Konzentrationen, bei einer konstanten
[**C]-Succinat-Konzentration von 2 uM, ausgesetzt (1, 2, 5, 10, 25, 50, 75, 100 uM).

Aus Abbildung 3.2 lassen sich die entsprechenden Werte ablesen. Zuséatzlich wurden diese
noch Uber das Graphikprogramm SigmaPlot 10 software (Systat, Point Richmond, CA, USA)

berechnet.

2.2.1.8.) Hemmung der Succinat-Aufnahme

Hierbei sollten die Substanzen ermittelt werden, die den Transport von [**C]-Succinat durch
den hNaDC3 kompetitiv inhibieren konnten. Die Inkubationszeit lag im gesamten Versuch
bei funf Minuten. Mit einer Konzentration von 2 pM [*C]-Succinat wurde an beiden
Zelllinien die Aufnahme von Succinat in Ab- und Anwesenheit von Fumarat und den
Fumaratderivaten, Diethyl- sowie Dimethylfumarat in einer Konzentration von 100 pM,

geldst in ORI, hinzugegeben.

2.2.1.9.) Ermittlung der K, und I1Csg

Anhand dieser Versuche sollte ein Inhibitorprofil des Fumarats erstellt werden. Dazu war es
nétig, verschiedene Konzentrationen — 0, 100, 200, 300 uM — an Fumarat in einer [*C]-
Succinat-Ldsung zu verwenden, um dessen inhibitorischen Einfluss auf die [**C]-Succinat-
Aufnahme konzentrationsabhéngig zu untersuchen. Der K;-Wert ist eine deskriptive
Konstante des Fumarats in Bezug auf seine inhibitorische Potenz der Succinataufnahme durch
den hNaDC3, die unabhdngig von der Konzentration des vorliegenden Succinats ist. ES
wurden hierzu zwei [**C]-Succinat-Konzentrationen verwendet (1 uM und 5 pM). AuBerdem
sollte die jeweilige ICso ermittelt werden, also die Konzentration an Fumarat, die es bedarf,
um 50 % der jeweils vorliegenden [*C]-Succinat-Konzentration aus den
Substratbindungsstellen des hNaDC3 zu verdrdngen. Hatte man die Aufnahmeversuche nun
wie eben beschrieben durchgefuhrt, konnte man die gesuchten Werte, K; und 1Cso, fir
Fumarat bestimmen:

Wurden die Graphen, die im ersten in diesem Abschnitt erklarten Versuch aus den Werten mit
den verwendeten 1 pM und dann 5 pM [**C]-Succinat bei jeweils 0, 100, 200, 300 pM
Fumarat als Inhibitor, entstanden, reziprok dargestellt, so ergab sich eine linearisierte
Darstellung. Diese wird als Dixon-Plot bezeichnet. Aufgetragen wurden die Werte
1/(pmol/Well) auf der y-Achse — entsprechend des reziproken Werts der Aufnahme pro Well
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— und die eingesetzten Fumaratkonzentrationen auf der x-Achse. Nachfolgend konnte der
Schnittpunkt beider Geraden errechnet werden, der im Dixon-Plot dem Wert -1/K, entspricht.
Die ICso wurde nach linearer Auftragung der Daten mit SigmaPlot 10 berechnet.

2.2.2.) Elektrophysiologische Experimente

2.2.2.1.) Entnahme und Selektion der Oozyten

Die Oozyten wurden Xenopus-laevis-Weibchen durch eine hierfir qualifizierte Mitarbeiterin
mit entsprechender Ausnahmegenehmigung (89 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes) entnommen
und fur die folgenden Experimente freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Das heif3t, im
Folgenden werden nicht die eigenen, sondern die Schritte der genannten Mitarbeiterin zur
Entnahme und Selektion der Oozyten erléutert.

Zu Beginn wurden die Xenopus-laevis-Weibchen in eiskalte 0,17%ige Tricain-Losung
getaucht, um so anasthesiert zu werden. Zusétzlich wurden sie auch auf Eis gebettet, wo dann
mit dem Skalpell ein kurzer, etwa 1-2 cm langer abdomineller Schnitt durch Haut und
Muskulatur folgte. Mit einer stumpfen Pinzette konnten durch das Schnittfenster direkt einige
Ovariallappen frei préapariert, nach Ligatur der distalen Ovarialanteile entnommen, und
schlieBlich in eine Petrischale mit ORi gegeben werden. AnschlieBend wurden die
Schnittrdnder durch Naht mit absorbierbaren Faden wieder adaptiert, wobei zundchst die
muskuldre Schicht verschlossen wurde, bevor separat die Haut zugenaht wurde, um
Verschieblichkeit der beiden Schichten gegeneinander zu garantieren. Das Xenopus-laevis-
Weibchen wurde in 16-18 °C temperiertes Wasser getan und noch einige Zeit beobachtet,
bevor es wieder in sein Becken zuriickgefiihrt wurde.

Einige Stunden spéater wurden die ovariellen Bestandteile aus dem ORI herausgenommen und
mithilfe einer Pinzette in kleine Stlicke zerrupft. AnschlieRend wurden sie dann erst einige
Male mit ORI gespilt, bevor sie ber Nacht (16-18 h) in 0,4 % Kollagenase-Ldsung
einweichen sollten und dafiir im Oozyten-Inkubator bei 18 °C gelagert wurden. Nach Ablauf
der Inkubationszeit wurde die Kollagenase durch mehrfaches Spiilen der Oozyten mit Ca*'-
freiem ORI herausgewaschen. Es folgte eine 10-miniitige Inkubation in Ca®*-freiem ORI. Im
Anschluss wurden die Oozyten ein weiteres Mal mehrfach mit ORI gespuilt und waren somit
zur Selektion bereit.

Hierzu wurden die Oozyten in ihrer Losung unter dem Binokular einzeln betrachtet.
Entscheidend waren verschiedene morphologische Kriterien, wie sichtbar erhaltene Integritat
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und vitale Farbung. So wurden Oozyten der Stadien V und VI nach DUMONT JN (1972)
vereinzelt, deren vegetativer und animalischer Pol gut optisch voneinander abgrenzbar waren.

Diese Oozyten standen dann zur Injektion bereit.

2.2.2.2) cRNA-Injektion

Die hier beschriebene cRNA wurde von einer Mitarbeiterin des Instituts hergestellt und
ebenso freundlicherweise zur Verfligung gestelit.

Zunachst wurden geeignete Oozyten unter dem Binokular heraussortiert. Dann wurden diese
mithilfe einer Glaspipette auf eine von der Institutswerkstatt angefertigte Plexiglas-
Injektionsbank Gberfihrt. Auf dieser konnten die Oozyten in 4-5 vertieften parallelen Linien
einreihig positioniert werden. In die Vertiefungen der Plexiglas-Injektionsbank wurde ORI
gegeben, damit die Oozyten nicht austrockneten. Mithilfe eines Nadelausziehgerates wurden
aus Glaskapillaren Injektionsnadeln gefertigt. Diese mussten weiterhin fir die Injektion
prapariert werden, indem ihnen zunéchst ein kleiner Teil der Spitze mit einer Schere entfernt
wurde, sodass sie an der Spitze eine Offnung besaRen. Danach wurden sie mithilfe einer
Spritze mit Paraffin-Ol blasenfrei zur Abdichtung befiillt und in den Nanoliter-Injektor
eingebracht. Unter dem Binokular wurde in die erste praparierte Glaskapillare 0,5 pl H,O
blasenfrei mithilfe des Nanoliter-Injektors aufgesogen; in eine zweite, ebenso praparierte
Glaskapillare wurde ebenso 0,5 pl cRNA blasenfrei aufgesogen. Injiziert wurde zur besseren
Sicht unter dem Binokular. Erst wurden in einige Oozyten jeweils 23 nl H,O, spater dann in

weitere Oozyten jeweils 23 nl cRNA in den vegetativen Pol eingebracht.

Die injizierten Oozyten wurden anschliefend in Gruppen von bis zu 5 in jeweils 2 ml ORi auf
Wells einer 24-Well-Platte aufgeteilt. Zur Lagerung wurden diese fir 2-3 Tage in einem 18°C
temperierten, lichtgeschiitzten Inkubator untergebracht. In dieser Zeit musste taglich das ORI
gewechselt, und Oozyten, die unter dem Binokular morphologische Verdnderungen

aufwiesen, aus dem ORI entfernt werden.

2.2.2.3.) Messungen mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme

Diese Methode ermoglicht es, elektrogene Transporter auf ihre Substrat- und
Potentialabh&ngigkeit zu untersuchen. Die Oozyten werden auf ein definiertes, vorgegebenes
Potential (Klemmspannung, Kommandospannung, V.) geklemmt und der Strom, der zur
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Aufrechterhaltung von V. notwendig ist, wird Uber ein Steuergerat eingespeist und von einem
Zweikanalschreiber aufgezeichnet. Im Versuch wird die Oozyte in die Perfusionskammer
gelegt und mit ORi umspult. Die KCI-gefillten Mikroelektroden wurden auf Manipulatoren
montiert und in einem Winkel von 180° in die Oozyte eingestochen. Uber eine Elektrode
werden Abweichungen vom Klemmpotential gemessen; die andere Elektrode speist den
Strom, der zur Aufrechterhaltung von V. nétig ist, ein.

Der Versuch lief folgendermaBen ab: Nachdem sich unter Perfusion mit ORI ein stabiles
Ruhemembranpotential eingestellt hatte, wurde die Oozyte auf -60 mV geklemmt.
AnschlieRend wurde, ausgehend von diesem Klemmpotential, das Potential fir 5 Sekunden
um 10 mV bis zu einem Potential von -90 mV hyperpolarisiert und dann ebenfalls in 10 mV-
Schritten bis auf 0 mV depolarisiert. Der bei jedem Potential (V) einzuspeisende Strom (1)
wurde registriert. Dieser Vorgang wurde zuerst unter Perfusion mit ORi und anschlielend
unter Perfusion mit ORi und einer der Testsubstanzen durchgefuhrt. Diese Vorgehensweise
ermoglicht das Aufnehmen von I/V-Kennlinien, wie sie beispielsweise in Abbildung 3.8A
dargestellt sind. Die Differenz der Strome in An- und Abwesenheit der Testsubstanz ergibt
den substratmediierten Strom (AI), wie er in Abbildung 3.8B und 3.9 zu sehen ist. Alternativ
kann auch, wie in Abbildung 3.3, der bei einem festen V. in Abhéngigkeit ansteigender
Substratkonzentrationen ermittelte Strom, aufgetragen werden. In allen Versuchsreihen
musste zuerst getestet werden, ob die Oozyten den hNaDC3 in ausreichendem Malie
exprimiert hatten. War dies der Fall, konnte mit den eigentlichen Messungen begonnen

werden. Der Versuchsaufbau ist schematisch in Abbildung 2.2 dargestelit.
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung einer Oozyte im Versuchsaufbau der Zwei-Elektroden-
Spannungsklemme
Abgebildet wird hier das Bad mit einer Oozyte, in die sowohl eine Spannungs-messende als auch eine Strom-

einspeisende KClI-geflllte Mikroelektrode. Der Stromkreis wird iber Bad- und Erdungselektroden geschlossen.

2.2.2.4.) Substratreihe

Anhand der Substratreihe sollte ermittelt werden, welche Substrate vom hNaDC3 elektrogen
transportiert werden. Zum Nachweis einer ausreichenden hNaDC3-Expression der Oozyte
wurden I/V-Kennlinien unter Perfusion mit ORi und ORI plus 1 mM Succinat aufgenommen
(Abb. 3.8A). AnschlieRend erfolgten die Messungen mit den mdglichen Substraten Fumarat,
Diethyl- und Dimethylfumarat in einer Konzentration von 1 mM und der substratmediierte
Strom wurde berechnet (Abb. 3.9). An einer Oozyte konnten alle potentiellen Substrate
ausgetestet werden. Zwischen den einzelnen Substanzen wurde eine Auswasch- und
Ruhephase von ca. 15 Minuten eingehalten. Idealerweise sollte der zur Aufrechterhaltung
eines V. von -60 mV notwendige Klemmstrom vor Einsatz einer jeden neuen Substanz

identisch sein.
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2.2.2.5.) Fumarat-Konzentrationsreihe

Bei einem V. von -60 mV wurden nach Applikation von Succinat (1 mM in ORi) subsequent
Fumaratkonzentrationen von 0,01, 0,025, 0,05, 0,1 und 1 mM angeboten und die
entsprechenden,  einzuspeisenden  Strdme  gemessen. Zwischen  jeder  der
Fumaratkonzentrationen wurde 15 Minuten mit ORI perfundiert, um die vorhergehende
Konzentration an Fumarat herauszuwaschen und eine Konstanz des Stromes unter Ruhe-

beziehungsweise Kontrollbedingungen zu gewéhrleisten.
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3.) Ergebnisse

Der erste Teil wumfasst die Charakterisierung des hNaDC3 mittels der
,2Aufnahmeexperimente” und damit seine Transporteigenschaften fir Succinat, Fumarat,
Diethyl- und Dimethylfumarat. Der zweite Teil gibt die Ergebnisse der

elektrophysiologischen Versuchsreihen wieder.

3.1.) ,,Aufnahmeexperimente*

3.1.1.) Aufnahme von Succinat in hNaDC3-transfizierte HEK293-Zellen als Funktion
der Inkubationszeit

Um die [*C]-Succinat-Aufnahme tiber den hNaDC3 im zeitlichen Verlauf zu betrachten,
wurden die Zellen unterschiedliche lange Zeiten in MRi inkubiert, der 2 pM [**C]-Succinat
zugegeben war. Abbildung 3.1 zeigt die erzielten Ergebnisse, wobei die Aufnahme von [*C]-
Succinat in hNaDC3-transfizierten als (@), die in Vektor-transfizierten HEK293-Zellen als
(O) dargestellt ist. Die beiden Regressionsgeraden wurden mit dem Programm SigmaPlot 10
berechnet. Die Aufnahme von [**C]-Succinat liegt in den ersten 2 Minuten oberhalb der
Regressionsgeraden. Ab einer Inkubationszeit > 2 Minuten wird ein linearer Anstieg der
intrazelluldren Succinatkonzentration mit der Zeit beobachtet, der bis zu einer Inkubationszeit
von 10 Minuten anhélt. Vektor-transfizierte Zellen (O) zeigen eine vernachlassigbare
Aufnahme von [**C]-Succinat. Basierend auf diesen Versuchen wird als Inkubationszeit in

allen folgenden Versuchen 5 Minuten gewadhlt.
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Abbildung 3.1: Aufnahme von [“*C]-Succinat als Funktion der Inkubationszeiten in hNaDC3-
transfizierten (@) und Vektor-transfizierten (O) HEK293-Zellen.

Die [*'C]-Succinatkonzentration in Vektor-transfizierten HEK293-Zellen ist zu vernachlassigen, diejenige in
hNaDC3-transfizierten Zellen nimmt linear mit der Inkubationszeit zu. Die Standardabweichungen betragen
mehr als 20 % des Mittelwerts. Die Abbildung zeigt Mittelwerte von 3 Versuchen aufeinanderfolgender
Zellpassagen.

3.1.2.) Ergebnisse der Versuche unter Natrium-freier Losung

Um die Abhéngigkeit der Transportfunktion des hNaDC3 vom Natrium zu Uberprifen,
wurden Experimente mit hNaDC3-transfizierten und Vektor-transfizierten HEK293-Zellen in
Natrium-haltiger und Natrium-freier Inkubationslésung durchgefiihrt. Betrachtet man
zunachst die Versuche mit den hNaDC3-transfizierten HEK293-Zellen, zeigt sich eine [**C]-
Succinat-Konzentration intrazellular von 24,4 pmol/Well unter Natrium-haltigem MRI,

jedoch nur noch eine Aufnahme von 0,3 pmol/Well unter Natrium-armem MRi. Zur Kontrolle
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wurden Vektor-transfizierte HEK293-Zellen mit dem gleichen Verfahren getestet. Hier

ergaben sich sowohl in An- als auch in Abwesenheit Werte von 0,2 pmol/Well.

w
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—
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Abbildung 3.2: Natriumabhéngigkeit der Aufnahme von [*C]-Succinat in hNaDC3- und Vektor-
transfizierten HEK293-Zellen.

Die Aufnahme von Succinat in hNaDC3-transfizierte Zellen ist gegeniiber den Vektor-transfizierten Zellen um
den Faktor 50 erhoht. Sowohl hNaDC3- als auch Vektor-transfizierte Zellen nehmen in Abwesenheit von

Natrium kaum Succinat auf. Dargestellt sind Mittelwerte aus drei aufeinanderfolgenden Zellpassagen.

3.1.3.) Bestimmung der Ky, flir Succinat

Mithilfe dieser Experimente sollte die Ky, also die Michaelis-Menten-Konstante, des
hNaDC3 flr Succinat bestimmt werden. Dazu wurden fir 5 Minuten hNaDC3- (@) und
Vektor-transfizierten Zellen (O) aufsteigende Konzentrationen an Succinat angeboten. Die
Losungen beinhalteten jeweils 1 pM [**C]-Succinat, héhere Succinatkonzentrationen wurden
durch Auffillen mit nicht-markiertem Succinat (Natriumsuccinat) erreicht. In Abbildung 3.3
ist die Zusammenfassung der drei Experimente in Form eines Graphen dargestellt. Bei einer
Konzentration von 1 pM [**C]-Succinat lag die Aufnahme von Succinat bei 19,5 pmol/Well,
stieg dann bei 2 uM auf 74,7 pmol/Well, bei 5 uM auf 185,9 pmol/Well, bei 10 uM auf 350,4
pmol/Well, bei 25 uM auf 593,0 pmol/Well, bei 50 uM auf 924,8 pmol/Well, bei 75 uM auf
1023,4 pmol/Well an. Bei der hochsten eingesetzten Konzentration von Succinat (100 puM)
betrug sie 685,2 pmol/Well. Wird die Aufnahme von Succinat als Funktion der
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extrazelluldaren  Succinatkonzentration  aufgetragen  (Abbildung 3.3)  zeigt sie
Sattigungscharakter, das heilt ab einer Konzentration von ca. 50 pM Succinat nimmt die
Aufnahme von Succinat in den Zellen nicht mehr zu. Aus diesen Daten konnten die maximale
Aufnahme von Succinat und die Michaelis-Menten-Konstante Ky berechnet werden. Sie
betrugen 1084 £173 pmol/Well und 18,9 £9,7 uM.

Vektor-transfizierte Zellen antworten auf aufsteigende Konzentrationen an Succinat mit
weitaus geringeren Aufnahmen. Diese betrugen bei 1 uM Succinat 1,4 pmol/Well, bei 100
UM 36,5 pmol/Well.
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Abbildung 3.3: Aufnahme von [**C]-Succinat als Funktion der extrazellularen Succinatkonzentration im
Inkubationsmedium in hNaDC3- (@) und Vektor-transfizierten HEK293-Zellen (O).

Als extrazellulare Succinatkonzentrationen wurden eingesetzt: 1, 2, 5, 10, 25, 50, 75 und 100 uM. Die
Aufnahmezeit betrug 5 Minuten. Dargestellt sind die Mittelwerte aus Messungen an drei aufeinanderfolgenden

Zellpassagen.

3.1.4.) Hemmung der Aufnahme von Succinat durch Fumarat und Fumaratderivate

Diese Versuchsreihe sollte den Einfluss von Fumarat, Diethyl- und Dimethylfumarat auf die
Aufnahme von Succinat untersuchen. Dazu wurden hNaDC3-transfizierte und Vektor-
transfizierte HEK293-Zellen 5 Minuten lang mit 2 uM-[**C]-Succinat-Lésungen inkubiert
und je nach Fragestellung einer der potentiellen Inhibitoren in einer Konzentration von 100
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MM hinzugegeben. In diesen Versuchsreihen betrug die Aufnahme von Succinat nach 5
Minuten in den hNaDC3-transfizierten Zellen 35,4 pmol/Well, Bei Zugabe von 100 pM
Dimethylfumarat bzw. Diethylfumarat wurde eine Aufnahme von 37,9 pmol/Well bzw. 41,3
pmol/Well gemessen. Die Zugabe von 100 pM Fumarat reduzierte die Aufnahme von
Succinat auf 17,0 pmol/Well. Diese Aufnahme war signifikant unterschiedlich (% in
Abbildung 3.4) zu der in Abwesenheit von Fumarat gemessenen Aufnahme von Succinat. Die
Vektor-transfizierten HEK293-Zellen verhielten sich unabhéngig von den wechselnden
Substanzen in jedem der Experimente anndhernd gleich. Die Aufnahme von Succinat

schwankte zwischen 0,4 und 0,5 pmol/Well.
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Abbildung 3.4: Einfluss von Fumarat und Fumaratderivaten auf die Aufnahme von [**C]-Succinat.

Es erfolgten Aufnahmeexperimente mit 2 pM [*C]-Succinat, welches dann sukzessive mit anderen Substanzen
(Fumarat, Diethyl- und Dimethylfumarat) in jeweils der Konzentration 100 pM inhibiert wurde. Die Sdulen im
linken Teil der Abbildung représentieren die an hNaDC3-transfizierten Zellen erhobenen Daten, die Sdulen im
rechten Teil der Abbildung die an Vektor-transfizierten HEK293-Zellen gewonnenen Daten. Gezeigt sind wieder

die Mittelwerte aus drei VVersuchen.

Da die Aufnahmen sehr starke Standardabweichungen zeigten, die einen modglichen Effekt
von Dimethyl- oder Diethylfumarat auf die Aufnahme von Succinat moglicherweise

maskierten, wurde die Aufnahme von Succinat in jedem einzelnen Experiment zu 100 %
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gesetzt und die Aufnahmen der Fumarate in jedem entsprechenden Experiment darauf
bezogen. Diese Daten sind in Abbildung 3.5 zusammengefasst. Dies flihrte zu geringeren
Standardabweichungen, die Aussage des Experiments dnderte sich dadurch aber nicht. Nur

Fumarat war in der Lage, die Aufnahme von Succinat signifikant zu reduzieren.

Succinat

Dimethylfumarat

Diethylfumarat

Fumarat

0 20 40 60 80 100 120 140
Aufnahme von Succinat (%)

Abbildung 3.5: Einfluss von Fumarat und Fumaratderivaten auf die Aufnahme von [**C]-Succinat.
Die Ergebnisse des in Abbildung 3.3 gezeigten Experiments werden in dieser Abbildung prozentual verglichen.

Fumarat (100 uM) senkte die Aufnahme von Succinat auf circa 45 % des Ausgangswerts.

3.1.5.) Bestimmung einer K, und der I1Cs, fur Fumarat

Zur Bestimmung einer K, fiir Fumarat wurden Dixon-Plot Experimente durchgefiihrt. Hierzu
wurden zwei Konzentrationen an Succinat (1 und 5 pM) und Fumaratkonzentrationen von
100, 200 und 300 pM und wiederum die Inkubationszeit von 5 Minuten gewdhlt. Die
Succinataufnahme hNaDC3-transfizierter HEK293-Zellen und Einsatz von 1 pM [*C]-
Succinat fiel von 28,1 pmol/Well in Abwesenheit von Fumarat auf 10,8 pmol/Well in
Anwesenheit von 100 uM Fumarat, auf 7,0 pmol/Well in Anwesenheit von 200 uM Fumarat
und auf 5,1 pmol/Well in Anwesenheit von 300 uM Fumarat ab. Bei Einsatz von 5 pM
Succinat wurden bei den entsprechenden Fumaratkonzentrationen Succinataufnahmen von
110,7 pmol/Well, 46,1 pmol/Well, 29,1 pmol/Well und 21,9 pmol/Well gemessen. Unter
beiden Konzentrationen von Succinat blieb bei der hochsten Fumaratkonzentration von 300

MM ein nicht Fumarat-hemmbarer Anteil von ca. 20 % erhalten. Diese Daten wurden als
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Dixon-Plot aufgetragen (Abbildung 3.6). Aus dem Schnittpunkt der beiden Geraden lasst sich

eine K, fur Fumarat von 65,2 + 17,3 uM ablesen.
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Abbildung 3.6: Dixon-Plot zur Ermittlung einer Inhibitorkonstanten K, fiir Fumarat.

Als Succinatkonzentrationen wurden 1 (@) und 5 (O) puM Succinat eingesetzt. Die Konzentrationen an Fumarat

betrugen 100, 200 und 300 pM, die Inkubationszeit betrug 5 Minuten. Wiederum handelt es bei der Darstellung

um Mittelwerte aus drei unterschiedlichen Zellpassagen.

Eine andere Form, die Hemmung von Fumarat auf die Aufnahme von Succinat zu

charakterisieren, besteht in der Bestimmung einer ICs. Die ICs ist diejenige Konzentration

eines Hemmestoffs, bei der die Aufnahme des urspringlichen Substrats zu 50 % gehemmt ist.

Experimentell wird die Aufnahme wvon Succinat in Ab- und Anwesenheit mehrerer

Konzentrationen des Inhibitors gemessen. Es wurde eine Konzentration von 1 pM [*C]-

Succinat und Fumaratkonzentrationen von 100, 200 und 300 puM Fumarat gewdhlt. Die
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Ergebnisse sind in Abbildung 3.7 zusammengefasst. Aufsteigende Konzentrationen an
Fumarat hemmen die Aufnahme von Succinat. Bei Applikation von 300 uM Fumarat betrégt
die Succinataufnahme nur ca. 20 % ihres Werts in Abwesenheit von Fumarat. Die 1Csq flir den

hemmbaren Anteil konnte aus diesen Daten zu ca. 62 UM bestimmt werden.
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Abbildung 3.7: Bestimmung einer 1Cs, fir die Hemmung der Aufnahme von [*C]-Succinat durch
aufsteigende Konzentrationen von Fumarat.

Als Fumaratkonzentrationen wurden 100, 200 und 300 pM, eingesetzt, die Konzentration an [**C]-Succinat lag
bei 1 uM, die Inkubationszeit bei 5 Minuten.

3.2.) Ergebnisse der elektrophysiologischen Experimente

Nach den in 3.1 beschriebenen Ergebnissen konnte davon ausgegangen werden, dass der
hNaDC3 Fumarat, jedoch nicht dessen Derivate Diethyl- und Dimethylfumarat in
Anwesenheit von Natrium transportiert. Um den hNaDC3 im Hinblick auf seine Interaktionen

mit diesen Substanzen néher zu charakterisieren, wurden elektrophysiologische Messungen
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mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme an Xenopus-laevis-Oozyten, die den hNaDC3

exprimiert hatten, durchgefuhrt.

3.2.1.) Nachweis einer funktionellen Expression von hNaDC3 in Xenopus-laevis-Oozyten

Vor jedem Experiment musste geprift werden, ob die Xenopus-laevis-Oozyten den hNaDC3
exprimiert hatten. Dazu wurden Strom-Spannungs- (I/V) Kennlinien aufgenommen, wie sie
exemplarisch fur hNaDC3-exprimierende Oozyten in Ab- und Anwesenheit von Succinat (1
mM) dargestellt sind. Zundchst wurde im Current-Clamp-Modus das Ruhemembranpotential
der Oozyte gemessen. Dieses hatte sich meist ca. 10 Minuten nach Einstich der Spannungs-
messenden und der Strom-einspeisenden Elektrode und Perfusion mit Oozyten-Ringer (ORIi)
eingestellt und lag zwischen -15 und -80 mV. Um im Voltage-Clamp-Modus ein Halte- oder
Klemmpotential (V) von -60 mV zu erhalten, mussten sowohl hyperpolarisierende Stréme,
wenn das Ruhemembranpotential niedriger als -60 mV lag, als auch depolarisierende Strome,
wenn das Ruhemembranpotential -60 mV (berstieg, eingespeist werden. Anschlielend fir V.
fur 5 Sekunden in 10 mV-Schritten von -60 mV bis auf -90 mV und von -90 mV ebenfalls in
10 mV-Schritten auf 0 mV eingestellt und die Stréme registriert, die notwendig waren, um V,
auf dem entsprechenden Potential zu halten (Abbildung 3.8A (@®)). Nach Wechsel der
Perfusion auf ORI plus 1 mM Succinat (Abbildung 3.8A (O)) wurde der VVorgang wiederholt.
Die Subtraktion der Strome in Anwesenheit von Succinat zu denen in Abwesenheit ergab die
Succinat-vermittelten Strome (Abbildung 3.7B).
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Abbildung 3.8: Strom - Spannungs (I/V) — Kennlinien hNaDC3-exprimierender Oozyten in Ab- und
Anwesenheit von Succinat.

Dargestellt sind die Mittelwerte aus Messungen an 4 hNaDC3-exprimierenden Oozyten. (A) In Abwesenheit von
Succinat variieren die einzuspeisenden Strome zwischen -64,7 + 36.7 nA bei -90 mV und 54,5 + 10,8 nA bei 0
mV (@). Unter Perfusion von ORI plus 1 mM Succinat (O) werden bei -90 mV Stréme von -96,0 £ 33,5 nA und
bei 0 mV Stréme von 33,7 £ 12,0 nA registriert. (B) Die aus (A) berechneten Differenzstrome (O - @), d.h. die
Succinat-vermittelten Stréme sind in (B) als @ dargestellt. Zum Vergleich sind die mit Wasser injizierten

Oozyten, sogenannten mocks, gewonnenen Strome als O diesen gegenubergestellt.

Aus Abbildung 3.8B st ersichtlich, dass die Amplitude der Succinat-vermittelten Strome
hNaDC3-exprimierender Oozyten (@) mit Depolarisation abnimmt, die Amplitude der
Succinat-mediierten Strome in den mocks (O) sehr gering ist und keine Potentialabhangigkeit
aufweist.
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3.2.2.) Vergleich der Amplituden der Fumarat-, Dimethylfumarat-, Diethylfumarat-
mediierten Strome mit den von Succinat hervorgerufenen Stromen

Nachdem in Abbildung 3.8 gezeigt worden ist, dass der hNaDC3 funktionell in den Oozyten
exprimiert werden kann, wurde in einem zweiten Schritt getestet, ob auch Fumarat und seine
Derivate substratabhangige Strome induzieren kénnen. In den Abbildungen 3.4 und 3.5
zusammengefassten Daten war nur eine Hemmung der Aufnahme von Succinat durch
Fumarat, nicht aber durch Dimethyl- oder Diethylfumarat beobachtet worden. Basierend auf
diesen Ergebnissen sollte auch nur ein Fumarat-vermittelter Strom, nicht aber
Dimethylfumarat- und Diethylfumarat-vermittelte Strome detektiert werden. Dies war, wie
Abbildung 3.9 zeigt, der Fall. Die dieser Abbildung zugrundeliegenden Ergebnisse wurden
folgendermal3en erhoben. Zuerst wurde in hNaDC3-exprimierenden Oozyten durch Perfusion
von ORI plus 1 mM Succinat getestet, ob der hNaDc3 ausreichend exprimiert war; das heil3t,
ob bei einem V. von -60 mV auf Perfusion von Succinat ein ausreichend groler
Einwartsstrom detektiert werden konnte. Anschliefend wurden I/V-Kennlinien, wie sie in
Abbildung 3.8A beschrieben worden sind, fiir Succinat und, nach einer Auswaschphase, von
je 15 Minuten fur Fumarat, Dimethyl- und Diethylfumarat aufgenommen. Fir jede Substanz
wurden anschlieBend die Differenzstrome ausgerechnet und in Abbildung 3.9 als Funktion
von V. aufgetragen. Dieses experimentelle Verfahren wurde auch bei den mocks
durchgefuhrt. Mocks antworteten auf die unterschiedlichen Perfusionen nur mit
Differenzstromen <4 nA, sodass auf eine gesonderte Abbildung verzichtet wurde.

An den hNaDC3-exprimierenden Oozyten konnten nur fir Succinat und Fumarat
substratinduzierte Strome in Abhangigkeit des angelegten V. nachgewiesen werden, wobei
die Amplitude der substratinduzierten Strome bei Fumarat (O) etwas niedriger als bei
Succinat (@) zu sein scheint. Sowohl fir Succinat als auch fir Fumarat nahmen die
Amplituden der Strome mit Depolarisation ab. Das Nullstrompotential liegt fiir beide
Substanzen zwischen +60 und +80 mV. Dies entspricht ungefahr dem Nernstpotential der
Oozyten fir Natrium und zeigt, dass beide Substanzen Natrium-abhangig transloziert werden.
Die Daten zeigen zusétzlich, dass Fumarat ein Substrat des hNaDC3 ist. Dimethyl- und
Diethylfumarat sind keine Substrate des hNaDc3, da sie keine oder nur sehr geringe
substratabhangigen und vor allem keine potentialabhdngigen Stréme induzierten. Auch sind
die von Dimethyl- und Diethylfumarat hervorgerufenen Strome in hNaDc3-exprimierenden

Oozyten und in mocks nicht voneinander verschieden.
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Abbildung 3.9: Durch Succinat, Fumarat, Dimethyl- und Diethylfumarat (je 1 mM) hervorgerufene
substratabhéangige Differenzstréme in Abhangigkeit von V..

Dargestellt sind Mittelwerte an vier hNaDC3-exprimierenden Oozyten von vier unterschiedlichen Spendertieren.
Auf die Darstellung der Ergebnisse in den mocks wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet. Diese
Strome liegen fur alle Substanzen im Bereich um 0 £ 4 nA. Als Substratkonzentration wurde jeweils 1 mM
eingesetzt. Nach Applikation von Succinat wurden bei den unterschiedlichen Oozyten Fumarat, Dimethyl- und

Diethylfumarat in unterschiedlicher Reihenfolge appliziert.

Um die Ergebnisse besser herausarbeiten zu kénnen, wurden bei einem V. von -60 mV der
Succinat-mediierte Strom zu 100 % gesetzt und die von den anderen Substanzen
hervorgerufenen Strome dazu in Relation gesetzt (Abbildung 3.10). Bei -60 mV induzieren
Diethylfumarat und Dimethylfumarat jeweils nur 1,9 £ 1,6 bzw. 6,5 + 5,5 % der Succinat-

mediierten Strome.
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Abbildung 3.10: Durch den Transport verschiedener Substrate mittels hNaDC3 ableitbare
Einwartsstréme; prozentual gemessen an den Einwartsstromen, die durch Succinat-Transport entstanden
sind.

Hier werden die in der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme aufgezeichneten Strome bei -60 mV
Membranpotential miteinander verglichen, in dem das Experiment mit Succinat als Referenz dient und in diesem
Falle mit 100 % gleichgesetzt wird. Fumarat erreicht circa 85 % des bei Succinat unter -60 mV erreichten

Einwartsstroms, Dimethylfumarat um die 10 %, Diethylfumarat etwa 3 %.

3.2.3.) Bestimmung einer Ky fir Fumarat

Nachdem Fumarat sowohl die Aufnahme von Succinat suffizient gehemmt hatte als auch bei
einem V. von -60 mV einen Strom mit einer Amplitude vergleichbar der von Succinat
hervorgerufen hat, wurde eine Ky fir Fumarat bei einem V, von -60 mV bestimmt. Es
wurden folgende Konzentrationen an Fumarat in aufsteigender Reihe appliziert: 0,01, 0,025,
0,05, 0,1 und 1 mM. Die Fumarat-assoziierten Strome séttigten ab einer Konzentration von
0,1 mM. Mocks zeigten bis zu einer Konzentration von 1 mM Fumarat keine Fumarat-
induzierten Strome, sodass auf eine Darstellung verzichtet wurde. Aus den in Abbildung 3.11
gezeigten Daten l&sst sich eine Ky fir Fumarat von 26,2 + 3,1 UM berechnen.
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Abbildung 3.11: Bestimmung einer Ky, fir Fumarat an hNaDC3-exprimierenden Oozyten bei einem V.,
von -60 mV.

Mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme sind bei einem Vc von -60 mV die durch aufsteigende
Konzentrationen an Fumarat-induzierten Einwértsstrome gemessen worden und als Funktion der
Fumaratkonzentration im Bad aufgetragen worden. Die Abbildung zeigt Mittelwerte von drei Oozyten aus drei
unterschiedlichen Spendertieren.
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4.) Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von Fumarat, Dimethyl- und Diethylfumarat
auf den Natrium-abhéngigen Dicarboxylattransporter des Menschen, hNaDC3, zu
untersuchen. Fumaratderivate werden zunehmend in der Therapie der Psoriasis und der
Multiplen Sklerose eingesetzt. Wahrend bei der Behandlung der Psoriasis die Pharmaka
héaufig in Form von Salben auf die Haut aufgebracht werden und deshalb keiner besonderen
Transporter bedirfen, muissen bei einer suffizienten Behandlung der Multiplen Sklerose die
Medikamente die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden, um an Neuronen und Astrozyten der
betroffenen Gebiete zu gelangen. Da der NaDC3 zumindest bei Maus und Ratte im cerebralen
Cortex exprimiert ist (HUANG et al. 2000, PAJOR et al. 2001) und seine Expression mit dem
Alter der Tiere, zumindest bei der Ratte zunimmt (FUJITA et al. 2005; YODOYA et al.
2006), erschien es sinnvoll, den NaDC3 auf seine Interaktionen mit den Fumaraten zu

untersuchen.

4.1.) Vor- und Nachteile des Versuchsaufbaus

Als experimentelles Design wurden einmal stabil mit dem hNaDC3-transfizierte HEK293-
Zellen und den hNaDC3-exprimierende Xenopus-laevis-Oozyten und die entsprechend
Vektor-transfizierten HEK293-Zellen und mit einer der RNA &quivalenten Menge an Wasser
injizierte Oozyten gewdhlt. Beide Expressionssysteme zeichnen sich dadurch aus, dass sie
wenig endogene Transporter besitzen. Die Experimente wurden entweder an hNaDC3-
transfizierten HEK293-Zellen oder hNaDC3-exprimierendem Oozyten und den
entsprechenden Kontrollen durchgefihrt.

Der Einsatz von zwei Expressionssystemen reduziert den Einfluss des Expressionssystems auf
die Ergebnisse und ermdglicht den Einsatz unterschiedlicher experimenteller Methoden.
HEK?293-Zellen eignen sich gut fir radiochemische Versuche, Xenopus-laevis-Oozyten
eignen sich aufgrund ihrer GroRe gut flr elektrophysiologische Messungen mit der Zwei-
Elektroden-Spannungsklemme. Da der NaDC3, unabh&ngig von der Spezies aus der er
stammt, ein elektrogener Transporter ist, der 3 Natriumionen zusammen mit einem divalenten
Dicarboxylat transloziert, ist es moglich (ber diese Methode auch nicht radioaktiv markierte
Substrate zu erfassen. Aufllerdem konnen bei dieser Methode subsequent mehrere maogliche
Substanzen an einer Oozyte getestet werden. Dies ist bei den HEK293-Zellen nicht der Fall.
Fur jeden Datenpunkt missen Zellen eines neuen Wells herangezogen werden.
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Ein zusatzlicher Vorteil der Methode besteht in der festen Vorgabe eines definierten
Haltepotentials, sodass der Einfluss eines elektrischen Gradienten auf das Transportgeschehen
weitgehend ausgeschlossen werden kann. Andererseits kann bei dieser Technik das
Haltepotential variiert werden und gezielt der Einfluss des Potentials untersucht werden. Ein

solches VVorgehen ist bei radiochemischen Versuchen nicht maglich.

4.2.) Substratspezifitat des hNaDC3

Unabhéngig davon, ob radiochemische oder elektrophysiologische Methoden zum Einsatz
kamen, wurden Succinat und Fumarat, nicht jedoch Dimethyl- und Diethylfumarat als
Substrate des hNaDC3 identifiziert. Fumarat in aufsteigenden Konzentrationen hemmte die
Aufnahme von [*C]-Succinat an hNaDC3-transfizierten HEK293-Zellen und induzierte in
hNaDC3-exprimierenden Oozyten einen potentialabhdngigen Strom. Die jeweiligen
Kontrollen blieben von diesem Mandver unbeeinflusst. Eine Interaktion von Fumarat mit dem
NaDC3 wurde schon in friiheren Publikationen in unterschiedlichen experimentellen
Ansatzen beobachtet (KEKUDA et al. 1999, CHEN X et al. 1999, STEFFGEN et al. 1999,
WANG et al. 2000, PAJOR et al. 2001, FUJITA et al. 2005, BURCKHARDT BC et al. 2005,
YODOYA et al. 2006). Dimethylfumarat und Diethylfumarat wurden bisher noch nicht auf
ihre Interaktionen mit dem NaDC3 untersucht.

Succinat und Fumarat besitzen beide ein Kohlenstoffgrundgerist von 4 C-Atomen und zwei
endstandige Carboxylgruppen. Sie unterscheiden sich nur durch eine Doppelbindung im
Kohlenstoffgrundgeriist bei Fumarat. Dies hat auf den Transport von Fumarat Uber den
NaDC3 keinen Einfluss. Der in dieser und in obigen Arbeiten detektierte Fumarat-sensitive
Strom lag in der gleichen GrofRenordnung wie der Succinat-sensitive Strom. Auch die
Hemmung der Aufnahme von [**C]-Succinat durch Fumarat war in allen Arbeiten
vergleichbar. Dimethylfumarat und Diethylfumarat bestehen aus einem
Kohlenstoffgrundgeriist von 4 C-Atomen, besitzen aber statt der endstdndigen
Carboxylgruppen des Fumarats Methylgruppen. Der Ersatz der Carboxylgruppen durch
Methylgruppen verhindert eine Interaktion mit dem humanen NaDC3. Dimethyl- und
Diethylfumarat scheinen eine Struktur zu besitzen, die nicht in die Bindungstaschen des
hNaDC3 passt. Deshalb konnte keine Hemmung der Aufnahme von [*C]-Succinat und kein
substratassoziierter Strom von Dimethylfumarat und Diethylfumarat in dieser Arbeit

nachgewiesen werden.
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4.3.) K, und ICs, flr Fumarat, Bestimmung einer Ky, fir Fumarat

K, und ICs flr die Hemmung der Aufnahme von Succinat durch Fumarat wurden zu ungeféahr
65 UM bestimmt. Aus diesen Versuchen lasst sich allerdings nicht ableiten, ob Fumarat die
Aufnahme von Succinat kompetitiv oder im Sinne eines sogenannten ,,mixed type® hemmt.
Hierzu hétten Eadie-Hofstee Analysen durchgefiihrt werden missen. In diesem Verfahren
wird die Michaelis-Menten-Konstante (Ky) flr das prototypische Substrat des Transporters,
im Falle des hNaDC3 also des Succinats, in Ab- und Anwesenheit einer hohen Konzentration
des Hemmstoffs, in diesem Fall des Fumarats, ermittelt. Bei kompetitiver Hemmung erhéht
sich die Ky flir Succinat, da das Fumarat Succinat von der Bindungsstelle verdrangt.
Alternativ wére es auch mdglich, dass sich aus Succinat und Fumarat ein Substrat-
Inhibitorkomplex bildet, der dann tber den hNaDC3 transloziert wird. Versuche zur
Identifikation des Inhibitortyps wurden in dieser Arbeit nicht ausgefiihrt, da der Fokus auf der
Interaktion von Dimethylfumarat und Diethylfumarat mit dem NaDC3 lag; diese aber leider
keine Wirkung auf die Succinataufnahme hatten.

In dieser Arbeit wurde auch eine Ky fur Fumarat bestimmt. Dies erschien sinnvoll, da
Fumarat sowohl die Aufnahme von Succinat in den hNaDC3-transfizierten HEK293-Zellen
hemmte, als auch in hNaDC3-exprimierenden Oozyten im untersuchten Potentialbereich
einen Einwaértsstrom erzeugte. Die Ky, flr Fumarat, bestimmt Uber die Fumarat-assoziierten
Strome, lag bei 26,3 UM und damit in der GréRenordnung der Ky fir Succinat, die in dieser
Arbeit bei 18,9 uM lag. Fumarat stellt, dhnlich Succinat, ein hoch-affines Substrat des
hNaDC3 dar.

4.4) Fumarat und Fumaratderivate in der Pharmakologie unter

Einbeziehung des hNaDC3

4.4.1.) Fumarate in der Psoriasis-Therapie

Fumarate und ihre Derivate zeigten in verschiedenen Versuchsreihen, dass es unter ihrem
Einfluss zur Immunmodulation bis hin zur —suppression kommen kann, weshalb sie bei der
am ehesten durch autoimmunologische Prozesse verursachten Psoriasis vulgaris seit 1959
zum Einsatz kommen. Wissenschaftlich untersucht und fiir die Therapie der Psoriasis vulgaris
zugelassen wurden fir den oralen Gebrauch Monomethyl- und Dimethylfumarat
(ALTMEYER et al. 1994).
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Nun zeigen unsere Ergebnisse, dass der hNaDC3 Fumarat, jedoch nicht seine Derivate
Diethyl- und Dimethylfumarat transportiert, was vor allem an den endstandigen Methyl- und
Ethylgruppen liegt, die sehr wahrscheinlich nicht mit den Bindungstaschen des hNaDC3
interagieren konnen. Die Resorption der lipophilen Stoffe im Dinndarm erfolgt also nicht
uber den hNaDC3, jedoch kénnte dieser an der renalen Elimination von MMF und DMF
beteiligt sein, sofern es zuvor zur Abspaltung der Methyl- beziehungsweise Ethylgruppe
gekommen ist.

Da beide Fumarat-Derivate aufgrund ihrer Ethyl- und Methylgruppen lipophil sind, ist die
topische Anwendung zu erwégen, da lipophile Substanzen gut in Gewebe eindringen. Die
Eliminierungsprozesse wirden dann, nach Aufnahme in die Blutzirkulation, genau wie bei der

systemischen Anwendung stattfinden.

4.4.2)) Fumarate in der Therapie der Multiplen Sklerose

Die Multiple Sklerose ist eine durch autoimmune Prozesse vermittelte Erkrankung des ZNS.
Durch eine Entziindungsreaktion kommt es zur Demyelinisierung der Axone. Daher werden
durch ihre immunmodulatorische Wirkung Fumarate und ihre Derivate in der Therapie
diskutiert. Um eine Erkrankung des ZNS therapieren zu konnen, mussen die Wirkstoffe
zundchst einmal die Blut-Hirn-Schranke berwinden, die partiell durch Astrozyten gestellt
wird. Diese versorgen Neurone mit Stoffen, die die Blut-Hirn-Schranke auf dem ein oder
anderen Wege uUberwinden kénnen, so zum Beispiel mit wichtigen Vorlaufern von
Neurotransmittern, die im Tricarbonsaure-Zyklus entstehen und nicht in Neuronen de novo
synthetisiert werden kénnen, da Neurone keine Pyruvat-Carboxylase besitzen (YU et al. 1983;
SHANK et al. 1985; CESAR und HAMPRECHT 1995). Der NaDC3 konnte in Astrozyten
nachgewiesen werden und besitzt dort beziiglich [*C]-Succinat auch die gleichen
Transporteigenschaften wie von uns untersucht (YODOYA et al. 2006). Wenn man nun noch
einmal unsere Ergebnisse betrachtet, kann der NaDC3 in der Therapie zentralnervoser
Erkrankungen eine Eintrittspforte zur Uberwindung der Blut-Hirn-Schranke sein, sofern man
mit Fumaraten, nicht mit Diethyl- oder Dimethylfumarat therapiert. Jedoch transportiert der
NaDC3 in Astrozyten nicht nur Succinat oder mdoglicherweise Fumarat, sondern
nachgewiesenermalien auch N-Acetyl-L-Aspartat in der gleichen Stéchiometrie, also 1:3 zu
Natrium (FUJITA et al. 2005). N-Acetyl-L-Aspartat ist dabei neben Glutamat und Taurin
quantitativ betrachtet eines der hadufigsten Aminoséuren des Nervensystems (TSAI und
COYLE 1995) und ist in seiner Anwesenheit in wichtigen Prozessen beteiligt, wie zum
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Beispiel der Myelinisierung (TSAI und COYLE 1995; BASLOW 1997; CLARK 1998). Da
Fumarat und N-Acetyl-L-Aspartat sich dann gegenseitig inhibieren konnten, sollte vor allem
bei Kindern und Schwangeren vorsichtig mit hohen Dosen Fumarat umgegangen werden,
damit es nicht zu Reifestérungen des ZNS kommt. Wobei die Affinitit des NaDC3 in
Experimenten zu N-Acetyl-L-Aspartat bei einer Ky, von etwa 100 uM sehr viel geringer

ausfallt als die von Succinat mit einer Ky von etwa 30 uM (FUJITA et al. 2005).
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5.) Zusammenfassung

Der hNaDC3 ist ein Transporter der SLC13-Familie, dessen Transkripte bisher in Niere,
Leber, Plazenta und Gehirn nachgewiesen werden konnten. Er transportiert im Natrium-
abhangigen, elektrogenen Symport Dicarboxylate; unter anderem Succinat. Ziel dieser Arbeit
war es, die Transporteigenschaften des hNaDC3 auf Fumarat und seine Derivate Diethyl- und
Dimethylfumarat zu untersuchen und sie mit Succinat, dem prototypischen Substrat, zu
vergleichen. Hierzu wurde die Aufnahme von radioaktiv markiertem Succinat in Ab- und
Anwesenheit der Fumarate gemessen. Mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemme konnten
an Oozyten des Xenopus laevis substratassoziierte Strome abgeleitet werden. Die
Versuchsreihen identifizierten neben Succinat Fumarat, nicht jedoch Dimethyl- und
Diethylfumarat, als Substrat des hNaDC3. In den ,,Aufnahmeexperimenten‘ wurde dies durch
Hemmung der intrazelluldren Succinatkonzentration durch Fumarat, nicht jedoch durch
dessen Derivate, gezeigt. Elektrophysiologisch stellten sich Substrat- und Potential-abhéngige
Stréme Uber der Membran dar, die in Anwesenheit von Succinat und Fumarat, jedoch nicht
von Diethyl- und Dimethylfumarat, abgeleitet werden konnten.

Fumarate beziehungsweise ihre Derivate stellen durch ihre immunmodulatorische Wirkung in
der Therapie von Psoriasis vulgaris und Multipler Sklerose eine immer groer werdende
Bedeutung dar. So spielt es fur die topische Anwendung bei Psoriasis-Patienten keine Rolle,
ob endogene Transporter Fumarat/-derivate transportieren. Bei der Multiplen Sklerose (MS)
jedoch, wo es die Blut-Hirn-Schranke zu Gberwinden gilt, sind Transporteigenschaften von
Transportern in  Astrozytenmembranen, so auch dem hNaDC3, entscheidend fir
Dosisbestimmung und Wirksamkeit. Von einem hNaDC3-vermittelten Transport der
Fumaratderivate Monomethyl- (MMF) und Dimethylfumarat (DMF), die derzeit in der MS-
Therapie angewendet werden, ist nicht auszugehen.

Offen fur weitere Untersuchungen bleibt, ob Fumarat an der gleichen Bindungsstelle wie
Succinat bindet und damit ein kompetitiver Inhibitor ist. Weiterhin tber welchen Weg MMF
und DMF in der bisher in Studien nachgewiesenermalien wirksamen Therapie das ZNS

erreichen.
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