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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Glutarazidurie Typ 1

Die Glutarazidurie Typ 1 (GAl) — erstmals 1975 von S. |. Goodman beschrieben — ist eine
hereditare autosomal-rezessive neurometabolische Erkrankung, die durch einen Defekt des
Enzyms Glutaryl-CoA-Dehydrogenase (GCDH) verursacht wird (Goodman et al., 1975;
Goodman und Frerman, 2001). Dieses Enzym ist am Abbau der Aminosduren Lysin,
Hydroxylysin und Tryptophan beteiligt (Lenich und Goodman, 1986). Durch den Defekt der
GCDH kommt es zu einer Akkumulation der pathologischen Metaboliten Glutarsdure (GA) und
3-Hydroxyglutarsaure (3OHGA) in Geweben und Korperflissigkeiten der GAl-Patienten. Bei
betroffenen Kindern besteht innerhalb eines vulnerablen Zeitfensters von Geburt bis etwa zum
vierten Lebensjahr das Risiko fur die Entwicklung encephalopathischer Krisen, meist getriggert
durch katabole Stoffwechselsituationen wie Fieber, Infekte, Diarrhoen oder Erbrechen. Hierbei
kommt es zu einem irreversiblen Untergang von Neuronen im Corpus striatum mit einer

konsekutiven dyston-dyskinetischen Bewegungsstérung (Goodman und Frerman, 2001).

Die Inzidenz der GA1 wurde auf 1:100.000 Neugeborene geschéatzt (Lindner et al., 2004).
Dariiber hinaus ist bekannt, dass die GAl in genetisch homogenen Populationen, wie
beispielsweise den Old Order Amish in Pennsylvania (Inzidenz von 1:400) oder den Island Lake
Indianern in Kanada (Inzidenz von 1:225) deutlich haufiger auftritt (Greenberg et al., 1995;
Strauss et al., 2003b).

Die autosomal-rezessiv vererbte Glutarazidurie Typ 1 ist bedingt durch Mutationen im GCDH-
Gen, das auf dem Chromosom 19p13.2 lokalisiert ist (Greenberg et al., 1994; Goodman et al.,
1998). Bisher wurden etwa 150 verschiedene pathogene Mutationen im GCDH-Gen
beschrieben. Bei den meisten handelt es sich um missense-Mutationen, es sind aber auch
intronische Mutationen beschrieben worden, die das SpleiBen der mRNA beeinflussen
(Goodman et al., 1998; Greenberg et al., 1995; Busquets et al., 2000; Zschocke et al., 2000).
Der Uberwiegende Anteil der bisher beschriebenen Mutationen fihrt zu einer GCDH-
Enzymrestaktivitdt von 0-3 %, einzelne Mutanten weisen aber eine Restaktivitdt von bis zu
30 % auf (Goodman et al., 1998; Zschocke et al., 2000; Mihlhausen et al., 2003). Es wurde ein
Zusammenhang zwischen Genotyp und Enzymrestaktivitat beziehungsweise Enzymrestaktivitét
und Hohe der Ausscheidung der pathologischen Metaboliten GA und 30OHGA beschrieben.
Eine Korrelation zwischen Genotyp beziehungsweise biochemischem Phanotyp einerseits und
dem Kklinischen Verlauf andererseits konnte aber bisher nicht nachgewiesen werden
(Christensen et al., 2004).

Die GCDH ist ein mitochondriales Matrixprotein, das in seiner aktiven Form als Homotetramer
vorliegt. Im Abbauweg der Aminosauren Lysin, Hydroxylysin und Trytophan katalysiert die

GCDH die oxidative Decarboxylierung und Dehydrogenierung von Glutaryl-CoA Uber
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Einleitung

Glutaconyl-CoA zu Crotonyl-CoA (Abbildung 1). Crotonyl-CoA wird im Anschluss daran von
weiteren Enzymen zu Acetyl-CoA abgebaut, das in den Citratzyklus einfliel3t (Goodman und
Frerman, 2001; Westover et al., 2001). Bei GCDH-Defizienz kommt es zu einer Akkumulation
von Glutaryl-CoA, das entweder als Carnitin-Ester im Blut angereichert und in den Urin
ausgeschieden wird oder aus dem Uber alternative Abbauwege die pathologischen Metaboliten
30HGA und in geringen Mengen Glutaconséure entstehen. Diese Metaboliten akkumulieren in
Korperflissigkeiten und Geweben betroffener Patienten und werden in den Urin ausgeschieden
(Goodman und Frerman, 2001).

C|)OOH (|ZOOH (I)OOH
f CH
Lysin \ CH, CH, [GCDH]  cH, GCDH I’
CIIH CoA co, C|:H CIH co, CIZIH
Hydroxylysin ——» | ’ }%b | *b Il %D CH —»—» 2 Acetyl-CoA
CH, . CH, CH |
/ | NAD NADH | E-FAD E-FADH, | ETF-FAD ETF-FADH, Cc=0
Tryptophan (|3=O (|:=o C|:7O SIECoA
COOCH SCoA SCoA
a-Keto- Glutaryl-CoA Glutaconyl-CoA Crotonyl-CoA
adipinsaure / l l \
CI:OOH (ISOOH (IJOOH C|:OOH
oo
(|3H2 (|3H, H(IDOH cle
CH, CH, CH, CIJHZ
| | |
(I3=O COOCH COOH COOH
Carnitin Glutarséure 3-Hydroxy-  Glutaconséure
Glutarylcarnitin Glutarsaure

Abbildung 1: Schematisierte Darstellung des gemeinsamen Abbauweges der
Aminosauren Lysin, Hydroxylysin und Tryptophan (MiUhlhausen, 2008). GCDH katalysiert
in zwei Schritten die oxidative Decarboxylierung von Glutaryl-CoA Uber Glutaconyl-CoA zu
Crotonyl-CoA. Aus dem akkumulierenden Glutaryl-CoA entsteht Glutarylcarnitin
beziehungsweise Glutarsdure. Die Entstehungsmechanismen fir 3-Hydroxyglutarsaure und
Glutaconsaure sind unbekannt, hinsichtlich 3-Hydroxyglutarsdure wird angenommen, dass sie
aus Glutaconyl-CoA durch nicht-enzymatische Addition von Wasser entsteht.

Den akkumulierenden Metaboliten werden — wie weiter unten aufgefiihrt — cytotoxische
Wirkungen zugeschrieben. Bei der Geburt sind die meisten Kinder mit GCDH-Defizienz
unauffallig. Einige Patienten zeigen jedoch bereits eine Makrocephalie oder seltener eine
Stammhypotonie (Hoffmann et al., 1996; Goodman, 2001; Kélker et al., 2006). In der cranialen
Magnetresonanztomographie (cMRT) fallt bei einem Teil der von GA1 betroffenen Sauglinge,
obwohl die Kinder klinisch-neurologisch unaufféllig sind, eine frontotemporale Atrophie auf,
aulBerdem kodnnen die &ufReren Liquorraume diffus erweitert sein (Forstner et al., 1999; Harting
et al., 2009). Subdurale Hamatome und Hygrome kdnnen bereits pranatal entstehen oder sich
im Verlauf der Erkrankung entwickeln (Strauss und Morton, 2003a; Miuhlhausen et al., 2004b;
Harting et al., 2009). Im Rahmen kataboler Stoffwechsellagen — bedingt zum Beispiel durch
fieberhafte Infektionen oder nach Routineimpfungen — kann es bei Kindern mit GA1l zur

Ausbildung einer sogenannten encephalopathischen Krise kommen (Abbildung 2). Die
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Entwicklung dieser Krise ist an ein altersabhéangiges Zeitfenster gebunden. Die Krisen treten
von der Geburt bis etwa zum vierten Lebensjahr auf. Der Manifestationsgipfel dieser Krisen liegt
zu 95 % innerhalb der ersten vierundzwanzig Lebensmonate. In der Literatur ist das Auftreten
encephalopathischer Krisen bei alteren Kindern nicht beschrieben, so dass GA1-Patienten nach
den ersten Lebensjahren durch einen bisher unbekannten Faktor vor der Ausbildung dieser
Krisen geschutzt erscheinen (Goodman, 2001; Strauss und Morton, 2003a; Kdlker et al., 2006).
In Folge einer encephalopathischen Krise kommt es zu einer irreversiblen striatalen Destruktion

und konsekutiv zu einer dyston-dyskinetischen Bewegungsstorung variabler Auspragung.

Abbildung 2: Encephalopathische Krise bei einer Patientin mit Glutarazidurie Typ 1. Nach
zunéchst unauffalliger psychomotorischer Entwicklung mit normalem neurologischen Befund im
Alter von neun Monaten (A) weist die Patientin nach stattgehabter encephalopathischer Krise
im Alter von zehn Monaten eine schwere dyston-dyskinetische Bewegungsstérung auf, die sich
im Bild (B) an der dystonen Haltung der rechten Kdperseite zeigt. Klinisch imponiert ein volliger
Verlust der Willkirmotorik. Abdruck mit Einverstandnis der betroffenen Eltern.

Wahrend beziehungsweise kurz nach einer akuten encephalopathischen Krise zeigt sich in der
cranialen Magnetresonanztomographie zunachst eine Odematése Schwellung der
Basalganglien, genauer des Corpus striatum (Nucleus caudatus und Putamen, Abbildung 3), im
weiteren Verlauf zeigt sich dann ein narbiger Umbau und meist eine Atrophie des Striatums
(Goodman, 2001; Harting et al., 2009; Heringer et al., 2010).
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Abbildung 3: cMRT-Aufnahmen von zwei an Glutarazidurie Typ 1 erkrankten Kindern
(Heringer et al., 2010). T2-gewichtete cMRT-Aufnahmen: A: Asymptomatischer, 25 Monate
alter Patient mit unauffalligen Basalganglien und normaler Hirnreifung. Klinisch zeigt der Patient
eine altersentsprechende Entwicklung. B: GAl-Patient mit schwerwiegender dyston-
dyskinetischer Bewegungsstérung in Folge einer Gastroenteritis und beginnender Notfall-
Behandlung erst uber 24 Stunden nach Einsetzen der Infektion. Es zeigen sich T2-
Hyperintensitaten im Bereich des Striatums und Pallidums als Hinweis auf eine stattgehabte
Basalgangliennekrose. Des Weiteren zeigt sich eine globale Hirnatrophie mit konsekutiver
Erweiterung der Seitenventrikel und einer frontotemporalen Hypoplasie, die vermutlich bereits
vor der encephalopathischen Krise bestand.

Durch das erweiterte Neugeborenenscreening, in Deutschland flachendeckend 2005 eingefihrt,
ist es mdoglich, das Vorliegen einer GA1 vor dem Ausbruch der Symptome bereits kurz nach
Geburt zu erkennen. Dabei wird beim Screening die Konzentration von Glutarylcarnitin im
Trockenblut mittels Tandem-Massenspektrometrie bestimmt (Lindner et al., 2004). Zur
Diagnostik und Therapie der Glutarazidurie Typ 1 existiert seit Kurzem eine S3-Leitlinie (Kdlker
et al.,, 2011; AWMF-Leitlinie Nr. 027/018). Die empfohlene Behandlung der GAl nach
prasymptomatischer Diagnosestellung im Neugeborenenalter besteht aus drei Punkten: 1.
Durch Applikation einer Lysin-bilanzierten eiweil3armen Spezialdiat soll die Konzentration der
Substrate der GCDH reduziert und die Bildung pathologischer Metaboliten vermindert werden.
2. Durch eine Carnitin-Supplementierung soll ein Carnitinmangel behoben und die
Ausscheidung der cytotoxischen Metaboliten durch Kopplung von Glutarsdure an Carnitin und
anschlieBender Exkretion von Glutarylcarnitin in den Urin gefordert werden. 3. Essentiell ist vor
allem aber ein aggressives Notfallmanagement in Situationen, in denen GAl-Patienten von
einer Katabolie bedroht sind. Erkranken die Kinder an fieberhaften Infekten, sollte sofort eine
intensive Notfallversorgung (hochkalorische Versorgung, intravendse Carnitingabe, Karenz von
natirlichem Protein) eingeleitet werden (Muhlhausen et al., 2004a; Kélker et al., 2011). Bei
unbehandelten GAl-Patienten kommt es in 90 % der Falle zur Entwicklung einer
encephalopathischen Krise. Bei prasymptomatischer Diagnosestellung, idealerweise kurz nach
Geburt mittels Neugeborenenscreening, und frihem Beginn einer leitliniengerechten Therapie
gelingt es bei 65-95 % der GAl-Patienten, den Ausbruch einer encephalopathischen Krise zu
verhindern und damit den Kindern eine normale Entwicklung zu erméglichen (Strauss et al.,
2003b; Kolker et al., 2006; Kolker et al., 2007; Heringer et al., 2010). Im Falle einer erlittenen
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encephalopatischen Krise und einer daraus resultierenden dystonen Bewegungsstdrung
bestimmen, abhangig von der Schwere der Behinderung, sekundéare Komplikationen die
Prognose (Kdlker et al., 2006; Kélker et al., 2007; Heringer et al., 2010).

1.2 Pathomechanismen der Glutarazidurie Typ 1

Bis heute ist nicht vollstandig geklart, welche Pathomechanismen fiir die Aushildung der bei der
GALl beschriebenen Symptome verantwortlich sind. 3-Hydroxyglutarsdure wird als der fur die
GALl spezifische Metabolit beschrieben, da erhdhte Konzentrationen von Glutarsiure auch bei
anderen Erkrankungen wie Glutarazidurie Typ 2 oder Typ 3 beschrieben wurden. Daher wurde
vermutet, dass die cytotoxischen Effekte bei der GA1l auch vornehmlich durch 30HGA
verursacht seien (Ullricht et al., 1999; Kdlker et al., 2004b). Mit Hilfe verschiedener In-vitro-
Modelle wurde eine Reihe direkter cytotoxischer Wirkungen der bei GA1 akkumulierenden
Metaboliten aufgezeigt. So zeigten sich Hinweise auf eine durch GA und 30HGA uber
Glutamat-Rezeptoren vermittelte Excitotoxizitat: In In-vitro-Experimenten an kultivierten
primaren Neuronen aus Ratten und Hihnern zeigte sich nach Zugabe von 30HGA ein
Absterben von Neuronen. Durch Applikation von MK-801, einem NMDA-Rezeptor-
Antagonisten, konnte die Absterberate der Neuronen gesenkt werden (Ullrich et al., 1999; Das
et al., 2003; Kolker et al., 2004b). Andere Arbeitsgruppen konnten diese Befunde in &hnlichen
In-vitro-Modellen nicht reproduzieren (Freudenberg et al.,, 2004; Lund et al., 2004). Des
Weiteren zeigte sich in vitro und in vivo eine reduzierte Synthese des inhibitorischen
Neurotransmitters ~ y-Aminobuttersdure  (GABA) sowie eine Beeintrdchtigung des
mitochondrialen Energiestoffwechsels durch Inhibiton des a-Oxoglutarat-Dehydrogenase-
Komplexes und Depletion von Kreatinphosphat (Stokke et al., 1976; Ullrich et al., 1999; Das et
al., 2003; Kolker et al., 2004a; Sauer et al., 2005; Zinnanti et al., 2007). Insgesamt bleibt die
physiologische Signifikanz dieser Befunde unklar, da sie Uberwiegend an Zellmodellen mit
intakter endogener GCDH-AKktivitat durchgefihrt worden sind.

Neben den oben beschriebenen Befunden wurde diskutiert, dass die cerebralen
Veranderungen bei der GAl die Folge eines primaren Endothelschadens sein kénnten, der zu
einer Beeintrdchtigung der Blut-Hirn-Schranke und dadurch zum Einstrom grof3er Mengen der
Metaboliten GA und 30OHGA aus der Zirkulation in das Hirngewebe fihrt (Strauss und Morton,
2003a; Muhlhausen et al., 2004b). Fir die Beteiligung endothelialer Effekte spricht unter
anderem die klinische Beobachtung chronisch subduraler Hamatome und die Beschreibung
retinaler Blutungen bei GAl-Patienten (Hartley et al., 2001; Strauss und Morton, 2003a;
Twomey et al., 2003). In experimentellen Untersuchungen zu endothelialen Wirkungen von GA
und 30OHGA wurde gezeigt, dass 30HGA die Integritat von Endothelzellen in vivo gebildeter
Kapillaren beeintrachtigt, es zu einer Erweiterung der GefdRe und zu Einblutungen kommt
(Muhlhausen et al.,, 2006). Diese Befunde zur GA- beziehungsweise 30HGA-vermittelten
Endothelschadigung koénnten allerdings lediglich eine Erklarung fir die extracerebralen

GefaBveranderungen bei der GAL sein, also fur die subduralen und retinalen Blutungen, nicht

5



Einleitung

aber fur die intracerebrale Cytotoxizitat (Mihlhausen, 2008). Untersuchungen an
unterschiedlichen Mausmodellen zeigten, dass die Blut-Hirn-Schranke Gcdh-defizienter Mause
intakt bleibt und nur ein minimaler Transport von GA und 30OHGA aus beziehungsweise in das
Hirnkompartiment stattfindet (Sauer et al., 2006, Zinnanti et al., 2006; Keyser et al., 2008). Da
wahrend der induzierten metabolischen Krise die Aufnahme radioaktiv markierter GA und
30HGA ins Hirngewebe im Experiment messbar abnimmt (Keyser et al., 2008), ist
anzunehmen, dass der geringe Transport von GA und 30HGA spezifisch ist. Zudem erfolgt
dieser geringe Transport entgegen eines Konzentrationsgradienten von Plasma zu Hirngewebe
im Verhaltnis 1:10 bis 1:10* (Mihlhausen, 2008), so dass davon auszugehen ist, dass an der
Blut-Hirn-Schranke spezifische aktive Transporter vorliegen. Zusammenfassend wurde
aufgrund dieser Befunde postuliert, dass der Transport der pathologischen Metaboliten GA und
30HGA aus dem Hirnkompartiment hinaus nur sehr gering ist und dieser Transport unter
basalen Bedingungen einem labilen Gleichgewicht unterliegt. Wahrend einer metabolischen
Krise scheint dieses Gleichgewicht dann zu dekompensieren, die niedrige Transportkapazitat
der Blut-Hirn-Schranke reicht nicht mehr aus und es kommt zu einer kritischen Akkumulation
von GA und 30OHGA im Hirnkompartiment mit nachfolgenden cytotoxischen Wirkungen
(Muhlhausen, 2008).

1.3 Mausmodell der Glutarazidurie Typ 1

Im Jahr 2002 wurde von der Arbeitsgruppe von Prof. S. I. Goodman (Denver, USA) durch
Deletion der ersten sieben Exons des Gcdh-Gens durch homologe Rekombination ein Gedh-
defizientes Knock-out-Mausmodell generiert (Koeller et al., 2002). Der biochemische Phanotyp
dieses Mausmodells entspricht dem von GA1-Patienten mit erhdhten GA- und 30HGA-Spiegeln
in Gehirn, Blut und Urin. Bei Gcdh-defizienten Mausen liegt die Konzentration von GA und
30HGA im Plasma bei 255 uM bzw. 7 uM (Keyser et al., 2008). Bei GA1-Patienten finden sich
ebenfalls erhohte Werte im Plasma von 45 uM (GA) bzw. 26 uM (30HGA), im Vergleich finden
sich in einer gesunden menschlichen Kontrollgruppe Plasmawerte um 2-9 uM (GA) bzw. um
0,3 UM (BOHGA) (Baric et al., 1999). Die Tiere zeigen auf3erlich keine Auffalligkeiten. Es findet
sich jedoch eine signifikante Hypertrophie der Nieren sowie im Gehirn eine Spongiose des
Cortex (Koeller et al., 2002). Der klinische Phanotyp der Mause unterscheidet sich von dem der
GAl-Patienten, da die Mause unter basalen Bedingungen keine akute encephalophatische
Krise entwickeln. Auch durch Stress, erzeugt in Form von Hunger und Kélte, oder nach Injektion
von Lipopolysacchariden zur Imitation einer bakteriellen Infektion, liel3 sich eine solche Krise
nicht provozieren (Koeller et al., 2002). 2006 gelang erstmals die Induzierung einer
metabolischen Krise bei Gcdh-defizienten Mausen durch Gabe einer Hochproteindiat (HPD)
(Zinnanti et al., 2006). 28 und 56 Tage alte Gcdh-defiziente M&ause verstarben unter dieser Diat
innerhalb von zwei bis acht Tagen. Die Gcdh-defizienten Tiere unter HPD entwickelten
sukzessive eine Hypothermie, eine zunehmende Dehydrierung, Hypoaktivitat, zunehmende
Bewegungsstérungen, epileptische Anfalle und starben schlie3lich. Die pathologische

Untersuchung zeigte ausgedehnte Einblutungen im Gehirn und einen ausgepragten
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Neuronenverlust und eine Vakuolisierung des Cortex und des Striatums (Zinnanti et al., 2006;
Keyser et al., 2008).

1.4 Die Rolle von bislang identifizierten Transportproteinen bei GA1

Insgesamt erklart keiner der oben aufgefiihrten pathophysiologischen Befunde die Komplexitat
der Pathogenese der GA1. Insbesondere ist Uber die Transportmechanismen der Metabolite
GA und 30HGA innerhalb der Zelle und aus der Zelle hinaus bislang wenig bekannt. Diese
Transportmechanismen sind aber gerade im Hinblick auf die Blut-Hirn-Schranke
pathomechanistisch von besonderer Bedeutung. Eine passive Diffusion dieser polaren
Dicarboxylsauren Uber Membranen ist ausgeschlossen, so dass aktive Transportmolekile an
der Translokation beteiligt sein missen. Im Hinblick auf eine mdgliche pharmakologische
Beeinflussbarkeit aktiver Transporter erschien die Aufklarung der an der Translokation von GA

und 30OHGA beteiligten Transporter besonders wichtig.

Zur ldentifizierung von Molekilen, die GA und 30OHGA uber Membranen transportieren, wurde
aufgrund der hohen Ausscheidungsraten von GA und 30OHGA in den Urin in Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe als Modell zun&chst Nierengewebe ausgewahlt. In der Tat zeigte sich unter
Berlcksichtigung der Literaturdaten zu Serum- und Urinkonzentrationen eine fraktionelle
Exkretion von GA und 30HGA > 1, was auf aktive Transportmechanismen hindeutete.
Bezlglich anderer Transporter war in der Literatur zudem zu lesen, dass Veranderungen der
Konzentration von Substraten die Expression ihrer jeweiligen Transporter auf transkriptioneller
Ebene regulieren (Sai, 2005; Terada und Inui, 2007). Daher wurden zur ldentifizierung
beteiligter Transporter vergleichende Microarray-Analysen an Nierengewebe von Wildtyp- und
Gcdh-defizienten Mausen durchgefiuhrt (Stellmer, 2007). Etwa ein Viertel der in ihrer Expression
veranderten Gene in dieser Microarray-Analyse betraf Transporter aus der Solute-carrier-
Familie (SLC-Familie) (Stellmer, 2007). Uber Expressionsanalysen und funktionelle Studien
dieser Transporter gelang die Identifizierung des Natrium-abhangigen Dicarboxylat-
Cotransporters 3 (NaC3, Gensymbol SLC13A3) als erstes GA- und 30HGA-translozierendes
Molekul (Stellmer et al., 2007). NaC3 ist vorwiegend in der Niere, aber auch in Leber, Pankreas,
Gehirn (hier primér in Astrozyten, aber auch Neuronen) und Plazenta exprimiert (Stellmer et al.,
2007). Neben GA und 30HGA transportiert er unter anderem a-Oxoglutarat, Succinat, 2,3-
Dimethylsuccinat und 2,3-Dimercaptosuccinat (Burckhardt und Burckhardt, 2003).

Aufgrund ihrer bekannten Substrate wurden aus der Literatur weitere Transporter ausgewahlt,
die mogliche Kandidaten fur die Translokation von GA und 30HGA darstellten, insbesondere
die Familie der organischen Anionentransporter (OAT). Uber nachfolgende funktionelle Studien
an OAT-exprimierenden heterologen Zellsystemen gelang es, OAT1 (SLC22A6) und OAT4
(SLC22A11) als GA- und 30HGA-transportierende Molekile zu identifizieren (Hagos et al.,
2008). OAT1 wird Uberwiegend in proximalen Tubuluszellen der Niere basolateral exprimiert

sowie im Gehirn (hier jedoch nur in den Neuronen, nicht in Astrozyten), in der Plazenta sowie
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im Skelettmuskel (Buist et al., 2002). Er qilt als hochaffiner Transporter fir 30HGA, transportiert
aber auch andere Dicarboxylate wie beispielswiese a-Ketoglutarat und GA (Hagos et al., 2008).
Als weiterer hochaffiner Transporter fir GA und 3OHGA wurde OAT4 identifiziert (Hagos et al.,
2008). Wie OATL1 wird auch OAT4 an proximalen renalen Tubuluszellen exprimiert, allerdings
nicht basolateral, sondern apikal (Anzai et al., 2006). Anhand der bekannten Lokalisationen von
NaC3, OAT1 und OAT4 und ihrer bisher bekannten Substrate konnte ein Modell fur die renale
Exkretion von GA und 30HGA uber proximale Tubuluszellen abgeleitet werden: Aufgrund der
unterschiedlichen Affinitaten fur 30OHGA und a-Ketoglutarat (a-KG) wird Uber NaC3 an der
basolateralen Membran hauptséchlich a-KG im Symport mit Natrium aus dem Blut in die
Tubuluszellen aufgenommen und dadurch ein auswarts gerichteter a-KG-Gradient aufgebaut.
Die NaC3-Funktion ist dabei abhéangig von einem einwarts gerichteten Natrium-Gradienten, der
von der basolateral gelegenen Na*-K*-ATPase aufrechterhalten wird. Der basolateral
lokalisierte OAT1 vermittelt dann unter Ausnutzung des auswaérts gerichteten a-KG-Gradienten
die hochaffine Aufnahme von GA und 30OHGA in die Tubuluszelle im Antiport gegen a-KG. An
der apikalen Seite erfolgt die Sekretion der Metaboliten in den Urin Uber OAT4 entlang des
durch OAT1 generierten auswarts gerichteten Konzentrationsgradienten von GA und 30HGA
(Mihlhausen, 2008; Muhlhausen et al., 2008).

luminal

Tubuluszelle

3Na” |
N-';K'-Affm

‘_—-?-ﬁ'

Abbildung 4: Transport pathologischer Dicarboxylate in proximalen Nierentubuluszellen.
Uber OAT1 an der basolateralen Membran werden die Metaboliten im Antiport gegen a-KG aus
dem Blut in proximale Nierentubuluszellen aufgenommen. Die hierfir bendtigte hohe
Konzentration an intrazellularem a-KG wird durch NaC3 generiert, Natrium-abhangig wird a-KG
aus dem Blut in die Tubuluszelle transportiert. Damit wiederum ist der NaC3-Transporter
abhéngig von einem einwarts gerichteten Natrium-Konzentrationsgradienten, der durch die Na*-
K+-ATPase erzeugt wird. An der apikalen Membran erfolgt die Sekretion von GA und GA-
Derivaten durch OAT4, der diese im Antiport mit Chlorid oder Estronsulfat transportiert
(Mihlhausen et al., 2008).

Neben den Daten zur geringen Transportrate von GA und 30HGA iber die Blut-Hirn-Schranke
gibt es keine weiteren Daten Uber deren Transport im Gehirn. Fir NaC3 und OAT1 ist aus der
Literatur bekannt, dass beide Transporter neben der Niere auch im Plexus choroideus
exprimiert werden (Pajor et al., 2001; Alebouyeh et al., 2003). Basierend auf der Beobachtung,

dass NaC3 und OAT1 die Metaboliten GA und 30OHGA Uber Membranen translozieren kénnen,
8



Einleitung

wurden im Labor des Arbeitsbereiches Molekularbiologie der Klinik und Poliklinik fur Kinder-
und Jugendmedizin des UKE Hamburg Untersuchungen zur Expression dieser Transporter
sowie funktionelle Studien zum Transport von GA und 30OHGA an primaren neuronalen und
astrozytaren Zellen aus Wildtyp- und Gedh’-Mausen durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich, dass
sowohl in primaren neuronalen als auch astrozytaren Zellen aus Wildtyp- und Gedh*-Mausen
NaC3, nicht jedoch OAT1, exprimiert wird. Sowohl primare astrozytare als auch neuronale
Mauszellen nehmen das [*4C]-markierte NaC3-Substrat Succinat auf, wobei dieser Transport in
Gegenwart von GA und 30HGA konzentrationsabhé&ngig inhibierbar ist. Nach Vorbeladung
astrozytarer Gedh*-Zellen mit [**C]-Succinat zeigte sich in diesen im Vergleich zum Wildtyp ein
verzégerter Ausstrom des markierten Succinats. Aus diesen Befunden wurde abgeleitet, dass
NaC3 im Gehirn eine wichtige Rolle beim anaplerotischen Transport von
Citratzyklusintermediaten (unter anderem Succinat) von Astrozyten zu Neuronen spielt und
dass dieser anaplerotische Mechanismus in Gegenwart von GA und 30HGA beeintrachtigt ist.
Diese Befunde stellten einen neuen Mechanismus dar, wie die bei GA1l akkumulierenden
Metaboliten Gber einen gestdrten Transport zum intramitochondrialen Energiemangel beitragen

konnten (Lamp et al., 2011).

1.5 Die mitochondrialen Transporter: die SLC25-Familie

Durch die oben dargestellten Arbeiten gelang erstmals die Identifizierung von GA-
beziehungsweise 30HGA-Transportern an der Plasmamembran verschiedener Zelltypen. Véllig
unklar war weiterhin, wie GA und 30OHGA innerhalb der Zelle transportiert werden. Da GCDH in
der mitochondrialen Matrix lokalisiert ist, missen GA und 30OHGA auch in der mitochondrialen
Matrix entstehen. Beide Metaboliten lassen sich aber extrazellular nachweisen, so dass sie
Uber beide mitochondrialen Membranen gelangen mussen, bevor sie Uber die Plasmamembran
in den Extrazellularraum gelangen kdnnen. Alle Mitochondrien besitzen eine &uf3ere und eine
innere mitochondriale Membran, dazwischen liegt der Intermembranraum. Aufgrund der
Polaritat von GA und 30HGA erscheint auch beziglich der mitochondrialen Membranen ein
passiver Transport ausgeschlossen. In der Innenmembran finden sich die
Atmungskettenkomplexe 1-4, der Redoxubertrdger Ubichinon, die mitochondriale ATP-
Synthase sowie auf der AuRenseite, an die Membran assoziiert, das Hamprotein Cytochrom c,
das bei Freisetzung ins Cytosol die Apoptose ausldst. In der mitochondrialen Matrix befinden
sich die Enzyme des Citratzyklus, des Harnstoffzyklus, der 3-Oxidation der Fettsauren, des
Abbaus vieler Aminosauren, eines Teiles der Hambiosynthese, eines Teiles des
Steroidstoffwechsels sowie der mitochondrialen Proteinbiosynthese (Loffler und Petrides,
2002). FiUr diese Vielzahl biochemischer Prozesse ist der aktive Transport vieler
unterschiedlicher Metaboliten in die Mitochondrien und wieder heraus erforderlich. Die bisher an
der auferen und inneren mitochondrialen Membran identifizierten Transporter werden der
SLC25-Familie zugeordnet. Diese umfassen die mitochondrialen Transporter fir Anionen,

Transportsysteme fiir Redoxaquivalente sowie Kationentransporter.
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Die Gene der SLC25-Familie codieren mitochondriale Transporter, die als membrangebundene
Proteine in der inneren Mitochondrienmembran sowie zu einem geringen Teil in anderen
Zellorganellen lokalisiert sind (Palmieri, 2012). In der Datenbank des HGNC (HUGO Gene
Nomenclature Committee) lassen sich aktuell 29 SLC25-Gene zdhlen, wovon 20 einen
Transporter mit bekannter Funktion codieren. Die Hauptfunktion der SLC25-Transporter besteht
darin, aktive Transportmechanismen zwischen mitochondrialer Matrix und Cytosol zu vermitteln.
Die zu transportierenden Substanzen zeichnen sich durch grofRe Variabilitéat in Struktur und
Form aus, so werden sowohl kleine Protonen als auch komplexe Molekile wie ATP
transportiert. Die Expression der mitochondrialen Carrier ist unterschiedlich, einige Transporter
kommen in nahezu allen Geweben vor, andere nur in bestimmten Geweben. Es handelt sich
um kerncodierte Proteine, die nach ribosomaler Expression zundchst zum Mitochondrium
transportiert und dann in die innere mitochondriale Membran ,eingebaut” werden (Palmieri,
2004; Palmieri, 2008).

Die Proteine der SLC25-Familie haben einen gemeinsamen Aufbau: Sie bestehen aus drei
homologen Doméanen mit je zwei hydrophoben, transmembranéren a-Helices, die durch jeweils
drei Schleifen auf der mitochondrialen und durch jeweils zwei Schleifen auf der
cytoplasmatischen Seite miteinander verbunden sind (Palmieri, 2004; Palmieri und Pierri, 2010;
Palmieri, 2013; Abbildung 5). Die Transporter funktionieren als Homodimere, wobei jedes
Monomer mit sechs Transmembransegmenten in die Membran eingebettet ist und der N- und
C-Terminus sich auf der cytosolischen Seite befinden (Palmieri, 2004; Palmieri und Pierri,
2010). Mit Ausnahme des DIC (SLC25A10) besitzen die SLC25-Transporter auf jeder Seite nur
eine Bindungsstelle. Der Transporter befindet sich entweder in ,C“- oder in ,M*“-Position, ist also
entweder zur cytoplasmatischen oder zur mitochodrialen Seite gedtffnet. Nach Bindung des
Substrates auf der einen Seite schlief3t sich der Kanal, das Substrat gelangt durch den Kanal
auf die Gegenseite, auf der sich der Kanal wieder 6ffnet. Dieser Substrat-induzierte Wechsel
von der ,C“ in die ,M“Konformation erfolgt durch Knick- beziehungsweise
Rotationsbewegungen im Bereich konservierter Glycin- beziehungsweise Prolinreste innerhalb
der Transmembrandoméanen und dadurch bedingter Briickenbindungen zwischen geladenen
Aminosaureresten verschiedener Transmembranhelices. Vom Lumen des Cytosols oder des
Mitochondriums aus betrachtet imponiert diese Konformationséanderung als koordinierte
gegenseitige Drehbewegung der Transmembrandoméanen mit oder gegen den Uhrzeigersinn
(Palmieri und Pierri, 2010; Palmieri, 2013).

10



Einleitung
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C-Konformation Transition M-Konformation

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Konformationsanderung eines SLC25-
Transporters von der C-Konformation Uber die Transition bis zur M-Konformation
wahrend des Transportzykluses. P1 = Prolinrest der ungeraden Transmembranhelix, G1 =
Glycinrest der ungeraden Transmembranhelix, P2 = Prolinrest der geraden
Transmembranhelix, G2 = Glycinrest der geraden Transmembranhelix. Gelber Pfeil =
Knickbewegung, roter Pfeil = Rotationsbewegung (Palmieri und Pierri, 2010).

Als Triebkraft fir die durch sie vermittelte Transportprozesse dient den Transportern der
SLC25-Familie entweder der Konzentrationsgradient der durch sie translozierten Substrate oder
aber die elektrische oder chemische Komponente des durch die Atmungskette via H*
generierten elektrochemischen Potentials Uber der inneren Mitochondrienmembran (Palmieri,
2013).

Aus der SLC25-Familie wurden funf Transporter ausgewahlt (Tabelle 1), die aufgrund ihrer
Substratspezifitdt als wahrscheinlichste Kandidaten fir die Translokation von GA und 30HGA
angesehen werden. Diese ausgewahlten mitochondrialen Transporter wurden bezlglich ihrer
Expression auf mRNA- und zum Teil auf Proteinebene in verschiedenen Geweben von Wildtyp-
und Gedh”--Mausen sowie in kultivierten Zellen untersucht.
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Tabelle 1: Ubersicht tiber die untersuchten mitochondrialen Transporter. Dargestellt sind das Gensymbol, der Proteinname, die Proteinabkiirzung, die
chromosomale Lokalisation, die von dem jeweiligen Transporter bevorzugt transportierten Substanzen, der Transport-Typ sowie das Gewebevorkommen des

Transporters.
. Protein- Chromosomale Bevorzugte
Gensymbol | Proteinname abkirzung Lokalisation Substanzen Transport-Typ Vorkommen Referenz
Malat,
SLC25A10 chg;br(:glat- DIC 17025.3 F;Z%i?:;t’ Antiporter: Herz, Hirn, Leber, Lunge, Fiermonte et al., 1998;
o Sulfat ' Malat/Phosphat Niere, Pankreas Palmieri, 2004; Palmieri, 2013
Thiosulfat
Oxoglutarat- Antiporter: . . L ) L .
SLC25A11 Carrier 0GC 17p13.3 Oxoglutarat, Oxoglutarat/ Herz, Hirn, Leber, Niere, Palmieri, 2094, Palmieri, 2013;
Malat Malat Pankreas, Skelettmuskel Monné et al., 2013
- i Antiporter:
Ornithin- Ornithin, e . .
SLC25A15 Carrier ORC1 13q14.11 Citrullin, Ornithin/Citrullin+H Herz, Him, Hoden, Leber, Camacho et al., 1999
Lvsin. Arainin bzw. Lunge, Milz, Niere, Pankreas
ysin, Arg Ornithin/H*
Carnitin/ .
" " . . Herz, Hirn, Leber, Lunge, L .
SLC25A20 | Acylcarnitin- CAC 3p21.31 Carnitin, Antiporter: Niere, Pankreas, Plazenta, Indiveri et al., 1998;
Carrier Acylcarnitin Carnitin/Acylcarnitin Indiveri et al., 2011
Skelettmuskel,
Oxoadipat- Colon, Gallenblase, Herz,
. Oxoadipat, Antiporter: Hirn, Hoden, Leber, Lunge, .
SLC25A21 Carrier obc 14q11.2 Oxoglutarat Oxoadipat/Oxoglutarat Milz, Niere, Plazenta, Fiermonte et al.,, 2001
Skelettmuskel
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1.5.1 Der mitochondriale Dicarboxylat-Transporter (DIC, SLC25A10)

Der DIC Kkatalysiert den elektroneutralen Antiport von Dicarboxylaten. Pradominante
Substanzen sind Malat und Succinat sowie anorganisches Phosphat, Sulfat und Thiosulfat. Er
besitzt auf jeder Membranseite zwei getrennte Substratbindungsstellen, die eine fir Phosphate,
die andere fur Dicarboxylate. Alle vier Bindungsstellen missen mit Substraten desselben
Transportweges assoziiert sein, wobei der sequentielle Transport sowohl als Phosphat-Malat-
Heteroaustausch als auch als Malat-Malat- beziehungsweise Phosphat-Phosphat-Homoantiport
erfolgen kann. Der DIC ist an zwei Stoffwechselwegen direkt beteiligt: Zum einen spielt er eine
Rolle in der Gluconeogenese, wobei Pyruvat in der mitochondrialen Matrix durch die Pyruvat-
Carboxylase in Oxalacetat und weiter durch die Malat-Dehydrogenase in Malat umgewandelt
und dieses dann Uber den DIC ins Cytosol exportiert wird. Dort wird Malat durch die Malat-
Dehydrogenase unter Reduktion von NADP* in NADPH+H* in Oxalacetat und anschlieRend
durch die Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase in Phosphoenolpyruvat umgewandelt und
mundet so in die cytosolische Gluconeogenese ein. Zum anderen Ubernimmt der DIC Substrate
aus dem Harnstoffzyklus. Im Harnstoffzyklus wird durch das cytosolische Enzym
Argininosuccinat-Lyase Fumarat produziert, das in Malat umgewandelt, schlie3lich tber den
DIC in die mitochondriale Matrix geschleust wird und dort als Substrat fur den Citratzyklus zur
Verfluigung steht. Die Bereitstellung der fir beide Stoffwechselwege bendtigten Substrate kann
bei Bedarf auch in die umgekehrte Richtung erfolgen (Fiermonte et al., 1998; Palmieri, 2004;
Palmieri, 2013).

Der DIC hat auf diese Weise eine wichtige anaplerotische Funktion, schleust also notwendige
Substrate fur die Aufrechterhaltung des Citratzyklus in die mitochondriale Matrix ein. Im
Vergleich zur Beteiligung an der Gluconeogenese scheint die anaplerotische Funktion des DIC
von grol3erer physiologischer Bedeutung zu sein (Palmieri et al.,, 1999). Aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit der pradominanten DIC-Substrate Malat und Succinat mit Glutarséure
wurde der DIC als mdglicher Kandidat fur die Translokation von GA fir die weiteren Analysen

ausgewabhilt.
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Abbildung 6: Funktionen des DIC (SLC25A10): Bedeutung des DIC fur die
Gluconeogenese, den Harnstoffzyklus und den Citratzyklus. Uber den DIC wird Malat aus
dem Mitochondrium ins Cytoplasma transportiert und dient dort tGber Oxalacetat als Substrat
fur die Gluconeogenese oder vermittelt umgekehrt den anaplerotischen Transport von Malat
als Substrat fir den intramitochondrialen Citratzyklus. Eigene Darstellung in Anlehnung an
Palmieri, 2004.

1.5.2 Der mitochondriale Oxoglutarat-Transporter (OGC, SLC25A11)

Der OGC, auch als Oxoglutarat-Malat-Antiporter bezeichnet, vermittelt den elektroneutralen
Austausch zwischen Oxoglutarat und anderen Dicarboxylaten, wobei er zu Malat die hdchste
Affinitat besitzt.

Im Rahmen dieses Transportzykluses wird cytosolisches Oxalacetat mit NADH+H* durch die
Malat-Dehydrogenase zu Malat reduziert. Nach Translokation von Malat ins Mitochondrium mit
Hilfe des OGC wird Malat unter Bildung von NADH+H* in der Matrix zu Oxalacetat reoxidiert.
Da kein Carrier fir Oxalacetat existiert, muss vor dem Ricktransport des Kohlenstoffgerists
zunéchst Oxalacetat mit Glutamat zu Aspartat und a-Oxoglutarat transaminiert werden. Daran
beteiligt ist die Glutamat-Oxalacetat-Transaminase. Der AGC ermdoglicht nun den Riicktransport
des Aspartats ins Cytosol. Die Umkehrung des Transaminierungsschrittes vervollstandigt den

ZyKlus.
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Abbildung 7: Funktion des OGC (SLC25A11). Dargestellt ist die Funktion des OGC im Malat-
Aspartat-Shuttle: Oxalacetat wird im Cytosol durch die cytosolische Malat-Dehydrogenase zu
Malat umgewandelt, dabei wird NADH+H* zu NAD* reduziert. Malat wird Gber den OGC in das
Mitochondrium aufgenommen und dort durch die mitochondriale Malat-Dehydrogenase
wiederum zu Oxalacetat umgebaut. Dabei wird NADH+H* freigesetzt und kann der
Atmungskette zugefuhrt werden. Oxalacetat wird Uber die mitochondriale Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase zu Aspartat transaminiert und Uber den Aspartat-Glutamat-Transporter (AGC)
wieder ins Cytosol transportiert. Aspartat wird nun Uber die cytosolische Glutamat-Oxalacetat-
Transaminase wieder in Oxalacetat Uberfihrt, wobei das durch den OGC ins Cytosol
transportierte Oxoglutarat als Akzeptor fur die Aminogruppe dient und dadurch Glutamat
entsteht. Eigene Darstellung in Anlehnung an Palmieri, 2004.

Beim Oxoglutarat-Isocitrat-Austausch wird Oxoglutarat in der mitochondrialen Matrix durch die
Isocitrat-Dehydrogenase zu Isocitrat oxidiert und carboxyliert, das dann im Antiport mit Malat
Uber den Citrat-Transporter ins Cytosol exportiert wird. Malat gelangt dann tber den OGC im
Austausch mit Oxoglutarat wieder aus dem Mitochondrium heraus. Mit Hilfe dieser
Transportzyklen werden die Reduktionsdquivalente von NADH+H* aus dem Cytosol ins
Mitochondrium transferiert und stehen dort fiir die Elektronenlibertragung auf die Atmungskette
und damit die ATP-Synthese zur Verfiigung (Palmieri, 2004; Palmieri und Pierri, 2010; Palmieri,
2013). Der OGC wurde aufgrund der strukturellen Ahnlichkeiten seiner Substrate, der
Dicarboxalsduren Malat und Oxoglutarat mit GA beziehungsweise 30HGA als mdoglicher
Kandidat fur einen Transport von GA und 30HGA fur die Untersuchungen der vorliegenden

Arbeit ausgewabhilt.
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1.5.3 Der mitochondriale Ornithin-Transporter 1 (ORC1, SLC25A15)

Der Ornithin-Transporter, auch bezeichnet als Ornithin-Citrullin-Transporter, besitzt zwei
Isoformen, ORC1 (= SLC25A15) und ORC2 (= SLC25A2). Beide Isoformen transportieren
Ornithin, Lysin, Arginin und Citrullin. Dennoch unterscheiden sie sich in einigen Punkten
(Tabelle 2).

Tabelle 2: Vergleich zwischen den zwei Isoformen des Ornitin-Transporters ORC1
(SLC25A15) und ORC2 (SLC25A2) (Palmieri, 2004).

ORC1 = ORC2 =
SCL25A15 SLC25A2
Transport von Histidin - ++
Transport von L-Stereoisomeren der oben genannten
. B +++ ++
Aminosauren
Transport von D-Stereoisomeren der oben genannten N r
Aminosauren
Affinitét zu Lysin & Arginin ++ +++
Affinitdt zu Ornithin & Citrullin +++ ++
Spezifische Aktivitat +++ +

Fur die vorgesehenen Expressionsanalysen wurde der ORC1 ausgewahlt, da er im Hirn
exprimiert wird und aufgrund seiner Affinitét zu Lysin am Transport der Vorlauferaminosure der
pathologischen Metaboliten GA und 3O0OHGA beteiligt ist. Der ORC1 vermittelt den
elektroneutralen Austausch zwischen cytosolischem Ornithin und intramitochondrialem Citrullin
und H* und ist damit eine wichtige Komponente im Harnstoffzyklus, da er dessen im Cytosol
und im Mitochondrium ablaufenden Enzymaktivititen miteinander verbindet (Indiveri et al.,
1997; Fiermonte et al., 2003).

Mutationen im SLC25A15-Gen sind mit dem HyperornithinAmie-Hyperammonéamie-
Homocitrullinurie-(HHH-)Syndrom  assoziiert, einer  Erkrankung, die damit den
Harnstoffzyklusstérungen zugerechnet wird (Camacho et al., 1999). Bislang wurden mehr als
50 Patienten mit dieser autosomal-rezessiven Stérung beschrieben. Bei dieser Erkrankung
zeigt sich eine variable Encephalopathie, Gedeih- und Gerinnungsstérungen, aber auch

neonatale Hyperammonéamien sind beschrieben (Salvi et al., 2001; Haberle et al., 2012).
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Abbildung 8: Funktion des ORC1 (SLC25A15). Dargestellt ist die Beteiligung des ORC1 am
Harnstoffzyklus. Dort vermittelt er den Austausch zwischen cytosolischem Ornithin und
intramitochondrialem Citrullin. Nur dank dieses Austausches ist der reibungslose Ablauf des
Harnstoffzyklus mdglich. Nach Abspaltung von Harnstoff im Cytosol wird Ornithin Uber den
ORC in die mitochondriale Matrix geschleust und hier durch die Ornithin-Transcarbamylase zu
Citrullin umgewandelt. Dieses wird dann Uber den ORC aus dem Mitochondrium transportiert
und steht dann der Ureogenese erneut zur Verfigung. Eigene Darstellung in Anlehnung an
Palmieri, 2004.

1.5.4 Der mitochondriale Carnitin-/Acylcarnitin-Transporter (CAC, SLC25A20)

Der CAC stellt die Schliisselkomponente im Carnitin-Zyklus dar, durch den langkettige
Fettsaurereste vom Cytsol ins Mitochondrium transportiert werden. Dies geschieht in drei
Schritten: Zunachst erfolgt an der aufl3eren mitochondrialen Membran der Transfer von Acyl-
Gruppen von Acyl-Coenzym A zu Carnitin durch die Carnitin-Palmitoyl-Transferase 1 (CPT 1).
Daran schlief3t sich die Translokation des Acylcarnitins Uber die innere mitochondriale Memban
durch den CAC im Austausch mit freiem Carnitin an. AbschlieBend werden in der
mitochondrialen Matrix die Acylreste vom Carnitinester wieder auf Coenzym A Ubertragen,
vermittelt durch CPT 2. Der CAC katalysiert also den elektroneutralen Austausch von

cytosolischem Acylcarnitin und mitochondrialem freien Carnitin, die eingeschleusten Acylreste
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werden dann im Mitochondrium Uber die R-Oxidation verstoffwechselt. Der CAC-vermittelte
Transport ist damit ein essentieller Schritt im Abbau langkettiger Fettsduren, womit der
Hauptenergiebedarf wahrend Hungerphasen gedeckt wird.

SN

Fettséuren N
|

Carnitin-Palmitoyl-Transferase 1

CoA Carnitin
CoA
Acyl-CoA

Acylcarnitin Carnitin

Carnitin-Palmitoyl-
Transferase 2 CoA

Acyl-CoA Carnitin
f Acylcarnitin

Carnitin

f————————=

Mitochondriale Matrix

ntermembranraum

Cytoplasma

Abbildung 9: Funktion des CAC (SLC25A20). Dargestellt ist der Transport langkettiger
Fettsaurereste vom Cytosol ins Mitochondrium: An der auf3eren mitochondrialen Membran
erfolgt die Ubertragung von Acyl-Gruppen von Acyl-Coenzym A zu Carnitin durch die Carnitin-
Palmitoyl-Transferase 1. Das gebildete Acylcarnitin wird durch den CAC im Austausch mit
freiem Carnitin in die mitochondriale Matrix geschleust. In der mitochondrialen Matrix werden
dann die Acylgruppen durch die Carnitin-Palmitoyl-Transferase 2 wieder auf das Coenzym A
transferiert. Die Acylreste werden dann dber die R-Oxidation verstoffwechselt. Eigene
Darstellung in Anlehnung an Palmieri, 2004.

Bisher wurden etwa drei3ig Patienten mit Defizienz des CAC-Transporters identifiziert (Huizing
et al.,, 1997; lacobazzi et al., 1998; Stanley et al.,, 1992). Bei dieser autosomal-rezessiven
Erkrankung sind zwei Phéanotypen beschrieben: die schwer verlaufende frihkindliche Form mit
Kardiomyopathie sowie eine milder verlaufende Form ohne Kardiomyopathie. Anderen
Fettsdureoxidationsstérungen &hnlich sind die Hauptsymptome dieser Erkrankung:
Lebensbedrohliche komattse Zustdnde ausgelést durch Nahrungskarenz, Hypoketose,
Hypoglykdmie, Hyperammonamie, Dicarboxylat-bedingte Azidurie, Hepatomegalie mit
eingeschrankter Leberfunktion, kardiale Symptome und Muskelschwéache. Hypoglykédmien
wahrend einer Nahrungskarenz deuten auf eine zu schnelle Depletion des hepatischen

Glycogens und eine erschwerte Gluconeogenese hin. Die Hypoketose resultiert aus dem
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unzureichenden Fettsauretransport und der dadurch bedingten geringen Produktion an Acetyl-
CoA. Die Hyperammonamie kommt durch die limitierte Verfugbarkeit von N-Acetylglutamat
zustande, das normalerweise aus Acetyl-CoA abgeleitet wird und essentiell fur die
Carbamoylphosphat-Synthetase ist, ein Enzym des Harnstoffzykluses. Die Hepatomegalie und
die Kardiomyopathie werden durch die pathologische Akkumulation langkettiger

Acylcarnitinester erklart (Indiveri et al., 2011; Palmieri, 2013).

Fur die hier geplanten Expressionsstudien wurde der CAC ausgewahlt, da er unter anderem
auch Glutaryl-CoA transportiert und damit an der Translokation pathologischer, bei der GAl

akkumulierender Metaboliten, beteiligt sein konnte.

1.5.5 Der mitochondriale Oxodicarboxylat-Transporter (ODC, SLC25A21)

Der ODC spielt eine wichtige Rolle im Abbau von Lysin, das mitochondrial Uber den
sogenannten Saccharopin-Weg oder peroxisomal Uber den Pipecolinsaure-Weg metabolisiert
werden kann. Beide Abbauwege miinden in der gemeinsamen Endstrecke cytosolischer 2-
Aminoadipinsdure, aus der durch Transaminierung unmittelbar 2-Oxoadipat entsteht (Cox,
2001). Dieses stellt nun das Substrat des ODC dar und wird im elektroneutralen Antiport gegen
2-Oxoglutarat ins Mitochondrium aufgenommen (Palmieri, 2004). Der weitere Abbau des 2-
Oxoadipats erfolgt Uber den Oxoglutarat-Dehydrogenase-Komplex (OGDHc), dessen Substrat
auch 2-Oxoglutarat ist. Angenommen wird ein sequentieller Abbau von 2-Oxoadipat durch die
E1- und nachfolgend die E2-Untereinheit dieses Komplexes. Endprodukt ist Glutaryl-CoA, das
Substrat der GCDH (Cox, 2001, Abbildung 10 und 11).

Urspringlich wurde vermutet, dass Mutationen im SLC25A21-Gen, also ein Defekt des ODC,
fur die Stoffwechselerkrankung Oxoadipat-Azidurie verantwortlich sind (Palmieri, 2004), die
durch Akkumulation und Exkretion groRer Mengen von 2-Oxoadipat, 2-Aminoadipat und 2-
Hydroxyadipat in den Urin gekennzeichnet ist (Fiermonte et al., 2001; Goodman und Frerman,
2001). Klinisch sind eine mentale Retardierung, muskulare Hypotonie,
Entwicklungsverzdgerung, eine Ataxie und epileptische Anfélle beschrieben. Bei betroffenen
biochemisch diagnostizierten Patienten konnten aber nie Mutationen im SLC25A21-Gen
nachgewiesen werden. Mittlerweile wurde gezeigt, dass der genetische Defekt bei diesen
Patienten nicht im SLC25A21-Gen, sondern im DHTKD1-Gen lokalisiert ist, das eine Isoform

der E1-Untereinheit des OGDH-Komplexes codiert (Danhauser et al., 2012).
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Lysin Lysin

l l

Mitochondrium Peroxisom

Pipecolat

lPIPOX

1-Piperidin-
G-Carboxylat

2-Aminoadipat
| AADAT
2-Oxoadipat

Abbildung 10: Schematische Darstellung des Lysin-Abbaus. Lysin wird entweder direkt
mitochondrial Uber den sogenannten Saccharopin-Weg abgebaut oder alternativ beginnend
peroxisomal Uber den Pipecolinsaure-Weg. Beide Wege minden in der cytosolischen
2-Aminoadipinsaure, die dann, wie im Text beschrieben, weiter abgebaut wird.

PIPOX = Pipecolat-Oxidase. AADAT = 2-Aminoadipat-Transaminase. AASS = 2-Aminoadipat-6-
Semialdehyd-Dehydrogenase. OGDHc = 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase-Komplex. DHTKD1 =
El-Untereinheit des OGDH-Komplexes. GCDH = Glutaryl-CoA-Dehydrogenase. Eigene
Darstellung in Anlehnung an Cox, 2001.

Cytoplasma

Mitochondriale Matrix .‘.‘" ‘."‘

Oxoglutarat-Dehydrogenase-Komplex

Oxoadipat Glutaryl-CoA
)
Acetyl-CoA

Oxoadipat

Citratzyklus

Oxoglutarat

Oxoglutarat

Abbildung 11: Funktion des ODC (SLC25A21). Dargestellt ist die durch ODC vermittelte
Aufname von 2-Oxoadipat in die Mitochondrien, ein wichtiger Schritt innerhalb des Lysinabbaus.
Durch den OGDH-Komplex erfolgt der Abbau von 2-Oxoadipat zu Glutaryl-CoA. Im Antiport zu
2-Oxoadipat wird 2-Oxoglutarat aus dem Mitochondrium ins Cytosol geschleust. Eigene
Darstellung in Anlehnung an Palmieri, 2004.
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1.6 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Analyse der Expression mitochondrialer Transporter im
Mausmodell der neurometabolischen Erkrankung Glutarazidurie Typ 1. Durch méglicherweise
veranderte Expressionen einzelner Transporter auf mMRNA- oder Proteinebene sollten Hinweise
fur die direkte oder indirekte Beteiligung dieser Transportmolekile beim Transport
pathologischer, bei der GAl akkumulierender Metaboliten erlangt werden. Dies erfolgte
insbesondere unter der Annahme, dass erhodhte Substratkonzentrationen zu einer erhdhten
MRNA- oder Proteinexpression der beteiligten Transporter fihren und so die ldentifikation
mitochondrialer Transporter fir GA und 30OHGA mdoglich ist. Diese Untersuchungen sollten an
unterschiedlichen Geweben (Leber, Niere, Hirnstamm und Hirncortex) von Mausen mit und
ohne induzierte metabolische Krise durchgefiihrt werden. Es wurden aus den bisher bekannten
mitochondrialen Transportern flunf Transporter ausgewahlt, die aufgrund ihrer bisher bekannten
Substratspezifitdt oder Einbindung in GAl-assoziierte Stoffwechselwege als wahrscheinlichste
Kandidaten fir den Transport von GA und 30HGA oder eine andere Beteiligung an der
Pathogenese der GAl in Betracht kamen. Die Expression dieser finf Transporter sollte auf
mMRNA- und Proteinebene Gcdh-defizienter Mause und Wildtyp-Mause unter basalen

Bedingungen und in der induzierten metabolischen Krise untersucht werden.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte ein neues Zellsystem flr zuklnftige In-vitro-Studien zur GCDH-
Defizienz als Erganzung zu In-vivo-Modellen generiert werden. Dazu sollte in immortalisierten
humanen Zellen (HelLa-Zelllinie) durch Behandlung mit spezifischer siRNA die GCDH-
Expression inhibiert und zunachst auf mRNA- und Proteinebene der Effekt der SiRNA-
Behandlung auf die GCDH-Expression Uberprift werden. AnschlieBend sollten die
Auswirkungen der siRNA-GCDH-Herabregulation auf die Expression ausgewéhlter Transporter

untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Alle Chemikalien und Reagenzien wurden von den folgenden Firmen bezogen:

Chemikalie

Firma

3-Hydroxyglutarsaure

synthetisiert und zur Verfligung gestellt von
Prof. J. Thiem, Institut fir Organische Chemie,
Universitat Hamburg

Acrylamid Roth, Karlsruhe
Agar Sigma-Aldrich, Minchen
Agarose Invitrogen, Karlsruhe

Ammoniumpersulfat (APS)

Roth, Karlsruhe

Bromphenolblau

Bio-Rad, Miinchen

Bradford-Ldsung

Bio-Rad, Miinchen

BSA

Serva, Heidelberg

Chloroform

Sigma-Aldrich, Minchen

Coomassie® Blue G

Serva, Heidelberg

DAPI Roth, Karlsruhe

DEPC Sigma-Aldrich, Mlinchen
DMSO Roth, Karlsruhe

EDTA Roth, Karlsruhe
Essigsaure Merck, Darmstadt
Ethanol Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, Mlinchen
Ethylacetat Merck, Darmstadt
Formaldehyd Merck, Darmstadt

Glutarsaure

Sigma-Aldrich, Minchen

Glycerin Merck, Darmstadt
Glycin Sigma-Aldrich, Minchen
HEPES Roth, Karlsruhe
Isopropanol Roth, Karlsruhe
Kaliumchlorid (KCI) J.T. Baker, Griesheim
Luminol Roth, Karlsruhe
Mannitol Roth, Karlsruhe
Methanol Merck, Darmstadt

B-Mercaptoethanol

Sigma, Deisenhofen

Milchpulver

Natura Flor
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Chemikalie

Firma

Mowiol®

Hochst, Frankfurt a. M.

Natrium-EDTA

Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid (NacCl)

Roth, Karlsruhe

Paraformaldehyd

Merck, Darmstadt

p-Cumarinsaure

Sigma-Aldrich, Minchen

PDA-Standard

Sigma-Aldrich, Minchen

PFBH Sigma-Aldrich, Minchen
Saccharose J.T. Baker, Griesheim
Salicylsaure Merck, Darmstadt
Salzsaure (HCI) Merck, Darmstadt

SDS Sigma-Aldrich, Minchen
TEMED Bio-Rad, Minchen
Tissue-Solubilizer (SolvableTM) Perkin-Eler, USA
Tri-Reagent Sigma-Aldrich, Minchen
Tris Sigma-Aldrich, Minchen
Triton X-100 Sigma-Aldrich, Mlinchen
Tween-20 Merck, Darmstadt

Wasserstoffperoxid (H202)

Merck, Darmstadt

2.1.2 Kits und Assays

Kit/Assay

Firma

High Capacity cDNA Reverse Transcription

Kit

Applied Biosystems, Darmstadt

TagMan® Gene Expression Assay

Applied Biosystems, Darmstadt

2.1.3 TagMan®-Primer

Gen Protein TagMan®-Gene
Expression Assay
Gapdh Gapdh Mm99999915 g1
Slc25a10 Dic MmO00600198_m1
Slc25al1l Ogc Mm00452509_m1
Slc25a15 Orcl Mm00487854_m1
Slc25a20 Cac MmO00451571_m1
Slc25a21 Odc MmO00553525_m1
Slc13a3 NaC3 MmO00475280_m1
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Gen

Protein

TagMan®-Gene
Expression Assay

Slc22a6 Oatl

Mm00456258_m1

2.1.4 Humane Primer

Spezifische siRNA

Assay-ID-Nummer

Firma

GCDH

GCDHHSS142163

Applied Biosystems,
Darmstadt

2.1.5 DNA-Standards

Standard

Firma

DNA-Ladder, 100 Bp

Invitrogen, Karlsruhe

2.1.6 Enzyme und Nukleotide

Enzyme

Firma

dNTP-Set

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Protease-Inhibitor-Cocktail

Sigma-Aldrich, Mlinchen

Proteinase K

Merck, Darmstadt

Tag-DNA-Polymerase

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Trypsin (0,05% Trypsin/EDTA-L6sung)

GIBCO/BRL, Eggenstein

2.1.7 Proteine und Proteinstandards

Protein

Firma

Rainbow™-coloured Protein-Standard

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg

Rinderserumalbumin (BSA)

Serva, Heidelberg
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2.1.8 Zelllinie

Zelllinie

Firma

Menschliche Cervixkarzinomzelllinie (HeLa-
Zellen)

ATCC, Rockville, USA

2.1.9 Medien und Medienzusatze fir die Zellkultur

Medien/Zusatze

Firma

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

GIBCO/BRL, Eggenstein

FKS (Fokales Kalberserum)

PAA, Osterreich

GlutaMax™

GIBCO/BRL, Eggenstein

LipofectaminTM2000

Invitrogen, Karlsruhe

Optimem®-1 + GlutaMax™

GIBCO/BRL, Eggenstein

PBS (10x) (Phosphate-buffered saline)

GIBCO/BRL, Eggenstein

Penicillin/Streptomycin 1%

GIBCO/BRL, Eggenstein

Pferdeserum

GIBCO/BRL, Eggenstein

2.1.10 Antikorper

2.1.10.1 Priméare Antikorper

Antigen . Verdinnung Verdinnung in der
(Spezies) Referenz/Firma im WB I
o SIcZSa;O Abcam, Cambrige, UK 1:500 -
(aus Kaninchen)
zur Verfugung gestellt
von Prof. F. Palmieri,
Universita degli studi
a Slc25a11l di Bari, Departmento .
. Co 1:5000 -
(aus Kaninchen) di Bioscienze,
Biotecnologie e
Biofarmaceutica,
Italien
a Slc2521 Atlas Antibodies, 1:500 i
(aus Kaninchen) Stockholm, Schweden '
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Antigen . Verdiinnung Verdinnung in der
(Spezies) Referenz/Firma im WB IE
zur Verfligung gestellt
von Dr. M. Woontner
und Prof. S. I.
?aSsC(IJ\i/Ihaus) Goodman, University 1:10000 1:50
of Colorado, Health
Sciences Center,
Denver, USA
a MnSOD Millipore, . .
(aus Kaninchen) Massachusetts, USA 1:1000 1:200
a Mab Millipore, i 1:50
(aus Maus) Massachusetts, UK '
WB: Western Blot, IF: Immunfluoreszenz
2.1.10.2 Sekundéare Antikorper
Verdinnung
Sekundarantikérper Firma im WB
Ziege-anti-Kaninchen-lgG, : .
HRP-gekoppelt Dianova, Hamburg 1:5000
Ziege-anti-Maus-lgG, HRP- : )
gekoppelt Dianova, Hamburg 1:5000

2.1.11 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Firma

Cellophanfolie

Putz Folien, Taunusstein

Deckglaser

Glaswarenfabrik Karl Heckt, Sondheim

Einmalkivetten

Plastibrand, Wertheim

Einwegmaterial fur die Zellkultur

BD Falcon, Heidelberg
Sarstedt, Nimbrecht
Nunc, Wiesbaden

Einweg-Schaber

Sarstedt, Nurnberg

Filmkassetten

Rego, Augsburg

Filterschwamme

Amersham

Gel-Glasplatten

Amersham

Immersionsol 518 C

Zeiss, Oberkochen
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Verbrauchsmaterial

Firma

Kanulen

Becton Dickinson, Heidelberg

Nitrocellulosemembran

Schleicher & Schuell, DaRRel

Nylon Net Filters

Millipore, UK

Objekttrager

Engelbrecht, Kassel

Pipettenspitzen

Sarstedt, NUmbrecht
Eppendorf, Hamburg

Reaktionsgefalie

Sarstedt, Niumbrecht
Eppendorf, Hamburg
Greiner, Essen

Rontgenfilme

Kodak, Stuttgart

Skalpelle

BBraun, Melsungen

Spritzen

BBraun, Melsungen

Stripes/Deckel fur Real-Time-PCR

Applied Biosystems, Darmstadt

UV-Kivetten

Eppendorf, Hamburg

Whatman-Papier

Whatman, Daf3el

2.1.12 Gerate

Gerat

Typ

Firma

Absaugpumpe

Miniport

SMT

Autoklav

3850 EL

Systec, Wettenberg

Blockthermostate

Rotilabo H250
TM 130-6

Roth, Karlsruhe
HCL, Bovenden

Douncer

5 ml Volumen

Wheaton, USA

Eismaschine

AF 10

Scotsman, Herborn

Elektrophoresekammern

Agagel Midi Wide
SE600

Biometra, Gottingen
Hoefer, USA

Entwicklermaschine Curix 60 Agfa, Leverkusen
Horizontalschuttler Rocky Labortechnik Frobel,
Wasserburg
. CO2-Inkubator Sanyo
Inkubationsschrank Gasboy C20A Labotec, Wiesbaden
Inkubationsschittler Innova 4230 N(.QTW. Brunswick Scientific,
Nurtingen
Magnetrihrer MSH-basic IKA-Werke, Staufen
Mikrosko Fluoreszenzmikroskop: Zeiss, Oberkochen
P Axiovert 100 '
Mikrowelle Promicro Whirlpool, Stuttgart
pH-Meter MP220 Mettler Toledo, Giel3en
Photometer BioPhotometer Eppendorf, Hamburg
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Gerat Typ Firma
Pipetten/Multipette Eppendorf, Hamburg
Pipettierhilfe Pipetus Hirschmann, Eberstadt
Sterilbank Herasafe Heraeus, Hanau

Gelaire Flow Laboratories, USA
Stickstoff-Einfriertank Airpege 55 Air Liquide, Dusseldorf

Thermocycler

Mastercycler, Gradient
Real-Time MX3000PTM
Tpersonal

Eppendorf, Hamburg
Stratagene, USA
Biometra, Gottingen

Ultrazentrifuge Sorvall
Discovery M 120, Rotoren:
S55S, SS-34

Transferkammer TE 50X Hoefer, USA
Vortex Genie 2 Scientific Industries, USA
Waagen AC100 Mettler, Toledo, Giessen
9 BP2100 S Sartorius, Goéttingen
Wasserbad C 10 S(.:.hl_.ltt Labortechnik,
Gottingen
Eppendorf Tischzentrifuge
5415 D Eppendorf, Hamburg
Eppendorf Kuhlzentrifuge,
Zentrifugen Modell 5417 Eppendorf, Hamburg

Kendro Laboratory Products,
Newton, Connecticut, USA

2.2 Tierexperimentelle Arbeiten

2.2.1 Mauslinien und Tierversuchsantrage

Gcedh-Knock-out-Mauslinien wurden von Prof. S. I. Goodman (University of Colorado, Denver,
USA) zur Verfigung gestellt. Die Zucht erfolgte in zwei unabh&ngigen Hintergrundlinien
(C57BL6, 129SVJ). Fur die vorliegenden Experimente wurden Tiere der Fi-Generation (intern
,GA exp“ genannt) aus einer Kreuzung zwischen einem C57BL6- und einem 129SVJ-Tier
verwendet (Hybrid-vigour-Verfahren). Alle Mauslinien wurden in der zentralen Tierhaltung des
Universitatsklinikums Eppendorf (UKE) in Hamburg gezichtet. Die Genehmigungen der
Behorde fir Arbeit, Gesundheit und Soziales der Freien und Hansestadt Hamburg fur die
Tierhaltung und To6tung der Tiere zwecks Organentnahme gemafR 84 Absatz 3 TierSchG (AZ
G21132/591-00.33 vom 26.09.2011) sowie zur Durchfihrung der in diesem Antrag
beschriebenen Tierversuche (AZ 26/05 mit Genehmigung vom 02.06.2005 und
Ergédnzungsgenehmigung vom 01.06.2006) liegen vor.
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2.2.2 Tierhaltung

Fur die nachfolgend beschriebenen Experimente wurden 42 Tage alte Tiere verwendet. Bei der
Tierhaltung wurde auf die Einhaltung eines Tag-/Nachtzyklus von jeweils zwdlf Stunden
geachtet, auRerdem war den Tieren Nahrung und Flussigkeit ad libitum zugénglich. Durch die
Haltung im metabolischen Kéafig war es mdglich, die tégliche Trink- und Futtermenge zu

bestimmen.

2.2.3 Hochproteindiat

Durch Gabe einer Hochproteindiat lasst sich bei Gcdh-defizienten M&usen eine akute
encephalopathische Krise induzieren (Keyser et al., 2008; Zinnanti et al., 2006). Die Mause
erhielten als Futter eine Hochproteindiat mit einem Gesamtproteingehalt von 62 %, im
Gegensatz zur Standardernahrung mit 18% Gesamtproteingehalt (bestellt bei der Firma
Harland Teklad, Indianapolis, IN, USA, Produktnummer: TD.03637).

2.2.4 Organentnahme

Fir die Entnahme von Organen zur Gewinnung von RNA, Proteinen und Mitochondrien wurden
die Mause Uber eine tiefe CO2-Narkose auf Trockeneis in einem geschlossenen Gefald betaubt
und durch zervikale Dislokation getétet. Im Anschluss wurde der Thorax der Maus eréffnet und
Blut mittels Herzpunktion gewonnen. Nieren, Leber und Hirn wurden unmittelbar danach
herausprapariert, in auf 4 °C gekuhltem NaCl 0,9 % gewaschen, in flissigem Stickstoff

eingefroren und bei -80 °C gelagert.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Isolierung genomischer DNA aus Schwanzspitzen fur die Genotypisierung

Lysispuffer 100 mM Tris/HCI pH 7.4
5mM EDTA
200 mM NacCl
SDS-Ldsung 10 % SDS
Proteinase K-Ldsung 10 mg/ml in Lysispuffer

Zur Genotypisierung der Mause wurde genomische DNA aus den Schwanzspitzen isoliert.
Zunéachst wurden die Schwanzspitzen Gber Nacht in je 500 pl Lysispuffer, 15 ul SDS-Lésung
und 20 pl Proteinase-K-Losung unter Schitteln bei 56 °C inkubiert. Nach 5-minttiger
Zentrifugation bei 16.000 rpm und 4 °C (in der Eppendorf-Kihlzentrifuge, Modell 5417) wurde
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DNA aus dem Uberstand durch Zugabe von 500 pl Isopropanol prézipitiert. Nach mehrmaligem
Invertieren erfolgte eine 5-miniitige Zentrifugation bei 20.000 rpm und 4 °C. Der Uberstand
wurde abgenommen und verworfen, das DNA-haltige Prazipitat mit 500 ul 70%igem Ethanol
gewaschen und anschlieRend bei 37 °C fir etwa 30 Minuten getrocknet. Das Pellet wurde in
100 pl Aqua bidest. resuspendiert und die DNA-Konzentration photometrisch bestimmt. Die

DNA-L6sung wurde anschlieRend zur Genotypisierung eingesetzt.

2.3.2 Photometrische DNA- und RNA-Konzentrationsbestimmung

Die photometrische Messung der DNA- und RNA-Konzentration erfolgte bei 260 nm in einer
UV-Klvette gegen Aqua bidest. Eine OD2s0 von 1 entspricht einer Konzentration von 50 pg/ml

doppelstrangiger DNA und 31 pg/ml Oligonukleotiden.

2.3.3 Auftrennung von DNA im Agarosegel

TAE-Puffer 40 mM Tris/HCI ph 8.5
20 mM Essigséaure
2 mM EDTA
DNA-Ladepuffer 40 % Saccharose
1 mM EDTA

0,25 % Bromphenolblau

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher GréRe wurden 1-2%ige (w/v)
Agarosegele verwendet. Die dazu ndtige Agarosemenge wurde in Tris-Acetat-EDTA-Puffer
(TAE-Puffer) im Mikrowellenherd aufgekocht und nach dem Abkihlen auf 55°C mit
Ethidiumbromid versetzt (Endkonzentration: 0,5 pg/ml). Nach Giel3en und Abkihlen des Geles
wurden die Proben mit DNA-Ladepuffer versehen und aufgetragen. Die Elektrophorese wurde
bei einer Spannung von 3-4 V/cm durchgefuhrt. Durch das in die DNA eingelagerte
Ethidiumbromid konnten die DNA-Fragmente durch UV-Licht als Bande visualisiert werden. Zur
Dokumentation wurde das Agarosegel auf dem UV-Transilluminator mit einer Digitalkamera

aufgenommen.

2.3.4 Polymerase-Kettenreaktion

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) handelt es sich um eine Methode, mit der sich
definierte DNA-Fragmente mit Hilfe der thermostabilen DNA-Polymerase des thermophilen
Bakteriums Thermophilus aquaticus (Taq) amplifizieren lassen. Die Amplifikation umfasst 30
Zyklen, wobei sich ein Zyklus aus einer Denaturierung uUber 15 Sekunden bei 94°C, einer
Primerhybridisierung tber 1 Minute bei 63°C und einer Elongation Uber 1 Minute bei 72°C

zusammensetzt.
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Als Template wurde DNA verwendet, die aus Schwanzspitzen aufgereinigt worden war. Die

Amplifikation von DNA-Fragmenten erfolgte in einem Thermocycler:

DNA- Gcdh-Primer dNTP 10 x PCR- Tag- H-0
Template 3 und 5’ (Stocklésung: Puffer Polymerase
(Stocklésung: 10 mM je (Stocklésung:
10 pmol/ul) Nukleotid) 5 U/ul)
50 ng je25ul 2ul 5ul 1u ad 50 pl

Bei jeder PCR wurde eine H20O-Kontrolle ohne DNA-Template mitgefuhrt.

Zur Genotypisierung von Gcdh-defizienten Mausen mittels PCR wurden folgende Primer von
der Firma MWG Biotech synthetisiert:

Primer Sequenz
GAl-wt-for 5"—CTT CCG TAACTACTG GCAGGAGCG G -3
GAl-wt-rev 5 — AGC TCT CGG GTC AGAAGC CCATAG G -3
GA1-ko-wt 5 -TTAGGC CTAGTG TGC TGGTCCCGGA-3
GAl-ko-rev 5 —TCT GGT GCC GGA AAC CAG GCAAAGC -3

2.3.5 RNA-Isolierung aus Gewebe und Zellen

Fur die Isolierung von RNA aus Gewebe (Niere, Leber, Hirncortex oder Hirnstamm) wurde das
Gewebe zunachst mit einem Skalpell zerkleinert. Nach Zugabe von 1 ml TRI-Reagent pro 100
mg Gewebe wurde das Gewebe mit dem Dounce-Homogenizer homogenisiert und das
Homogenat 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 200 pl Chloroform pro
1 ml TRI-Reagent musste das Homogenat 15 Sekunden auf dem Vortexer vermischt und
anschlieBend 15 Minuten erneut bei Raumtemperatur inkubiert werden. Nun erfolgte eine 15-
minltige Zentrifugation bei 4 °C und 12.000 g. Danach wurde die oberste der drei Phasen — in
der sich die RNA befindet — abpipettiert und RNA durch Zugabe von 500 pl Isopropanol pro 1 ml
TRI-Reagent prazipitiert. Das Gemisch wurde 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und
danach 10 Minuten bei 4 °C und 12.000 g zentrifugiert, wodurch die RNA pelletiert werden
konnte. Der Uberstand wurde abpipettiert und verworfen, das RNA-haltige Pellet in 1 ml 70 %
Ethanol gewaschen und erneut 10 Minuten bei 4 °C und 12.000 g abzentrifugiert. Anschliel3end
wurde das Pellet erneut wie beschrieben gewaschen: Uberstand abnehmen, Ethanol-Zugabe
und Zentrifugation. Nach Abnahme des Uberstandes wurde das Pellet an der Luft getrocknet.
Anschlie3end erfolgte die Zugabe von 30 pl DEPC-H:0, die Resuspension der RNA-Pellets und
die photometrische Messung der RNA-Konzentration bei 260 nm. Die isolierte RNA wurde bei -
80 °C aufbewahrt.
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2.3.6 Synthese von cDNA

RNA kann im Rahmen einer PCR nicht amplifiziert werden, da sie keine geeignete Matrize fir
die Polymerase darstellt. Daher ist es notig, in einem Zwischenschritt zunachst eine zur RNA
komplementédre cDNA zu synthetisieren. Dies geschieht mit Hilfe des Enzyms Reverse
Transkriptase, einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase. Die entstehende cDNA dient als

Ausgangsmatrize fur die Amplifikation mittels PCR.

Die cDNA wurde mit Hilfe des High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits nach Angaben

des Herstellers synthetisiert.

Mastermix 4ul Random Primer 10x

4ul RT-Puffer 10x

1,6 pl  dNTP-Mix 25x

2 ul Reverse Transkriptase

8,4 ul DEPC-Wasser
2 ul der gelosten RNA wurden zu 18 pl DEPC-Wasser und 20 pl Mastermix gegeben. Das
Gemisch wurde dann zuné&chst fir 10 Minuten bei 25 °C und dann fur 120 Minuten bei 37 °C in
den Thermocycler gegeben. Die synthetisierte cDNA wurde dann bis zur weiteren Verwendung

bei -20 °C aufbewahrt.

2.3.7 Quantitative Real-time-PCR

Bei der Real-time-PCR handelt es sich um eine PCR-Methode, bei der wahrend der
exponentiellen Phase der PCR die Menge der amplifizierten cDNA-Produkte in Echtzeit
gemessen werden kann. Dabei erfolgt die Messung der Produktzunahme anhand von
Fluoreszenzsignalen. Fur die quantitative Analyse der RNA-Expression in den verschiedenen
Geweben (Niere, Leber, Hirncortex und Hirnstamm) wurden TagMan® Gene Expression Assays
der Firma Applied Biosystems als Primer verwendet. Es wurden 7 pl H20 mit 10 pl Universal-
PCR-Mastermix und 1 pl der Gen-spezifischen Primerlésung (TagMan Assays) vermischt.
AnschlieBend wurden 2 pl der synthetisierten cDNA beigemengt und der Reaktionsansatz
(jeweils Triplikate) fur 40 Zyklen in den Mx3000P-Thermocycler gegeben. Pro Zyklus —
bestehend aus einer 30sekindigen Denaturierung bei 95 °C und einer 60-sekiindigen
Primerhybridisierung und Elongation bei 60 °C — wird jede Matrize einmal repliziert. Die
verwendeten Oligonukleotide sind 5’-terminal mit einem Reporterfluorophor und 3’-terminal mit
einem Quencher markiert. In der Phase der Verlangerung eines Primers trifft die Tag-DNA-
Polymerase auf die Sonde, die dann durch die endonukleolytische Aktivitat des Enzyms
hydrolysiert wird. Dadurch wird der Reporterfluorophor rdumlich vom Quencher getrennt und
kann nach Anregung fluorometrisch gemessen werden. Wahrend der ersten Zyklen einer Real-
time-PCR bleibt die gemessene Fluoreszenz aufgrund der zu gering amplifizierten
Produktmengen unverandert, in der exponentiellen Phase jedoch wird dann der cycle of
threshold, der CT-Wert, ermittelt. Der CT-Wert definiert den Zyklus, in dem erstmals ein

exponentieller Anstieg des PCR-Produktes auftritt. Zur weiteren Auswertung der relativen RNA-
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Quantifizierung dient dann die 2-#2cT-Methode (Livak und Schmittgen, 2001), bei der die
Differenz zwischen dem CT-Wert des sogenannten gene of interest und des Kontrollgens
(Gapdh) gebildet wird. Die relative Expression 24CT wurde aus dem Vergleich von Wildtyp-
Tieren und Gcedh-defizienten-Tieren ermittelt. Die relative Expression der Kontrolltiere (Wildtyp-

Tiere unter Normaldiat oder Hochproteindiat) wurde gleich 1 gesetzt.

2.4 Biochemische Methoden

2.4.1 Isolierung von Mitochondrien aus Gewebe

Zur Analyse mitochondrialer Transportproteine mittels Western Blot wurden die Mitochondrien

Uber verschiedene Methoden zur subzelluléren Fraktionierung angereichert.

2.4.1.1 Isolierung von Mitochondrien mittels sequentieller Zentrifugation
(nach Graham, 2001a)

Isolationspuffer: zu 250 ml H20 hinzufiigen:
18,2 g Mannitol (0,2 M) einstellen auf pH 7.4,
8,55 g Sucrose (50 mM) auffillen mit H20 auf
0,37 g KCI (10 mM) 500 ml

5,0 ml 100 mM NazEDTA (1 mM)

50 ml 100 mM HEPES (10 mM)
Zur Herstellung eines Homogenats wurde das Gewebe, das entweder frisch enthommen wurde
oder bei -80°C eingefroren war, zundchst zur S&uberung in 3 ml 4 °C kalten Isolationspuffer
(etwa 1 ml pro 100 mg Gewebe) aufgenommen. Anschlieend wurde der Puffer abgegossen
und das Gewebe mit einer Schere zerkleinert. Es erfolgte die erneute Aufnahme in 3 ml
Isolationspuffer, in dem dann die Gewebestlickchen absanken. Das Medium wurde abpipettiert,
es wurden wieder 3 ml Isolationspuffer hinzugegeben. Anschlielend erfolgte die
Homogenisierung des Gewebes im Dounce-Homogenizer mittels 5 Hiben mit dem ,loose“- und
10 Haben mit dem ,tight“-Pistill. Um aus diesem Homogenat die Zellkerne zu entfernen, folgte
eine 10-mindtige Zentrifugation bei 1000 x g und 4 °C. Der Uberstand wurde aspiriert, in neue
Falcon-Tubes ubertragen und 10 Minuten bei 3000 x g und 4 °C zentrifugiert, um die
Zellorganellen inklusive der Mitochondrien abzuzentrifugieren. Der Uberstand dieser
Zentrifugation (entsprechend dem Cytoplasma) wurde abpipettiert und verworfen. Es erfolgte
eine Resuspension des Pellets mit 3 ml Isolationspuffer. AnschlieRend erfolgte eine erneute
Homogenisierung mit dem Dounce-Homogenizer mittels 4 Hiben mit dem ,tight“-Pistill sowie
eine erneute Zentrifugation fir 10 Minuten bei 3000 x g und 4 °C. Diese sequentielle
Homogenisierung und anschlieRende Abzentrifugation bei 3000 x g wurde zwei Mal wiederholt.
Das Pellet mit den angereicherten Mitochondrien wurde in 200 ul Isolationspuffer

aufgenommen. AnschlieRend erfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentration mittels
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Bradford-Assay. Die frisch isolierten Mitochondrien wurden nun direkt zur Western-Blot-Analyse

weiterverwendet.

2.4.1.2 Isolierung von Mitochondrien mittels diskontinuierlichen Percoll
Gradienten
(nach Graham, 2001b)

Isolationspuffer: zu 100 ml H20 hinzufiigen:
7,64 g Mannitol (0,21 M) einstellen auf pH 7.4,
4,1 g Sucrose (60 mM) auffillen mit H20 auf
0,15 g KCI (10 mM) 200 ml

2,0 ml 1M HEPES-KOH (10 mM)

Fur diese Methode wurde ebenfalls frisches oder tiefgefrorenes Gewebe verwendet, das
zunéchst in 4 °C kaltem Isolationspuffer gesaubert wurde. Um ein 10-20%iges Homogenat zu
erhalten, wurde das entsprechende Organ gewogen und die jeweils erforderliche Puffermenge
berechnet. Das Gewebe wurde mit einer Schere zerkleinert und die Gewebesttickchen in der
berechneten Menge an Isolationspuffer aufgenommen und erneut gewaschen. AnschlieRend
wurde die Flussigkeit abpipettiert und das Gewebe erneut in Puffer aufgenommen. Nun erfolgte
die Homogenisierung des Gewebes im Dounce-Homogenizer mittels 5 Hiben mit dem ,loose*-
und 10 HUben mit dem ,tight“-Pistill. Zum Abtrennen der Zellkerne wurde das Homogenat
zunachst 5 Minuten bei 1000 g und 4 °C zentrifugiert. Der postnukleare Uberstand wurde
anschlieBend abgenommen und weiterverwendet, das Pellet konnte verworfen werden. In 12-
ml-Tubes wurden nun nacheinander folgende Lésungen vorsichtig Ubereinanderpipettiert: 3 ml
52-%-Percoll-Lésung (Mischung aus einer Percoll-Stock-Lésung und dem lIsolationspuffer), 2 ml
42-%-Percoll-Lésung, 2 ml 31-%-Percoll-Losung, 2 ml 19-%-Percoll-Lésung und 2 ml des
postnuklearen Uberstandes. AnschlieRend wurde dieser aufpipettierte diskontinuierliche
Gradient 30 Sekunden bei 36000 x g und 4 °C zentrifugiert. Wahrend dieser Zentrifugation
bildeten sich verschiedene Fraktionen, wobei die Mitochondrien-haltige Fraktion der niedrigsten
Interphase entsprach. Die darlber befindlichen Fraktionen wurden vorsichtig abgenommen, um
dann die reine Mitochondrien-Phase zu gewinnen. Nach Bestimmung der Proteinkonzentration
mittels Bradford-Assay wurde die Mitochondrien-Fraktion im Verhdltnis 1:5 mit dem
Aufnahmepuffer verdinnt und die Mitochondrien bei 17000 g und 4 °C uber 10 Minuten
abzentrifugiert, um sie von der Percoll-Lésung zu trennen. Nach Verwerfen des Uberstandes
wurde die Proteinkonzentration im  Mitochondrien-haltigen Pellet bestimmt. Die
Zielproteinkonzentration lag bei 2,5 pg/pl. Abhéngig von der mittels Bradford-Assay ermittelten
Proteinkonzentration erfolgte eine entsprechende Verdinnung des finalen Pellets mit
Isolationspuffer. Die frisch isolierten Mitochondrien wurden dann direkt zur Western-Blot-

Analyse weiterverwendet.

Nach dem Testen der verschiedenen Isolationsmethoden zeigte sich hinsichtlich der

Mitochondrien-Aufreinigung die beste Ausbeute mit dem in 2.4.1.1 beschriebenen Verfahren, so
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dass fur die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse ausschliel3lich diese Isolationsmethode

angewendet wurde.

2.4.2 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte nach dem Verfahren von Bradford (1976),
bei dem die Verschiebung des Adsorptionsmaximums von Coomassie-Blue bei einer
Wellenldnge von 595 nm genutzt wird. Um eine Eichgerade zu erstellen, wurden jeweils 1, 2, 4,
8, 12 und 15 pl einer Standardlésung von BSA mit einer Konzentration von 1 mg/ml mit H20 auf
800 ul verdiinnt. Von den Proben mit unbekannter Konzentration wurden fur die Verdinnung 1—
20 ul eingesetzt, wobei stets Doppelwerte angefertigt wurden. Dann wurden die Proben mit
Bradford-Reagenz (BioRad Protein Assay) auf 1 ml aufgeflllt, gevortext und nach 15 Minuten
die Adsorption bei 595 nm gemessen. Anhand der gemessenen Adsorptionswerte wurde eine
Eichgerade erstellt, an der schlieRlich die Bestimmung der unbekannten Proteinkonzentrationen

erfolgte.

2.4.3 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen nach ihrer Grof3e erfolgte mittels
diskontinuierlicher SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach der modifizierten
Methode von Laemmli (1970). Die Auftrennung in gro3en Gelen erfolgte bei Raumtemperatur

und 55 mA/Gel fir etwa zwei Stunden.

Sammelgel 4 % Acrylamid
0,1 M Tris/HCI pH 6.8
0,1 % SDS
0,1 % APS
0,1 % TEMED

Trenngel 10 % Acrylamid
0,375 M Tris/HCI pH 8.8
0,1 % SDS
0,016 % APS
0,08 % TEMED

Solubilisierungspuffer (2x) 250 mM Tris/HCI pH 6.8
2 % SDS
20 % Glycerin
Coomassie® Blue G

Anodenpuffer 25 mM Tris/HCI pH 8.6
192 mM Glycin

Kathodenpuffer 25 mM Tris/HCI pH 8.6
192 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS
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2.4.4 \Western-Blot-Analyse

Zur spezifischen Detektion nach Auftrennung der Proteine mittels SDS-PAGE wurde ein
Western Blot durchgefuhrt. Dazu wurden die Proteine zunachst auf eine Nitrocellulose-

Membran transferiert.

2.4.4.1 Proteintransfer auf Nitrocellulosemembran

Transferpuffer: 25 mM Tris
192 mM Glycin
20 % Methanol

Blockpuffer: 1 x PBS
0,2 % Tween 20
5 % Milchpulver

Waschpuffer: 1 x PBS
0,2 % Tween 20

Zu Beginn wurden Whatman-Filter und eine Nitrocellulosemembran in der Grol3e des Gels
ausgeschnitten und fir 15 Minuten in Transferpuffer vorinkubiert. Das Naf3-Blot-Modul wurde
dann gemal der Herstellerangaben zusammengebaut und in die mit Transferpuffer gefillte
Blotkammer eingesetzt. Die Proteine wurden dann fir 90 Minuten bei einer Stromstarke von
900 mA vom Polyacrylamidgel auf die Nitrocellulosemembran transferiert. Im Anschluss erfolgte
die Absattigung der unspezifischen Bindungsstellen auf dem Blot durch Inkubation mit

Blockpuffer fir 60 Minuten bei Raumtemperatur.

2.4.4.2 Antikorperinkubationen

Nach dem Blockieren wurden die Blots zunachst dreimalig mit dem oben dargestellten
Waschpuffer gewaschen und anschlieend bei 4 °C Uber Nacht mit dem Primarantikorper
(verdunnt in Blockpuffer) inkubiert. Im Anschluss erfolgten ein erneuter Waschgang und
schlie8lich die Inkubation bei Raumtemperatur fir 60 Minuten mit dem Sekundéarantikdrper
(ebenfalls in Blockpuffer verdiinnt). Vor der Detektion mittels ECL erfolgte ein erneuter

Waschgang.
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Tabelle 3: Primarantikdrper und ihre Inkubations- und Waschbedingungen

Antikorper Spezies Inkubation Waschen

: 1:500 in Blockpuffer bei 4 °C 3 x 10 Minuten mit

aSlc25a10 | Kaninchen Uber Nacht Waschpuffer
. 1:5000 in Blockpuffer bei 4 °C 3 x 10 Minuten mit

aSle25all | Kaninchen Uber Nacht Waschpuffer
. 1:500 in Blockpuffer bei 4 °C 3 x 10 Minuten mit

aSle25a21 | Kaninchen Uber Nacht Waschpuffer
aGedh Maus 1:10000 in Blockpuffer bei 4 °C 3 x 10 Minuten mit

Uber Nacht Waschpuffer
. 1:1000 in Blockpuffer bei 4 °C 3 x 10 Minuten mit

aMnSOD Kaninchen Uber Nacht Waschpuffer

Tabelle 4: Sekundéarantikdrper und ihre Inkubations- und Waschbedingungen

Antik6rper Spezies Inkubation Waschen

1:5000 in Blockpuffer fir 1 h 3 x 10 Minuten mit

Anti-Kaninchen-HRP Ziege bei Raumtemperatur Waschpuffer

1:5000 in Blockpuffer fir 1 h 3 x 10 Minuten mit

Anti-Maus-HRP Ziege bei Raumtemperatur Waschpuffer

2.4.4.3 Detektion mittels ECL

Die spezifischen Banden wurden durch Umsetzung des ECL-Reagenzes in einen
fluoreszierenden Farbstoff mittels der an die Sekundarantikbrper gekoppelten
Meerrettichperoxidase sichtbar gemacht. Das Fluoreszenzsignal wurde entweder analog durch

Auflegen eines Filmes oder digital mit einer ChemiDoc-Kamera erfasst.

Lésung 1 2,7 mM Luminol
0,44 mM p-Cumarinsaure
111 mM Tris/HCI pH 8.5
ad 10 ml H20

Lésung 2 6 pl 30 % H20:2

0,1 mM Tris/HCI pH 8.5

ad 10 ml H20
Zum Entwickeln der Blots mit Detektion der Banden wurden Lésung 1 und 2 frisch angesetzt
und unmittelbar vor dem Entwickeln in einem Verhaltnis von 1:1 gemischt. Der zu entwickelnde
Blot wurde drei Minuten darin inkubiert. AnschlieRend wurde die Membran zwischen zwei

Klarsichtfolien positioniert und ein Rontgenfilm aufgelegt. Dieser Film wurde nach geeigneter
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Expositionszeit entwickelt. Alternativ wurden die Signale mit einer Chemi-Doc-Kamera

aufgenommen und gespeichert.

Jeder Western Blot (n = 3) wurde zwei Mal wiederholt. Es erfolgte die densitometrische
Auswertung der einzelnen Banden, im Anschluss daran wurden die Mittelwerte der
Fluoreszenzsignale ermittelt. Es wurde festgelegt, dass bei gemessenen Werten der
densitometrischen Auswertung > 130 % eine Steigerung auf Proteinebene vorliegt, bei Werten

< 70% eine Reduktion.

2.5 Zellbiologische Methoden

2.5.1 Kultivierung von Zelllinien

Die Kultivierung erfolgte bei 37 °C, 85 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2. HelLa-Zellen wurden in
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) + GlutaMax™ + 10 % FKS (fétales Kalberserum)
und 1 % Pen-Strep-Mix (Penicillin-Streptomycin-Mix) kultiviert. Die Zellen wurden zwei Mal pro

Woche passagiert, um ein Absterben durch eine zu hohe Zelldichte zu verhindern.

2.5.2 Trypsinieren von Zellen

Um adhéarente Zellen vom Boden der Kulturschalen zu I6sen und um die Zellen zu vereinzeln,
wurden diese trypsiniert. Um Trypsininhibitoren aus dem FKS zu entfernen, wurden die Zellen
zunachst mit PBS gespllt. AnschlieBend wurde das PBS abgesaugt und die Zellen zwei bis funf
Minuten mit Trypsin bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe von FKS-haltigem Medium wurde die
Trypsin-Reaktion gestoppt und die Zellen konnten nun durch Aspiration mit einer Pipette neu
ausgesat werden. HelLa-Zellen wurden in Kulturschalen ausgesét und bis zu einer Konfluenz

von etwa 80 % kultiviert.

2.5.3 Lipofektion von HeLa-Zellen mit GCDH-spezifischer siRNA

Die Lipofektion der HelLa-Zellen zur gezielten GCDH-spezifischen siRNA-Herabregulation
erfolgte mit dem Reagenz Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen, Karlsruhe) Gber vier Tage:

Tag 1: Am ersten Tag wurden 5 x 10° Zellen/ml in 6-cm-Kulturschalen ausgesat und transfiziert,
sobald eine Konfluenz von 50-80% erreicht war. Zwischenzeitlich wurde ein
Transfektionsansatz  erstellt: 8 pl sSiRNA (GCDH-spezifische siRNA,  Assay-ID-Nr.
GCDHHSS142163, Applied Biosystems, Darmstadt) wurden in 500 pl Opti-MEM und 8 pl
Lipofectamine-Reagenz in ebenfalls 500 pl Opti-MEM pipettiert, die beiden Ansatze vereinigt
und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Erreichen der oben beschriebenen

Konfluenz wurden die Zellen mit PBS gewaschen und pro 6-cm-Kulturschale 4 ml DMEM-
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Medium (ohne Penicillin-Streptomycin-Mix) hinzugefiigt. Im Anschluss erfolgte die Zugabe des
Transfektionsansatzes.

Tag 2: 24 Stunden nach der ersten Transfektion erfolgte ein Mediumwechsel, wobei das alte
Medium gegen DMEM-Medium mit Penicillin-Streptomycin-Mix ausgetauscht wurde.

Tag 3: Weitere 24 Stunden spéater erfolgte die zweite Transfektion, die wie an Tag 1
durchgefiihrt wurde.

Tag 4: Nach abermals 24 Stunden wurden die Zellen geerntet, die Gesamt-RNA isoliert und fur

weitere Versuche verwendet.

1. Transfektion 2. Transfektion

] Zellernte und
Mediumwechsel RNA-Isolation

Beginn nach 24 h nach 48 h nach 72 h

Abbildung 12: Zeitlicher Ablauf der Lipofektion von HeLa-Zellen mit GCDH-spezifischer
SiRNA.

2.5.4 Immunfluoreszenz-Mikroskopie

Zunachst wurde eine 12-Well-Gewebekulturschale mit sterilen Deckglaschen ausgelegt. Dann
wurden die HeLa-Zellen wie in 2.5.1 dargestellt ausgesat. Am darauffolgenden Tag erfolgte die
erste Transfektion, 48 Stunden spater die zweite. 96 Stunden nach der ersten Transfektion
wurde die Immunfluoreszenz-Analyse durchgefiihrt: Dazu wurden die Zellen fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur in 4 % Paraformaldehyd fixiert und anschlieend mit PBS gewaschen. Die
Plasmamembranen der Zellen wurde mit einer 0,1%igen Triton-X-100-Losung fur 5 Minuten
permeabilisiert und zur Abséttigung von unspezifischen Proteinbindungsstellen fir 30 Minuten
in 2% FKS geblockt. AnschlieBend erfolgte die Inkubation der Zellen mit dem jeweiligen
Priméarantikdrper fur eine Stunde. Daraufhin wurden die Proben dreimal 5 Minuten mit PBS

gewaschen und fir weitere 60 Minuten mit den entsprechenden Sekundéarantikérpern inkubiert.

Nach einmaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen zur Anfarbung der Zellkerne fir 5
Minuten in einer DAPI-LOsung (Verdinnung 1:1000 in PBS) inkubiert und danach erneut
zweimal mit PBS gewaschen. Ein nachfolgender kurzer Waschgang mit Wasser wurde
durchgefiihrt, um eventuelle Salze zu entfernen. Mittels eines Tropfens Mowiol wurden die
Deckglaser auf den Objekttragern fixiert und tGber Nacht bei Raumtemperatur im Dunkeln

getrocknet.
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Am néchsten Tag erfolgte die Untersuchung mit dem konfokalen Laser-Scan-Mikroskop. Bei
Doppel-Immunfluoreszenzanalysen erfolgte nach Einzelaufnahme der Fluoreszenz-Signale eine
Uberlagerung der digitalen Bilder mit Hilfe der Software Adobe Photoshop.

2.6 Statistik

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe der Software SPSS 18.0. Die
Signifikanz von Haupteffekten (und deren Interaktionen) wurde anhand eines allgemeinen
linearen Modells Uberpruft. Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen (beispielsweise
bei Expressionsuntersuchungen mit der Real-time-PCR) wurden mit dem Least-Significant-
Difference-Test mit den geschatzten Mittelwerten und Standardfehlern der dCT-Werte (deltaCT-
Werte) uberpruft. Eine Signifikanz wurde ab einem p-Wert < 0,05 angenommen, ein p-Wert <

0,05 wurde in den Abbildungen mit zwei, ein p-Wert < 0,01 mit drei Sternen gekennzeichnet.

2.6.1 Beispielhafte statistische Auswertung einer Real-time-PCR anhand der
Genexpression von Slc25a10 im Lebergewebe von Mausen

Die beispielhafte Auswertung einer Real-time-PCR-Analyse ist im Folgenden anhand der
Genexpression von Slc25a10 im Maus-Lebergewebe dargestellt, alle weiteren untersuchten
Gene wurden gleichermaBen analysiert. Mittels Real-time-PCR wurde fir jede
Versuchsbedingung (Wildtyp unter Normaldiat, WT-ND; Wildtyp unter Hochproteindiat, WT-
HPD; Gcdh”’ unter Normaldiat, Gedh”-ND; Gcdh’- unter Hochproteindiat, Gedh’-HPD) bei
jeweils drei Tieren die Genexpression im Lebergewebe untersucht. Es wurden Dreifach-
Bestimmungen der CT-Werte (cycle threshold) des ,gene of interest (in diesem Fall: Slc25a10)
sowie des sogenannten ,housekeeping“Gens (in diesem Fall: Gapdh) durchgefihrt. Im
Anschluss wurden die Differenzen der CT-Werte gebildet (CT-Wert des ,,gene of interest* minus
CT-Wert des ,housekeeping“-Gens = Delta-CT-Wert (dCT-Wert)) und diese dann arithmetisch

gemittelt.
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Tabelle 5: dCT-Werte von Slc25a10 (,,gene of interest“) und Gapdh (,,housekeeping“-Gen)
im Lebergewebe von Méusen

dCT-Wert
Wildtyp Normaldiat Tier Nr. 1 3,21
Wildtyp Normaldiat Tier Nr. 2 2,75
Wildtyp Normaldiat Tier Nr. 3 3,35
Wildtyp Hochproteindiat Tier Nr. 1 2,29
Wildtyp Hochproteindi&t Tier Nr. 2 2,34
Wildtyp Hochproteindiét Tier Nr. 3 2,78
Gcdh” Normaldiat Tier Nr. 1 2,79
Gcedh’- Normaldiat Tier Nr. 2 3,57
Gcdh” Normaldiat Tier Nr. 3 1,79
Gcedh- Hochproteindiat Tier Nr. 1 2,29
Gcedh’- Hochproteindiat Tier Nr. 2 2,37
Gcedh- Hochproteindiat Tier Nr. 3 2,03

Die dCT-Werte wurden mit SPSS 18.0 mittels eines allgemeinen linearen Modells analysiert.
Die nachfolgenden Tabellen listen die Schatzungen der Mittelwerte von den dCT-Werten auf.
Geschatzte Mittel werden dabei fur die ausgewahlten Faktoren (Genotyp und Diat) und
Wechselwirkungen zwischen den Faktoren (Genotyp x Diat) berechnet. Die Prufung der
Mittelwertdifferenzen der Gruppen erfolgt auf Basis der Schatzung der geringsten signifikanten
Differenz  mittels des Least-Significant-Difference-Tests. Die Konfidenzintervalle stellen
geschétzte Wahrscheinlichkeitsbereiche dar, wonach mit 95%iger Wahrscheinlichkeit die

mdglichen Mittelwerte innerhalb der Unter- und Obergrenzen liegen.

1. Genotyp:

Tabelle 6: Mittelwerte, Standardfehler und 95 % Konfidenzintervalle der dCT-Werte.

Mittelwert der 95 %-Konfidenzintervall
Genotyp dCT-Werte Standardfehler
Untergrenze Obergrenze
Wildtyp 2,787 0,132 2,632 3,070
Gedh* 2,474 0,128 2,212 2,734
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Tabelle 7: Paarweise Vergleiche (abhangige Variable:

dCT) mittels

LSD (Least-

Significant-Difference)-Test zwischen Wildtyp und Gecdh (unabhéngig von der Diét).

. 95 %-
Genotyp | Genotyp D’\i/lflm:[élrirﬁz Standard- Signifikanz Konfidenzintervall
() (1-9) fehler 9 far die Differenz
Unter- Ober-
grenze grenze
Wildtyp Gedh 0,328 0,184 0,084 -0,047 0,703
Gedh Wildtyp -0,328 0,184 0,084 -0,703 0,047
2. Diat:

Tabelle 8: Mittelwerte, Standardfehler und 95 % Konfidenzintervalle der dCT-Werte.

Diat

Mittelwert der

Standardfehler

95 %-Konfidenzintervall

dCT-Werte
Untergrenze  Obergrenze
Normaldiat 2,910 0,132 2,642 3,180
Hochproteindiat 2,350 0,128 2,102 2,624

Tabelle 9: Paarweise Vergleiche (abhangige Variable: dCT) mittels LSD (Least-
Significant-Difference)-Test zwischen Normaldiat und Hochproteindiat (unabh&ngig vom

Genotyp), ND = Normaldiat, HPD = Hochproteindiat.

95 %-
Mittlere Konfidenzintervall
Diat Diat Differenz Standard- Signifikanz fur die Differenz
() J) (1-9) fehler
Unter- Ober-
grenze grenze
ND HPD 0,548 0,184 0,006 0,173 0,923
HPD ND -0,548 0,184 0,006 -0,923 -0,173
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3. Genotyp x Diat:

Tabelle 10: Mittelwerte, Standardfehler und 95 % Konfidenzintervalle der dCT-Werte.

Genot Dit Mittelwert der | Standard- 95 %-Konfidenzintervall
yp dCT-Werte fehler
Untergrenze  Obergrenze
Wildtyp Normaldiat 3,103 0,192 2,712 3,496
Hoch dF?.r.Ote'”' 2,470 0,181 2,128 2,867
iat
Gcedh'- Normaldiat 2,717 0,181 2,348 3,087
Hochprotein- 2,230 0,181 1,858 2597

diat

Im Folgenden wurden dann die Gruppen Wildtyp Hochproteindiat gegen Wildtyp Normaldiat,
Gedh” Normaldiat gegen Wildtyp Normaldiat sowie Gedh” Hochproteindiat gegen Gedh™
Normaldiat untersucht und die relativen Expressionen dieser Vergleiche berechnet. Fir die
Berechnung der relativen Expressionen wurden die geschéatzten Mittelwerte und die
Standardfehler der dCT-Werte mit Hilfe der ddCT-Methode (Livak und Schmittgen, 2001)
umgerechnet, die Ermittlung der Unter- und Obergrenzen erfolgte anhand der unten
dargestellten Formel.

Tabelle 11: Berechnung der relativen Expressionen und der 95 % Konfidenzintervalle mit
der ddCT**-Methode.

Relative 95 %-
Versuchs- versus Expression Standard- Konfidenzintervall
bedingung P fehler
Unter- Ober-
grenze* grenze*
Wildtyp Wildtyp
Hochproteindiat Normaldiat 1621 0,150 1,277 1,965
Gedh* Wildtyp
Normaldiat Normaldiat 1,500 0,357 0,654 2,345
Gcedh” Gcedh”
Hochproteindiat Normaldiat 1,569 0,251 0,990 2,147

* Die Unter- und Obergrenze wurde anhand der folgenden Formel ermittelt:

. ] " "
QAT |/ Standardabweichung 1%+ Standardabweichung 2°)

** ddCT-Werte = Differenzen der geschatzten dCT-Mittelwerte der zu vergleichenden Gruppen.
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Gemal Tabelle 12 zeigten sich signifikante Expressionsunterschiede zwischen Wildtyp-Mausen
unter Normaldiat und unter Hochproteindiét (Signifikanz 0,029) und zwischen Wildtyp-M&usen
unter Normaldiat und Gcdh”-Mausen unter Hochproteindiat (Signifikanz 0,002) mit einem p-
Wert < 0,05.

Tabelle 12: Paarweise Vergleiche mit LSD-Test zwischen Wildtyp unter Normaldiat und
Wildtyp unter Hochproteindiat, Wildtyp unter Normaldiat und Gcdh” unter Normaldiét,
Wildtyp unter Normaldiat und Gcecdh” unter Hochproteindiat, Wildtyp unter
Hochproteindiat und Gedh” unter Normaldiat, Wildtyp unter Hochproteindiat und Gedh™-
unter Hochproteindiat und Gedh”- unter Normaldiat und Gedh™ unter Hochproteindiét.

Genot Genot 95 %-
undyp undyp Mittlere Konfidenzintervall fur
Differenz | Signifikanz die Differenz
Diat Diat
0 ) (-9
Unter- Ober-
grenze grenze
Wildtyp Wildtyp
Normaldiat Hochproteindiat 0,633 0,029 0,068 1,144
Wildtyp Gcdh
Normaldit Normaldiat 0,386 0,154 -0,152 0,924
Wildtyp Gedh'-
Normaldiat Hochproteindiat 0873 0,002 0,338 1414
Wildtyp Gcdh
Hochproteindiat Normaldiat -0.247 0,397 0,742 0,302
Wildtyp Gedh'- i
Hochproteindiat Hochproteindiat 0,240 0,300 0,252 0,792
Gcedh' Gcedh'
Normaldi&t Hochproteindiat 0,487 0,065 0,032 1,012

Die errechneten relativen Expressionen wurden graphisch mit einem Balkendiagramm

dargestellit.
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Abbildung 13: Relative Slc25a10-mRNA-Expression im Lebergewebe. Dargestellt ist die
relative Expression im Vergleich zur angegebenen Vergleichsgruppe, die Fehlerbalken
markieren das 95%-Konfidenzintervall.  Grauer Querbalken: Expression in der
Vergleichsgruppe, definiert als 1. A Expression bei Gedh’-Mausen unter ND im Vergleich zu
Wildtyp-Méausen unter ND (jeweils n = 3). B Expression bei Wildtyp- und Gedh*-Mausen unter
HPD im Vergleich zu ND (jeweils n = 3). ** p < 0,05.

Als erhdhte Genexpression wurde eine relative Expression von > 1,4 definiert, fur eine
erniedrigte Genexpression wurde eine relative Expression < 0,6 gefordert. Die anderen
untersuchten Gene — es wurden die Gene Slc25a10, Slc25all, Slc25a15, Slc25a20 und
Slc25a21 im Nierengewebe, Lebergewebe, Hirncortex-Gewebe und Hirnstamm-Gewebe

untersucht — wurden in identische Art und Weise analysiert.

2.6.2 Statistische Auswertung der mittels Real-time-PCR ermittelten Expression
verschiedener Transporter in HeLa-Zellen nach verminderter GCDH-
spezifischer Knock down Expression

Auch die statistische Auswertung der Real-time-PCR zur Untersuchung verschiedener
Transporterexpressionen in HelLa-Zellen mit herabregulierter GCDH-Expression erfolgte mit
SPSS 18.0. Hier lautete die Fragestellung, wie stark die Expression von Transportergenen in
Zellen nach GCDH-siRNA-Herabregulation verandert wird. Die nach dem oben beschriebenen
Verfahren siRNA-behandendelten Zellen wurden nach 96 Stunden geerntet und eine Real-time-
PCR mit den Primern der unterschiedlichen Transporter gemacht (n = 3, unabhangige
Zellpraparationen). Als Transporter wurden aufgrund der Substratspektren der Transporter DIC
(SLC25A10) und ODC (SLC25A21) ausgewahlt, auBerdem NaC3 (SLC13A3) und OAT1
(SLC22A6). Die mRNA-Expression in der Kontrolle (unbehandelter Zellen) wurden jeweils
gleich 1 gesetzt und die Expressionswerte der siRNA-behandelten Zellen hierzu jeweils in
Relation gesetzt. In der Real-time-PCR lie sich auch nach zweimaliger Wiederholung kein
Signal fir den NaC3 (SLC13A3) nachweisen.
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Tabelle 13: Mittelwerte, Standardfehler und 95 %-Konfidenzintervalle der dCT-Werte.

95 %-Konfidenzintervall

Transporter Mittelwert Standardfehler
Untergrenze Obergrenze
SLC25A10 0,9308 0,01010 0,9049 0,9568
SLC25A21 0,9675 0,00798 0,9545 0,9897
SLC22A6 1,0070 0,03856 0,9380 1,1031

Die Darstellung erfolgte wie fiir die anderen oben dargestellten Expressionen mittels eines

Balkendiagramms.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur Expression und Funktion mitochondrialer Transporter
bei Gecdh-Defizienz

Ausgangspunkt fuir die im Folgenden dargestellten experimentellen Anséatze war die Annahme,
dass die Expression von Transportern durch ihre korrespondierenden Substrate reguliert
werden kann, also ein erhéhter Anfall an Metaboliten auch zu einer erhdhten Expression des
jeweiligen Transporters fihren kann. Dies ist fiir andere Transporter der SLC-Familie bereits
beschrieben worden (Sai, 2005; Terada und Inui, 2007) und konnte in Voruntersuchungen der
eigenen Arbeitsgruppe bestatigt werden, in denen es mittels vergleichenden
Expressionsanalysen zwischen Wildtyp- und Gcdh’-Geweben gelang, Transporter zu
identifizieren, die die Translokation von GA und 30OHGA an der Plasmamembran vermitteln
(Stellmer, 2007; Hagos et al., 2008).

Nach der Identifizierung von GA- und 30OHGA-Transportern an der Plasmamembran sollte nun
gezielt nach den Transportern gesucht werden, die die Translokation von GA und 3OHGA (ber
die mitochondrialen Membranen vermitteln. Aus den bisher beschriebenen mitochondrialen
Transportern wurden die folgenden finf Membranproteine ausgewahlt, da sie aufgrund ihrer
bisher bekannten Substratspezifitdt (Palmieri, 2004; Palmieri, 2008) als mégliche Kandidaten
far den Transport von GA und 30OHGA in Betracht kamen: DIC (SLC25A10), OGC (SLC25A11),
ORC1 (SLC25A15), CAC (SLC25A20), ODC (SLC25A21).

Die Expression der ausgewahlten Transporter wurde zunéchst auf mRNA-Ebene mittels Real-
time-PCR durchgefiuihrt. Anschlieend wurde die Proteinexpression der drei Transporter, fir die
Antikdrper zur Verfugung standen (DIC, OGC und ODC) mittels Western-Blot-Analysen von
aufgereinigten Mitochondrien untersucht. Die Experimente wurden an Nieren-, Leber- und
Hirngewebe von 42 Tage alten Gcdh-defizienten-Mausen und Kontroliméausen unter basalen

Bedingungen und in der induzierten metabolischen Krise durchgefihrt.
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3.1.1 Expression des Dicarboxylat-Transporters (Dic, Slc25a10)

Mittels Real-time-PCR konnten signifikant veranderte Genexpressionen in Leber- und
Nierengewebe bestatigt werden. Im Hirncortex sowie im Hirnstamm lie3en sich keine

relevanten Veréanderungen nachweisen.

In der Untersuchung der mRNA-Expression im Lebergewebe (Abbildung 14) zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen Gedh”- und Wildtyp-Tieren unter Normaldiat (ND) sowie
zwischen Gcdh”-Méausen in der durch Gabe einer Hochproteindiat (HPD) induzierten Krise
verglichen mit Gedh*-Tieren unter ND. Es zeigte sich hierbei lediglich ein Trend zu einer
leichten Heraufregulation (Gcdh'- vs. Wildtyp-Tiere unter ND Heraufregulation um das 1,5-
fache bzw. Gedh'-Tiere unter HPD vs. Gedh*-Tiere unter ND Heraufregulation um das 1,57-
fache). Die mRNA-Expression im Lebergewebe von Wildtyp-Tieren unter HPD war im Vergleich

zu Wildtyp-Tieren unter ND um das 1,62-fache signifikant heraufreguliert (p = 0,029).
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Abbildung 14: Relative SIc25A10-mRNA-Expression im Lebergewebe. Dargestellt ist die
relative Expression im Vergleich zur angegebenen Vergleichsgruppe, die Fehlerbalken
markieren das 95%-Konfidenzintervall. =~ Grauer Querbalken: Expression in der
Vergleichsgruppe, definiert als 1. A Expression bei Gedh”-Mausen unter ND im Vergleich zu
Wildtyp-Méausen unter ND (jeweils n = 3). B Expression bei Wildtyp- und Gcdh/-Mausen unter
HPD im Vergleich zu ND (jeweils n = 3). ** p < 0,05.

Im Nierengewebe (Abbildung 15) stellte sich bei den Gcdh-defizienten Tieren unter ND im
Vergleich zu Wildtyp-Tieren unter ND eine deutliche und signifikant (p = 0,007) gesteigerte Dic-
MRNA-Expression um das 3,43-fache dar. Wurde in Gcdh’-Méausen durch HPD-Applikation
eine metabolische Krise induziert, zeigte sich hingegen im Vergleich zu Gedh-defizienten Tieren
unter ND wieder eine Herabgregulation auf das 0,68-fache (p = 0,002). Die Applikation der HPD

bei Wildtyp-Tieren fihrte im Vergleich zur ND zu keiner signifikanten Veranderung der Dic-
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MRNA-Expression im Nierengewebe und lediglich zu einer leichten Heraufregulation auf das
1,66-fache.
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Abbildung 15: Relative SLc25A10-mRNA-Expression im Nierengewebe. Dargestellt ist die
relative Expression im Vergleich zur angegebenen Vergleichsgruppe, die Fehlerbalken
markieren das 95%-Konfidenzintervall. Grauer Querbalken: Expression in der
Vergleichsgruppe, definiert als 1. A Expression bei Gedh’-Mausen unter ND im Vergleich zu
Wildtyp-Mausen unter ND (jeweils n = 3). B Expression bei Wildtyp- und Gcdh”--Mausen unter
HPD im Vergleich zu ND (jeweils n = 3). *** p < 0,01.

Zur Analyse der Dic-Proteinexpression wurden Mitochondrienextrakte aus den verschiedenen
Geweben extrahiert, Uber SDS-PAGE aufgetrennt und mittels Dic-spezifischem Western Blot
untersucht. Weder in Mitochondrienextrakten aus der Leber (Abbildung 16) noch aus der Niere
(Abbildung 17) zeigten sich zwischen den untersuchten Bedingungen Unterschiede in der Dic-

Proteinexpression.
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Abbildung 16: Dic-spezifischer Western Blot von Mitochondrienextrakten aus Lebergewebe.
42 Tage alte Wildtyp (WT)- beziehungsweise Gcdh’-Mause nach vier Tagen unter ND oder
HPD. Als Ladekontrolle diente das mitochondriale Protein MnSOD. Die Signalintensitaten
wurden densitometrisch bestimmt, auf die Ladekontrolle normiert und bezogen auf das Signal
von WT ND in Prozent dargestellt. Die molekularen Massen definierter Markerproteine sind in
kDa angegeben. n = 3.

WT ND Gedh--ND WT HPD Gedh+HPD

Dic

100% 83% 95% 102%

MnSOD

Abbildung 17: Dic-spezifischer Western Blot von Mitochondrienextrakten aus Nierengewebe.
42 Tage alte Wildtyp (WT)- beziehungsweise Gcdh-Mause nach vier Tagen unter ND oder
HPD. Als Ladekontrolle diente das mitochondriale Protein MnSOD. Die Signalintensitaten
wurden densitometrisch bestimmt, auf die Ladekontrolle normiert und bezogen auf das Signal
von WT ND in Prozent dargestellt. Die molekularen Massen definierter Markerproteine sind in
kDa angegeben. n= 3.
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3.1.2 Expression des Oxoglutarat-Transporters (Ogc, Slc25al1l)

Der Oxoglutarat-Malat-Antiporter (OGC) vollzieht den elektroneutralen Austausch zwischen

Oxoglutarat und einigen anderen Dicarboxylaten, wobei Malat die hdchste Affinitat besitzt.

Im Lebergewebe (Abbildung 18) Gcedh-defizienter Mause unter ND zeigte sich im Vergleich zu
Wildtyp-Tieren keine Anderung der Ogc-mRNA-Expression. Bei Gedh-defizienten Mausen unter
HPD liel3 sich, verglichen mit Gecdh-defizienten Tieren unter ND, ein Trend zu einer erhéhten
Expression des Ogc auf mRNA-Ebene um das 1,63-fache nachweisen, der jedoch nicht
signifikant war. Nach Applikation einer HPD an Wildtyp-Mausen zeigte sich, verglichen mit
Mausen gleichen Genotyps unter ND, eine um das 1,77-Fach signifikant (p = 0,042) erhohte
Expression der Ogc-mRNA.

Die Untersuchung der Ogc-mRNA-Expression in Maus-Nierengeweben ergab keinerlei
Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen (Wildtyp ND und HPD, Gcdh/-Mause ND
und HPD; Daten nicht gezeigt).

Zur Untersuchung der Ogc-Expression im Hirn wurde das Hirngewebe in zwei Fraktionen
geteilt, Hirncortex sowie ,Hirnstamm® (entsprechend Hirnstamm mit Basalganglien, ohne Cortex
und ohne Kleinhirn). Wie auch im Nierengewebe zeigten sich sowohl im Hirncortex- als auch
im Hirnstammgewebe keine signifikanten Ogc-mRNA-Expressionsunterschiede zwischen den

untersuchten Gruppen (Abbildung 19 und 20).
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Abbildung 18: Relative Ogc-mRNA-Expression im Lebergewebe. Dargestellt ist die relative
Expression im Vergleich zur angegebenen Vergleichsgruppe, die Fehlerbalken markieren das
95%-Konfidenzintervall. Grauer Querbalken: Expression in der Vergleichsgruppe, definiert als 1.
A Expression bei Gedh”-Mausen unter ND im Vergleich zu Wildtyp-Mausen unter ND (jeweils n
= 3). B Expression bei Wildtyp- und Gedh”-Méausen unter HPD im Vergleich zu ND (jeweils n =
3). ** p < 0,05.
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Abbildung 19: Relative Ogc-mRNA-Expression im Hirncortexgewebe. Dargestellt ist die
relative Expression im Vergleich zur angegebenen Vergleichsgruppe, die Fehlerbalken
markieren das 95%-Konfidenzintervall. ~Grauer Querbalken: Expression in der
Vergleichsgruppe, definiert als 1. A Expression bei Gecdh’-Mausen unter ND im Vergleich zu
Wildtyp-Mausen unter ND (jeweils n = 3). B Expression bei Wildtyp- und Gcdh”--Mausen unter
HPD im Vergleich zu ND (jeweils n = 3).

Allerdings ergab sich im Hirnstammgewebe (Abbildung 20) eine tendenziell erhéhte mRNA-
Expression von Ogc bei Gedh”-Mausen unter ND im Vergleich zu mit ND behandelten Wildtyp-
Mausen um das 3,07-fache, auch wenn diese Heraufregulation aufgrund des hohen

Konfidenzintervalles nicht signifikant war.

52



Ergebnisse

A 10,0 - B 2,0

1,5

-
o
|

Relative Expression
o
[§)]
L

Relative Expression

0,0 0.0

-0,5 -

Gedh +- ND vs. Wildtyp HPD vs. Gedh+ HPD vs.
Wildtyp ND Wildtyp ND Gedh - ND

Abbildung 20: Relative Ogc-mRNA-Expression im Hirnstammgewebe. Dargestellt ist die
relative Expression im Vergleich zur angegebenen Vergleichsgruppe, die Fehlerbalken
markieren das 95%-Konfidenzintervall. Grauer Querbalken: Expression in der
Vergleichsgruppe, definiert als 1. A Expression bei Gedh”-Méausen unter ND im Vergleich zu
Wildtyp-Méausen unter ND (jeweils n = 3). B Expression bei Wildtyp- und Gcdh*-Mausen unter
HPD im Vergleich zu ND (jeweils n = 3).

Zur Analyse der Ogc-Expression auf Proteinebene wurden Ogc-spezifische Western Blots aus
Mitochondrienextrakten aus Gewebe 42 Tage alter Mause durchgefuhrt, die Banden
desitometrisch ausgewertet und die Signalintensitdten auf das mitochondriale Kontrollprotein
MnSOD normalisiert. Im untersuchten Lebergewebe (Abbildung 21) zeigte sich analog zu den
Ergebnissen der Real-time-PCR ein Trend zu einer auf 132 % leicht erhdhten Ogc-Expression
in Gedh”-Tieren unter HPD im Vergleich zu Wildtyp- und Gedh-defizienten Tieren unter ND. Die
Ogc-Expression im Wildtyp-Lebergewebe nach HPD-Behandlung war dagegen leicht auf 65 %

reduziert, bezogen auf Wildtyp-Tiere unter ND. Beide Veranderungen waren nicht signifikant.
Bei der Analyse der Proteinexpression in Nieren wurde korrespondierend zu den Befunden auf

RNA-Ebene eine unter allen getesteten Bedingungen gleichbleibende Expression von Ogc
bestatigt (Abbildung 22).
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WT ND Gedh-+ND WT HPD Gedh-HPD

32kDa
Ogc

100% 103% 65% 132%

MnSOD

Abbildung 21: Ogc-spezifischer Western Blot von Mitochondrienextrakten aus Lebergewebe.
42 Tage alte Wildtyp (WT)- beziehungsweise Gcdh”-Méuse nach vier Tagen unter ND oder
HPD. Als Ladekontrolle diente das mitochondriale Protein MnSOD. Die Signalintensitaten
wurden densitometrisch bestimmt, auf die Ladekontrolle normiert und bezogen auf das Signal
von WT ND in Prozent dargestellt. Die molekularen Massen definierter Markerproteine sind in
kDa angegeben. n = 3.

WT ND Gedh-ND WT HPD Gedh+HPD

32kDa Ogc

100% 93% 92% 92%

24 kDa MnSOD

Abbildung 22: Ogc-spezifischer Western Blot von Mitochondrienextrakten aus Nierengewebe.
42 Tage alte Wildtyp (WT)- beziehungsweise Gcdh’-Mause nach vier Tagen unter ND oder
HPD. Als Ladekontrolle diente das mitochondriale Protein MnSOD. Die Signalintensitaten
wurden densitometrisch bestimmt, auf die Ladekontrolle normiert und bezogen auf das Signal
bei WT ND in Prozent dargestellt. Die molekularen Massen definierter Markerproteine sind in
kDa angegeben. n = 3.
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3.1.3 Expression des Ornithin-Transporters 1 (Orc1, Slc25a15)

Der Ornithin-Transporter, auch bekannt unter der Bezeichnung Ornithin-Citrullin-Transporter,
besitzt zwei Isoformen, ORC1 (= SLC25A15) und ORC2 (= SLC25A2). Beide Isoformen

transportieren Ornithin, Lysin, Arginin und Citrullin.

Bei der Untersuchung der Orcl-mRNA-Expression im Mausmodell mittels Real-time-PCR
lieBen sich Verdnderungen in Leber, Niere und Hirnstammgewebe erkennen, im

Hirncortexgewebe liel3en sich keine Veranderungen nachweisen.

Im Lebergewebe (Abbildung 23) zeigte sich bei allen drei untersuchten Gruppen eine erhéhte
Orc1l-mRNA-Expression: In der Leber der Gcdh’-Tiere unter ND war die Orcl-mRNA im
Vergleich zu Wildtyp-Tieren unter ND um den Faktor 1,44 erhoht (Abbildung 23A). Dieser Trend
war nicht signifikant. Sowohl bei Gedh+- als auch bei Wildtyp-Mausen unter HPD zeigte sich im
Vergleich zu Tieren gleichen Genotyps unter ND eine signifikante Heraufregulation der Orcl-
MRNA-Expression um den Faktor 1,85 (p = 0,04) beziehungsweise 1,95 (p = 0,039; Abbildung
23B).
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Abbildung 23: Relative Orc1-mRNA-Expression im Lebergewebe. Dargestellt ist die relative
Expression im Vergleich zur angegebenen Vergleichsgruppe, die Fehlerbalken markieren das
95%-Konfidenzintervall. Grauer Querbalken: Expression in der Vergleichsgruppe, definiert als 1.
A Expression bei Gedh’-Méausen unter ND im Vergleich zu Wildtyp-Mausen unter ND (jeweils
n = 3). B Expression bei Wildtyp- und Gecdh-Mausen unter HPD im Vergleich zu ND (jeweils n
=3). ** p < 0,05.

Die Orcl-mRNA-Expression in Nierengewebe (Abbildung 24) war bei Gcdh’-Tieren im
Vergleich zu Wildtyp-Tieren, beide unter ND, um das 1,45-fache signifikant (p = 0,00) erhdht
(Abbildung 24A). Wahrend die Orcl-mRNA-Expression in Wildtyp-Mausnieren nach HPD-

Behandlung nicht verandert war (Abbildung 24B), ergab sich bei HPD-behandelten Gcdh--
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Mausen, im Vergleich zu ND-behandelten Gedh*-Tieren, ein — wenngleich nicht signifikanter —

Trend zu einer Orcl-Herabregulation.
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Abbildung 24: Relative Orc1-mRNA-Expression im Nierengewebe. Dargestellt ist die relative
Expression im Vergleich zur angegebenen Vergleichsgruppe, die Fehlerbalken markieren das
95%-Konfidenzintervall. Grauer Querbalken: Expression in der Vergleichsgruppe, definiert als 1.
A Expression bei Gedh”-Mausen unter ND im Vergleich zu Wildtyp-Mausen unter ND (jeweils n
= 3). B Expression bei Wildtyp- und Gecdh”-Mausen unter HPD im Vergleich zu ND (jeweils n =
3). *** p < 0,001.

Die Untersuchung von Hirnstammgewebe (Abbildung 25) ergab bei ND-behandelten Mausen
eine bei Gedh™-Tieren im Vergleich zum Wildtyp um den Faktor 3,1 heraufregulierte Orcl-
mMRNA-Expression (p = 0,049, Abbildung 25A). Bei den Wildtyp- und Gcdh-defizienten Tieren
nach HPD-Behandlung lieR sich keine signifikante Expressionsanderung nachweisen
(Abbildung 25B).
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Abbildung 25: Relative Orcl-mRNA-Expression im Hirnstammgewebe. Dargestellt ist die
relative Expression im Vergleich zur angegebenen Vergleichsgruppe, die Fehlerbalken
markieren das 95%-Konfidenzintervall. ~Grauer Querbalken: Expression in der
Vergleichsgruppe, definiert als 1. A Expression bei Gecdh’-Mausen unter ND im Vergleich zu
Wildtyp-Mausen unter ND (jeweils n = 3). B Expression bei Wildtyp- und Gcdh”--Mausen unter
HPD im Vergleich zu ND (jeweils n = 3). ** p < 0,05.

Die Orcl-spezifischen Real-time-PCR-Analysen aus cortikalem Hirngewebe ergaben fur keine

der untersuchten Bedingungen signifikante Expressionsdnderungen (Daten nicht gezeigt).

Untersuchungen zur Expression von Orcl auf Proteinebene wurden aufgrund im Labor nicht

vorliegender Antikoérper nicht durchgefihrt.

57



Ergebnisse

3.1.4 Expression des Carnitin/Acylcarnitin-Transporters (Cac, Slc25a20)

Der Carnitin/Acylcarnitin-Transporter (CAC) katalysiert den elektroneutralen Austausch von
cytosolischen Acylcarnitinen und mitochondrialem freiem Carnitin, die eingeschleusten
Acylreste werden dann im Mitochondrium dber die p-Oxidation verstoffwechselt. Der CAC-
vermittelte Transport ist damit ein essentieller Schritt im Abbau langkettiger Fettsauren. Bei der
Untersuchung der Cac-mRNA-Expression zeigten sich in den vier untersuchten Organen

(Leber, Niere, Hirncortex, Hirnstamm) folgende Befunde:

Im Lebergewebe (Abbildung 26) zeigten sich zwischen den untersuchten Gruppen keine

signifikanten Anderungen in der Cac-mRNA-Expression.
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Abbildung 26: Relative Cac-mRNA-Expression im Lebergewebe. Dargestellt ist die relative
Expression im Vergleich zur angegebenen Vergleichsgruppe, die Fehlerbalken markieren das
95%-Konfidenzintervall. Grauer Querbalken: Expression in der Vergleichsgruppe, definiert als 1.
A Expression bei Gedh*-Mausen unter ND im Vergleich zu Wildtyp-Mausen unter ND (jeweils n
= 3). B Expression bei Wildtyp- und Gedh’-Méausen unter HPD im Vergleich zu ND (jeweils n =
3).

Im Nierengewebe (Abbildung 27) war die mRNA-Expression des Cac unter basalen
Bedingungen in Gcdh”-Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren signifikant erhoht (relative
Expression: 1,9, p = 0,002; Abbildung 27A), wahrend die Cac-Expression auf RNA-Ebene nach
HPD-Applikation weder bei Wildtyp- noch bei Gedh”-M&usen verandert war (Abbildung 27B).
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Abbildung 27: Relative Cac-mRNA-Expression im Nierengewebe. Dargestellt ist die relative
Expression im Vergleich zur angegebenen Vergleichsgruppe, die Fehlerbalken markieren das
95%-Konfidenzintervall. Grauer Querbalken: Expression in der Vergleichsgruppe, definiert als 1.
A Expression bei Gedh’-Mausen unter ND im Vergleich zu Wildtyp-Mausen unter ND (jeweils n
= 3). B Expression bei Wildtyp- und Gedh”-Mausen unter HPD im Vergleich zu ND (jeweils n =
3). *** p < 0,01.

Im Hirngewebe zeigte sich insgesamt ein Trend zu einer erhéhten Cac-Expression bei Gedh-
Mausen unter ND verglichen mit normal ernahrten Wildtyp-Mausen (Abbildung 28 und 29): Im
cortikalen Gewebe war die Cac-Expression dabei 1,44-fach erhoht (Abbildung 28A), im
Hirnstamm 2,64-fach (Abbildung 29A). Die beobachteten Heraufregulationen der Cac-mRNA
waren jedoch nicht signifikant, sondern stellten lediglich einen Trend dar. Unter den
Bedingungen der HPD-Applikation war die Cac-mRNA-Expression im Vergleich zur jeweiligen
Kontrolle weder bei Wildtyp- noch bei Gedh-Tieren verandert (Abbildung 28B und 29B).
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Abbildung 28: Relative Cac-mRNA-Expression im Hirncortexgewebe. Dargestellt ist die
relative Expression im Vergleich zur angegebenen Vergleichsgruppe, die Fehlerbalken
markieren das 95%-Konfidenzintervall. Grauer Querbalken: Expression in der
Vergleichsgruppe, definiert als 1. A Expression bei Gedh”-Méausen unter ND im Vergleich zu
Wildtyp-Mausen unter ND (jeweils n = 3). B Expression bei Wildtyp- und Gcdh”--Mausen unter
HPD im Vergleich zu ND (jeweils n = 3).
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Abbildung 29: Relative Cac-mRNA-Expression im Hirnstammgewebe. Dargestellt ist die
relative Expression im Vergleich zur angegebenen Vergleichsgruppe, die Fehlerbalken
markieren das 95%-Konfidenzintervall. ~Grauer Querbalken: Expression in der
Vergleichsgruppe, definiert als 1. A Expression bei Gecdh’-Mausen unter ND im Vergleich zu
Wildtyp-Méausen unter ND (jeweils n = 3). B Expression bei Wildtyp- und Gcdh/-Mausen unter
HPD im Vergleich zu ND (jeweils n = 3).

Untersuchungen zur Expression von Cac auf Proteinebene wurden aufgrund im Labor nicht

vorhandener Antikdrper nicht durchgefiihrt.
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3.1.5 Expression des Oxodicarboxylat-Transporters (Odc, Slc25a21)

Die Hauptfunktion des Oxodicarboxylat-Transporters besteht in der Aufnahme von 2-Oxoadipat

in die Mitochondrien, in denen die Oxoadipat-Dehydrogenase lokalisiert ist.

Bei Untersuchung der Genexpression zeigte sich in Leber und Niere eine Heraufregulation, im

Hirncortex sowie im Hirnstamm lieRen sich keine Expressionsveranderungen nachweisen.

Im Lebergewebe (Abbildung 30) stellte sich bei Gcdh-defizienten Tieren unter ND verglichen
mit Wildtyp-Tieren unter ND eine signifikant (p = 0,011) gesteigerte Odc-mRNA-Expression um
den Faktor 1,63 dar (Abbildung 30A). Die Odc-Expression bei HPD-behandelten Tieren war
sowohl bei Wildtyp- als auch bei Gecdh*-Mausen im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe
unverandert (Abbildung 30B).
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Abbildung 30: Relative Odc-mRNA-Expression im Lebergewebe. Dargestellt ist die relative
Expression im Vergleich zur angegebenen Vergleichsgruppe, die Fehlerbalken markieren das
95%-Konfidenzintervall. Grauer Querbalken: Expression in der Vergleichsgruppe, definiert als 1.
A Expression bei Gedh’-Mausen unter ND im Vergleich zu Wildtyp-Mausen unter ND (jeweils n
= 3). B Expression bei Wildtyp- und Gcdh”-Mausen unter HPD im Vergleich zu ND (jeweils n =
3). * p <0,05.

Im Nierengewebe (Abbildung 31) zeigte sich sowohl bei Gedh”-Mausen unter ND verglichen
mit ND-behandelten Wildtyp-M&usen als auch bei Wildtyp-Mausen unter HPD verglichen mit
Wildtyp-Méausen unter ND ein Trend zu einer Odc-mRNA-Heraufregulation um das 1,95-fache
(Abbildung 31A) beziehungsweise 1,92-fache (Abbildung 31B). Diese Heraufregulationen waren

nicht signifikant.

61



Ergebnisse

A 30 B 301

2,5 - 2.5 A
s 207 5§ 2%
)] w
7] w
o 2
2 45 2 15
[ L
2 2
5 10- wi T 40 ND
) ! 0]
v o

05 0,5 -

0.0 0,0 -

Gedh+ ND vs. Wildtyp HPD vs. Gedh+ HPD vs.
Wildtyp ND Wildtyp ND Gedh+ ND

Abbildung 31: Relative Odc-mRNA-Expression im Nierengewebe. Dargestellt ist die relative
Expression im Vergleich zur angegebenen Vergleichsgruppe, die Fehlerbalken markieren das
95%-Konfidenzintervall. Grauer Querbalken: Expression in der Vergleichsgruppe, definiert als 1.
A Expression bei Gedh”-Mausen unter ND im Vergleich zu Wildtyp-Mausen unter ND (jeweils n
= 3). B Expression bei Wildtyp- und Gcdh”-Mausen unter HPD im Vergleich zu ND (jeweils n =
3).

In den untersuchten Hirngeweben (Cortex und Hirnstamm) zeigte sich in keiner der
untersuchten Gruppen eine veranderte Expression der Odc-mRNA (Daten nicht gezeigt).

Zur Uberpriufung der Odc-Expression auf Proteinebene wurden aus Leber und Niere
Mitochondrien isoliert, die extrahierten Proteine Uber SDS-PAGE getrennt und der Transporter
mittels Odc-spezifischen Antikorpern detektiert. Die Analysen wurden an Geweben aus 42 Tage
alten Wildtyp- und Gcdh-defizienten Tieren nach ND- oder HPD-Applikation durchgefiihrt. Die
quantitative Analyse der Odc-Proteinexpression mittels Densitometrie und Normierung auf die
Ladekontrolle ergab fur keine der untersuchten Bedigungen eine signifikant veranderte Odc-
Expression (Abbildung 32 und 33).
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WT ND Gedh-+ND WT HPD Gedh+HPD
100% 92% 79% 120%

MnSOD
24 kDa =

Abbildung 32: Odc-spezifischer Western Blot von Mitochondrienextrakten aus Lebergewebe.
42 Tage alte Wildtyp (WT)- beziehungsweise Gcdh”-Méuse nach vier Tagen unter ND oder
HPD. Als Ladekontrolle diente das mitochondriale Protein MnSOD. Die Signalintensitaten
wurden densitometrisch bestimmt, auf die Ladekontrolle normiert und bezogen auf das Signal
von WT ND in Prozent dargestellt. Die molekularen Massen definierter Markerproteine sind in
kDa angegeben. n = 3.
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Abbildung 33: Odc-spezifischer Western Blot von Mitochondrienextrakten aus Nierengewebe.
42 Tage alte Wildtyp (WT)- beziehungsweise Gcdh”-Mause nach vier Tagen unter ND oder
HPD. Als Ladekontrolle diente das mitochondriale Protein MnSOD. Die Signalintensitaten
wurden densitometrisch bestimmt, auf die Ladekontrolle normiert und bezogen auf das Signal
von WT ND in Prozent dargestellt. Die molekularen Massen definierter Markerproteine sind in
kDa angegeben. n = 3.

63



Ergebnisse

3.2 Untersuchungen an HelLa-Zellen zu den Auswirkungen einer verminderten
GCDH-Expression

Die bei GAl-Patienten beschriebenen GCDH-Restaktivitaten entsprechen 0 % bis 30 % der
Aktivitat gesunder Patienten. Wahrend ein Zusammenhang zwischen Genotyp einerseits und
Enzymrestaktivitdt und Hohe der Metabolitenausscheidung andererseits beschrieben ist, konnte
bislang kein Zusammenhang zwischen Genotyp sowie biochemischem Phanotyp und dem
klinischen Verlauf hergestellt werden (Goodman et al., 1998; Mihlhausen et al., 2003;
Christensen et al., 2004). Um die Regulation des GCDH-Enzyms und die Auswirkungen einer
verminderten GCDH-Aktivitat besser untersuchen zu kénnen, war es ein Ziel der vorliegenden
Arbeit — ergdnzend zum bestehenden Mausmodell — ein zelluldres System fir Untersuchungen
der GCDH-Defizienz zu generieren. Als Modell wurden HelLa-Zellen ausgewdhlt, in denen die
GCDH-Expression durch siRNA-Transfektion herabreguliert werden sollte. Anschliel3end sollte

die Effektivitat der Herabregulation durch Expressionsanlaysen tberprift werden.

3.2.1 Herabregulation der GCDH-Expression durch siRNA-Transfektion in HeLa-
Zellen

Zunachst sollten die experimentellen Bedingungen erfasst werden, die zu einer madglichst
effektiven GCDH-Herabregulation fuhrten. Dazu wurden Hela-Zellen in Kulturschalen
ausgesat, zu verschiedenen Zeitpunkten mit GCDH-spezifischer siRNA transfiziert und
unterschiedlich lang kultiviert. Nach jeweils 24, 48, 72 und 96 Stunden wurden die Zellen
geerntet. Die erste Transfektion mit der GCDH-spezifischen siRNA erfolgte jeweils zu Beginn
des Experiments, eine zweite erneute Transfektion der Zellen, die langer kultiviert wurden, nach
48 Stunden (siehe Abbildung 12). Um die Herabregulation der GCDH auf mRNA-Ebene zu
Uberprifen, wurde nach Zellernte und RNA-Isolation eine Real-time-PCR durchgefihrt. Hier
zeigte sich, dass 72 Stunden nach der ersten Transfektion der siRNA (und damit 24 Stunden
nach der zweiten Transfektion) die Expression der GCDH am weitesten herabreguliert war.
AuRerdem wurde eine sehr starke Herabregulation auf mRNA-Ebene im Expositionszeitraum
24 bis 48 Stunden deutlich (Abbildung 34).
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Abbildung 34: mRNA-Expression nach GCDH-siRNA-Herabregulation.

HelLa-Zellen wurden wie oben beschrieben mit nicht-reaktiver Kontroll-RNA oder GCDH-
spezifischer siRNA transfiziert und nach 24, 48, 72 oder 96 Stunden geerntet. Die extrahierte
RNA wurde anschlieBend fir eine quantitative Real-time-PCR zur Untersuchung der
Herabregulation der GCDH auf mRNA-Ebene verwendet. Dargestellt sind die relativen mRNA-
Expressionen in GCDH-siRNA-behandelten Zellen bezogen auf HelLa-Zellen, die mit Kontroll-
RNA behandelt worden waren, nach unterschiedlicher Expositionsdauer. n = 3.

Mit proteinchemischen Analysen sollte nun untersucht werden, ob und in welchem Ausmal die
Transfektion mit GCDH-spezifischer siRNA in einer verminderten GCDH-Protein-Expression
resultiert. FuUr die hierzu verwendete Western-Blot-Analyse wurden die Zellen nach
entsprechender Expositionszeit geerntet, mitochondriale Extrakte durch differentielle
Zentrifugation hergestellt, die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt und das Protein
schlieBlich durch einen GCDH-spezifischen Antikdrper detektiert. AnschlieRend wurden die
Signale densitometrisch quantifiziert, auf die Ladekontrolle normiert und in Beziehung zur
Kontrolle (Behandlung mit nicht-reaktiver siRNA = scrambled-siRNA, die nicht zu einer
spezifischen Herabregulation flihrt) gesetzt. Die Analyse zeigte einen zeitabhé&ngigen Rickgang
der GCDH-Proteinmenge mit einer noch vorhandenen Restmenge von 18 % nach 96 Stunden
(Abbildung 35).
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Transfektion[ K-RNA siRNA K-RNA siRNA K-RNA siRNA K-RNA siRNAl
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Abbildung 35: Western Blot von Mitochondrienextrakten aus HelLa-Zellen nach siRNA-
Transfektion. GCDH-spezifische Signale von Extrakten aus HelLa-Zellen nach Transfektion mit
nicht-reaktiver Kontroll-siRNA (K-RNA) oder GCDH-spezifischer siRNA (siRNA) zu Beginn
sowie nach 48 Stunden und Inkubation der Zellen fir die dargestellten Zeiten. Als Ladekontrolle
dient das mitochondriale Matrixprotein Mangan-abhéngige Superoxid-Dismutase (MnSOD). Die
densitometrisch  quantifizierten Western-Blot-Signale wurden anschlieRend auf die
Ladekontrolle normiert und sind relativ zur jeweiligen Kontrollgruppe angegeben. n = 3.

3.2.2 Darstellung der Lokalisation und Expression der GCDH in HeLa-Zellen vor
und nach siRNA-Expression

Zur Uberpriifung der Lokalisation der GCDH und zur Darstellung der reduzierten GCDH-
Proteinexpression nach siRNA-Behandlung wurden ergénzend zur Western-Blot-Analyse
Doppel-Immunfluoreszenz-Untersuchungen durchgefiihrt. In HeLa-Zellen, die mit nicht-reaktiver
Kontroll-siRNA transfiziert worden waren, colokalisierte GCDH vollstandig mit dem
mitochondrialen Marker MnSOD (Abbildung 36A). HelLa-Zellen, die mit GCDH-spezifischer
siRNA transfiziert worden waren, zeigten eine deutliche Reduktion des GCDH-spezifischen
Signales in der Immunfluoreszenz (Abbildung 36B). Damit bestatigten sich die Resultate der
Real-time-PCR und des Western Blots.
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Abbildung 36: Lokalisation des GCDH-Proteins im Mitochondrium.

HelLa-Zellen nach Transfektion mit nicht-reaktiver Kontroll-RNA (A) und nach Transfektion mit
GCDH-spezifischer siRNA (B) wurden fixiert und das GCDH-Protein mittels eines myc-
Antikdrpers (griin) visualisiert. Zur Darstellung der Mitochondrien wurde das mitochondriale
Protein MnSOD mit einem spezifischen Antikérper (rot) angefarbt. Die Uberlagerung der
Aufnahmen des GCDH-myc-Signales (links) und des MnSOD-Signals (Mitte) ist in der rechten
Bildleiste dargestellt. Die Gelbfarbung in der Uberlagerung weist auf eine Co-lokalisierung von
GCDH und MnSOD hin. Das GCDH-spezifische Signal nach GCDH-siRNA-Herabregulation ist
deutlich abgeschwacht (B, linkes Bild), dementsprechend ist auch kein gelbes Signal in der
Uberlagerung (B, rechtes Bild) sichtbar.

3.2.3 Untersuchung verschiedener Transporter in HeLa-Zellen nach GCDH-
siRNA-Herabregulation

Nachdem gezeigt worden war, dass durch Transfektion mit GCDH-spezifischer siRNA eine
effektive Herabregulation von GCDH auf mRNA- und Proteinebene erzielt werden konnte,
sollten beispielhaft zellulare Effekte einer verminderten GCDH-Expression Uberpriift werden.
Als Marker fir diese Effekte wurde die Analyse der mRNA-Expression von zwei Transportern
ausgewahlt, fur die bereits zuvor beschrieben war, dass ihre Expression bei GCDH-Defizienz
verandert ist: FUr den Natrium-abhé&ngigen Dicarboxylat-Transporter 3 (NaC3, SLC13A3) war in
den vorangegangenen DNA-Microarray-Analysen im Nierengewebe 42 Tage alter Gcdh-
defizienter Mause eine erhthte mRNA-Expression nachgewiesen worden (Stellmer et al.,
2007). Unter gleichen Bedingungen war auch eine erhéhte mRNA-Expression des organischen
Anionen-Transporters 1 (OAT1, SLC22A6) beschrieben worden (Thies, 2010; Thies et al.,
2013). Daruber hinaus wurden die mitochondrialen Transporter, zum einen der Dicarboxylat-
Transporter (DIC, SLC25A10), zum anderen der Oxodicarboxylat-Transporter (ODC,
SLC25A21), untersucht. GCDH-siRNA-transfizierte HeLa-Zellen wurden wie oben beschrieben
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nach 96 Stunden geerntet und die quantitative Real-time-PCR mit den Transporter-spezifischen

Primern durchgefuhrt.

In der Auswertung zeigten sich keine signifikanten Expressionsunterschiede zwischen Kontroll-
und siRNA-behandelten Zellen. Eine Expression von NaC3 (SLC13A3) liel3 sich in HeLa-Zellen
nicht nachweisen (Abbildung 37).
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Abbildung 37: mRNA-Expression verschiedener Transporter nach GCDH-siRNA-
Herabregulation.

HelLa-Zellen wurden wie oben beschrieben mit nicht-reaktiver Kontroll-RNA oder GCDH-
spezifischer siRNA transfiziert und nach 96 Stunden geerntet. Die extrahierte RNA wurde
anschlieBend fur eine quantitative Real-time-PCR zur Untersuchung der mRNA-Expression
verschiedenener Transporter verwendet. Dargestellt sind die relativen mRNA-Expressionen des
DIC, ODC und des OAT1 in GCDH-siRNA-behandelten Zellen bezogen auf HeLa-Zellen, die mit
Kontroll-RNA behandelt worden waren.
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4 Diskussion

4.1 Expression mitochondrialer Transporter in Wildtyp- und Gecdh”-Mausen

Bei der Glutarazidurie Typ 1 akkumulieren aufgrund des Defektes der GCDH die
pathologischen Metaboliten Glutaryl-CoA, GA und 30OHGA. Diese lassen sich im Blut, Liquor,
Urin und samtlichen Koérpergeweben und Korperfliissigkeiten nachweisen. Aufgrund der
niedrigen Transportrate Uber die Blut-Hirn-Schranke kommt es zur Akkumulation endogen
gebildeter GA und 30OHGA im Hirngewebe (Goodman et al., 1977; Kiilkens et al., 2005; Sauer
et al., 2006; Keyser et al.,, 2008). GA und 30OHGA werden in grof’en Mengen im Urin
ausgeschieden  (Goodman und Frerman, 2001). Daher muissen  spezifische
Transportmechanismen vorliegen, durch die GA und 30OHGA Uber die innere und die &ulRere
Mitochondrienmembran, tber die Plasmamembran, tUber Gefal3endothelien sowie Uber die

basolaterale und apikale Nierentubuluszellmembran transloziert werden.

Wie in der Einleitung dargestellt, fiilhrten umfangreiche Vorarbeiten zur Identifizierung der ersten
GA/30HGA-Transporter an der Plasmamembran unterschiedlicher Zelltypen (renale proximale
Tubuluszellen, neuronale und astrozytare Zellen). Daraus konnten sowohl hinsichtlich der
Exkretion von GA und 30HGA in den Urin als auch hinsichtlich des Einflusses von GA und
30HGA auf den anaplerotischen Transfer von Citratzyklusintermediaten von Astrozyten zu
Neuronen, physiologische und pathophysiologische Bedeutungen dieser Transporter abgeleitet
werden. Unbeantwortet blieb bislang die Frage, welche Transporter intrazellular fir die
Translokation von GA und 30HGA verantwortlich sind, insbesondere uber die innere und
aulere Mitochondrienmembran. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die Expression von
mitochondrialen Transportern zu analysieren, um Hinweise fur die Identifizierung von GA-/
30HGA-Transportproteinen an beiden Mitochondrienmembranen zu erlangen. Grundlage war
auch hier ein mdglicher Einfluss der (erhdhten) Konzentrationen von Subtraten wie GA und
30HGA auf die Expression ihrer korrespondierenden Transporter, wie flr andere Substrate
bereits beschrieben (Sai, 2005; Terada und Inui, 2007). Anhand der in der Einleitung
dargelegten Kriterien wurden mitochondriale Transporter aus der SLC25-Familie, die als
Kandidaten fir die Translokation von GA und 30HGA mdglich erschienen, ausgewahlt und
hinsichtlich ihrer mMRNA- und Proteinexpression in verschiedenen Geweben (Hirn, Leber, Niere)
von Wildtyp- und Gedh’-Mausen untersucht. Diese Untersuchungen wurden einerseits unter
basalen Bedingungen durchgefihrt, andererseits wahrend der durch Gabe einer
Hochproteindiat induzierten metabolische Krise, da es im Rahmen der metabolischen Krise zu
einem weiteren Anstieg der pathologischen Metaboliten kommt (Keyser et al., 2008) und so
eine Verstarkung etwaiger Expressions-regulierender Effekte mdglich erschien. Uber eine
Detektion veranderter Expressionen mitochondrialer Transporter sollten solche Kandidaten
eingegrenzt werden, die flr anschlieBende funktionelle Analysen zum Transport von GA und
30HGA in Frage kamen.
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4.1.1 Expression des Dicarboxylat-Transporters (Dic, Slc25a10)

Der Dic war aufgrund seiner breiten Substratspezifitat und seiner ubiquitaren Expression als
moglicher GA/30OHGA-Transporterkandidat ausgewahlt worden.

Bei der Untersuchung der Dic-mRNA-Expression in Lebergewebe zeigte sich eine leichte, aber
signifikante (p = 0,029) Heraufregulation um den Faktor 1,62 in der Gruppe WT-HPD versus
WT-ND. Die Expression unter allen anderen untersuchten Bedingungen war nicht signifikant
verandert. Daher ist dieser Effekt am ehesten der Applikation der Hochproteindiat zuzuordnen
und nicht als GA- oder 30HGA-spezifischer Effekt anzusehen. Eine mogliche Erklarung dieses
HPD-Effektes ware ein durch den erhdhten Proteinabbau vermehrter Anfall von Acetyl-CoA.
Dieses wurde dann im Citratzyklus weiter verwertet werden, was dazu fuhren wirde, dass —
durch das vermehrt anfallende Acetyl-CoA — der Citratzyklus haufiger durchlaufen und somit
auch mehr Dicarboxylate, wie beispielsweise Malat und Succinat, hergestellt werden wirden.
Diese wirden dann Uber den Dic-Transporter aus der mitochondrialen Matrix ins Cytoplasma
geschleust werden, was zu einer gesteigerten Genexpression dieses Transporters fiihren
konnte. Am Beispiel der Rolle des Dic im Fettstoffwechsel konnte nachgewiesen werden, dass
eine Suppression des Transporters — wie sie beispielsweise in fastenden Mausen zu finden ist —
zu einer verminderten Produktion von Acetyl-CoA und Malonyl-CoA und somit zu einer
Herabregulation der Fettsduresynthese fuhrt (Mizuarai et al., 2005). Eine weitere Mdglichkeit,
die gesteigerte Expression des Dic in der Leber unter HPD zu erklaren, berlicksichtigt die
Bedeutung des Transporters in der Urogenese. Die Harnstoffbildung lauft zum grof3ten Teil in
den Hepatozyten ab, zu einem kleineren Teil in den Nierenzellen. Im Cytosol wird enzymatisch
Fumarat gebildet, das in Malat umgewandelt und schlieZlich Gber den Dic in die mitochondriale
Matrix eingeschleust wird. Die vermehrte Akkumulation von Dicarboxylaten kénnte eine
Steigerung des Harnstoffzyklus zur Folge haben, was die Expressionserhéhung des Dic-
Transporters zur Folge haben kdnnte. Auf Proteinebene wirkte sich die beobachtete Steigerung
der Dic-mRNA-Expression nicht aus, da unter allen untersuchten Bedingungen die
Proteinexpression des Dic-Transporters im Lebergewebe gleich blieb. Dies wéare entweder
dadurch erklarbar, dass der erhdéhten hepatischen Dic-mRNA-Expression auch eine gesteigerte
Degradation gegenlbersteht, oder aber auch durch eine veranderte Halblebenszeit des Dic-

Proteins, also durch einen erhdhten Abbau des vermehrt gebildeten Proteins.

In der Niere zeigte sich bei Gcdh-defizienten Tieren unter ND im Vergleich zu Wildtyp-Tieren
unter ND eine deutlich und signifikant gesteigerte Dic-mRNA-Expression um das 3,43-fache.
Demgegeniber war die Dic-mRNA in Gedh’-Mausen unter HPD im Vergleich zur ND wieder
um das 0,6-fache reduziert. Zusammengefasst ergibt dies immer noch eine héhere Expression
als beim Wildtyp unter ND. Bei Wildtyp-Tieren zeigte sich unter HPD im Vergleich zur ND keine
veranderte Expression. Damit ist es moglich, dass die gesteigerte mRNA-Expression mit der
Gcedh-Defizienz und mit erhdhten GA- und 30OHGA-Spiegeln im Zusammenhang steht,

entweder direkt (dann wéare Dic ein Kandidat als GA/3OHGA-Transporter) oder indirekt Gber
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andere Mechanismen. Den Befunden der mRNA-Expressionsanalyse stehen Ergebnisse des
Western Blots gegenuber, hier zeigte sich bei keiner der untersuchten Bedingungen eine
Veranderung der Dic-Proteinexpression. Warum die Uber dreifach erhdhte Dic-mRNA-
Expression keine Steigerung der Proteinexpression zur Folge hat, bleibt unklar. Méglich ware,
dass auch der mRNA-Abbau erhoht ist oder ein erhohter Dic-Proteinabbau vorliegt und damit
ein vermehrt gebildeter Transporter wieder degradiert wird. Uberdies konnte die
Beobachtungszeit nach Applikation der HPD fiur die Umsetzung der erhéhten mRNA-Menge im
Dic-Protein zu kurz gewesen sein. Um dem nachzugehen, wéren Untersuchungen zur
Bestimmung der Halblebenszeit des Dic-Proteins unter verschiedenen Bedingungen sinnvoll,
beispielsweise durch Pulse-chase-Experimente. Eine Arbeitsgruppe aus Bethesda (um M. A.
Knepper, Epithelial Systems Biology Laboratory, helixweb.nih.gov, Stand 14.12.2014) eruierte
in Untersuchungen mittels Massenspektrometrie Protein-Halblebenszeiten in mpkCCD-Zellen,
wobei die Halblebenszeit von SLC25A10 mit 53,35 Stunden angegeben ist (Sandoval et al.,
2013).

Zusammenfassend ist in den Untersuchungen zur Expression des Dic die renale
Heraufregulation bei Gedh’-Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren unter ND hervorzuheben.
DIC ist damit ein Kandidat, der in funktionellen Untersuchungen auf seine Fahigkeit zum

Transport von GA und 30OHGA hin untersucht werden sollte.

4.1.2 Expression des Oxoglutarat-Transportes (Ogc, Slc25a1l)

Der OGC, auch bekannt als Oxoglutarat-Malat-Antiporter, vollzient den elektroneutralen
Austausch zwischen Oxoglutarat und anderen Dicarboxylaten, wobei er fir Malat die hdchste
Affinitat besitzt. Dieser Transporter gewahrleistet den Transport von Reduktionsaquivalenten
Uber die innere Mitochondrienmembran. Da der OGC Dicarboxylsduren wie Oxoglutarat und

Malat als Substrate akzeptiert, kam er auch als Kandidat fur den Transport von GA in Frage.

In der Leber zeigte sich bei Wildtyp-Mausen, die HPD erhielten, im Vergleich zu ND-
behandelten Wildtyp-Mausen, eine mRNA-Heraufregulation um den Faktor 1,77. Diese
Heraufregulation war signifikant, bestétigte sich aber nicht auf Proteinebene. Die Ogc-mRNA-
und Proteinexpression bei Gedh’-Mausen war unter HPD im Vergleich zu ND ebenfalls erhoht,
wenn auch nicht signifikant. Da die Expression von Ogc bei Gcdh-defizienten Mausen unter ND
im Vergleich zu gleich behandelten Wildtyp-Tieren nicht veradndert war, ist dieser Effekt

insgesamt am ehesten als unspezifischer Effekt der HPD-Applikation einzuordnen.

Im Nierengewebe konnte unter den untersuchten Bedingungen weder auf mRNA-Ebene noch
auf Proteinebene eine relevante Expressionsverdnderung des Ogc nachgewiesen werden. Der
Ogc scheint daher auf renaler Ebene im Zusammenhang mit den GAl-typischen Metaboliten

keine Relevanz zu besitzen.
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Die Expression des Ogc wurde im Hirngewebe in zwei unterschiedlichen Fraktionen untersucht,
einerseits am Material aus Hirncortex sowie an dem verbliebenen Hirngewebe nach
Abpraparation des Cortex (Hirngewebe ohne Cortex und ohne Kleinhirn, mit Basalganglien),
hier als Hirnstamm bezeichnet. Im Cortex gab es auf mMRNA-Ebene keinerlei
Expressionsveranderungen. Wéhrend im Hirnstamm die Ogc-mRNA-Expression bei Wildtyp-
und Gcedh”’-Mausen, jeweils im Vergleich HPD- gegen ND-behandelter Tiere, unverandert
waren, zeigte sich bei Gedh”-Tieren unter ND im Vergleich zu Wildtyp-Tieren unter ND ein
Trend zu einer etwa dreifach erhdhten mRNA, wenn auch nicht signifikant. Die
Proteinexpression wurde hierbei (aus Zeitgriinden) nicht untersucht. Diese Heraufregulation
kénnte dabei als spezifischer Effekt gewertet werden, da er unter den (brigen
Versuchsbedingungen beziehungsweise Gruppenvergleichen nicht beobachtet worden ist.
Wenngleich es sich um einen Trend handelt, ware damit denkbar, dass die Ogc-mRNA-
Heraufregulation ein direkter oder indirekter Effekt der erhéhten Metabolitenkonzentrationen ist
und damit OGC ein Kandidat fur einen GA/30OHGA-Transporter ware.

4.1.3 Expression des Ornithin-Transporters 1 (Orc1, Slc25al5)

Der Ornithin-Transporter (= Ornithin-Citrullin-Transporter) besitzt zwei Isoformen, ORC1 (=
SLC25A15) und ORC2 (= SLC25A2), die beide Ornithin, Lysin, Arginin und Citrullin
transportieren. Er vollzieht den Austausch zwischen cytosolischem Ornithin  und
intramitochondrialem Citrullin und stellt eine wichtige Komponente des Harnstoffzyklus dar,
indem er die im Cytosol und im Mitochondrium ablaufenden Enzymaktivitaten miteinander
verbindet. Der Defekt des SLC25al5 fuhrt zu einer Harnstoffzyklusstérung, dem
Hyperornithindmie-Hyperammonamie-Homocitrullinurie-(HHH-)Syndrom  (Camacho et al.,
1999).

In der Real-time-PCR wies der Orcl eine erhéhte mRNA-Expression in Lebergewebe auf und
zwar sowohl bei Wildtyp- als auch bei Gcdh’-Mausen unter HPD im Vergleich zu ND-
behandelten Tieren. Da diese Heraufregulation bei Gcdh’-Mausen im Vergleich zu Tieren
gleichen Genotyps unter ND nicht vorhanden war, ist am ehesten davon auszugehen, dass es

sich dabei um einen GAl-unabhangigen Effekt der HPD-Applikation handelt.

Des Weiteren wurde in Niere und Hirnstamm eine Steigerung der mRNA-Expression Gcdh-
defizienter Tiere unter ND im Vergleich zu Wildtyp-Tieren unter ND festgestellt, und zwar
signifikant um den Faktor 1,45 beziehungsweise 3,1. Diese Heraufregulation war bei den
Ubrigen Vergleichen nicht zu beobachten. Dies lasst darauf schlieRen, dass es sich um einen
fur die GCDH-Defizienz spezifischen Effekt handelt. Die Proteinkonzentration des ORC1 wurde

(aus Zeitgriinden) nicht untersucht.

Da ORC1 nach bisheriger Literaturlage Arginin, Citrullin, Lysin und Ornithin und keine

Dicarboxylate transportiert (Palmieri, 2004), kommt ORC1 eher nicht als direkter Transporter fur
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GA oder 30HGA in Frage. Die beobachteten Effekte missen daher sekundarer Natur sein. Die
Beobachtungen sind im Einklang mit aktuellen Befunden, bei denen die Applikation von GA
oder 30HGA in einem priméaren dreidimensionalen neuronalen Kulturmodell zu einer Erhéhung
des Ammoniaks fuhrt. Als Mechanismus wird vermutet, dass GA und 30OHGA vorwiegend auf
Astrozyten toxisch wirken und es in der Folge zu einer funktionellen Defizienz der
Glutaminsynthase kommt (Jafari et al., 2013). Letztere ist in Hirngewebe der
Hauptmechanismus zur Ammoniakentgiftung, da die Enzyme des Harnstoffzyklus vorwiegend
hepatisch exprimiert werden. Es wére zu Uberprufen, ob neben dem ORCL1 als Folge der
Ammoniakerhohung auch andere Enzyme des Harnstoffzyklus in den hier untersuchten
Geweben heraufreguliert sind und damit eine Erhéhung des Ammoniaks zu einer Erhéhung der

Expression der am Harnstoffzyklus beteiligten Proteine einschliel3lich des ORC1 flhrt.

4.1.4 Expression des Carnitin/Acylcarnitin-Transporters (Cac, Slc25a20)

Der CAC nimmt den Austausch von cytosolischem Acylcarnitin und mitochondrialem Carnitin
vor und spielt damit eine wichtige Rolle im Carnitinzyklus und damit beim Abbau von CoA-

Verbindungen wie beispielsweise Glutaryl-CoA (Palmieri, 2004).

Die Expressionsuntersuchungen an Lebergewebe ergaben bei keinem der durchgefiihrten
Vergleiche Expressionsunterschiede auf mRNA- oder Proteinebene. Allerdings zeigte sowohl
Nieren- als auch Hirnstammgewebe eine Heraufregulation der Cac-mRNA bei Gcdh”- im
Vergleich zu Wildtyp-Méausen unter ND. Bei den anderen Vergleichen, also HPD- versus ND-
behandelte Tiere mit oder ohne Gcdh-Defizienz, zeigten sich keine Veréanderungen. Die
genannte Heraufregulation war in Nierengewebe signifikant mit dem Faktor 1,9, wahrend die
Heraufregulation im Hirnstammgewebe nicht signifikant war, aber mit dem Faktor 2,6 einem
deutlichen Trend entsprach. Die Cac-mRNA-Heraufregulation ist als spezifisch anzusehen und
ist im Einklang mit dem erhdhten Anfall von Glutaryl-CoA bei Gcdh-Defizienz und damit mit dem
vermehrten Transportbedarf fir diesen Metaboliten. Unklar bleibt, warum der Cac in seiner
Expression nicht im Lebergewebe heraufreguliert ist, dem Ort der hochsten Expression von
GCDH und damit des vermutlich quantitativ bedeutsamsten Anfalls von Glutaryl-CoA (Goodman
und Frerman, 2001; Kdlker er al., 2003). Auch ist nicht erklart, warum es bei Gedh”-M&usen
unter HPD, bei denen die Konzentration von GA und 30HGA weiter ansteigt (Keyser et al.,
2008), nicht zu einer weiteren Expressionserhdohung von Cac kommt. Insgesamt missen also
noch weitere indirekte Faktoren fur die Regulation der Cac-Expression eine Rolle spielen,

insbesondere im Nieren- und Hirngewebe.

Die Proteinkonzentration des Cac wurde (aus Zeitgriinden) nicht untersucht.
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4.1.5 Expression des Oxodicarboxylat-Transporters (Odc, Slc25a21)

Die Hauptfunktion des ODC besteht in der Aufnahme von cytosolischem Oxoadipat in die
mitochondriale Matrix und stellt damit einen wichtigen Schritt im Abbau von Lysin dar (Cox,
2001).

In der Leber fand sich bei Gedh-defizienten Mausen mit ND im Vergleich zu Wildtyp-Tieren mit
ND eine 1,63-fach signifikant gesteigerte Odc-mRNA-Expression. Diese Heraufregulation
stimmt Uberein mit der einerseits groRen Bedeutung der Odc-Funktion im Rahmen des
Lysinabbaus (Cox, 2001), als auch der hohen GCDH-Expression im Lebergewebe (Kélker et
al., 2003). Wie auch beim Cac bleibt allerdings unklar, warum die Odc-Expression bei Anfall
noch hoherer Metabolitkonzentrationen, also bei Gecdh”’-Mausen unter HPD, im Vergleich zu
ND-behandelten Tieren, nicht noch weiter ansteigt. Die Heraufregulation des Odc bei Gcdh-
Defizienz entsprache dabei dem Versuch der Zellen, durch eine Heraufregulation des Odc den
Defekt im Ubernachst nachgeschalteten enzymatischen Abbauschritt (GCDH) zu kompensieren.
Da Odc vornehmlich langerkettige Dicarboxylate Uber die mitochondrialen Membranen
transloziert, erscheint eine direkte Beteiligung am Transport von GA und 30OHGA

unwahrscheinlich.

Im Nierengewebe fanden sich im Vergleich der verschiedenen Gruppen keine signifikant
veranderten Odc-Expressionen. Allerdings besteht auf mRNA-Ebene ein Trend zu einer
erhdhten Odc-Expression bei Gedh-defizienten Mausen verglichen mit Wildtyp-Mausen, beide

unter ND. Damit ist dieser Trend am ehesten als nicht GA1-spezifisch einzustufen.

4.1.6 Zusammenfassung der Befunde der Expressionsveranderungen und
Ausblick

Auf der nachfolgenden Seite ist eine Ubersicht iiber die Ergebnisse der Expressionsanalysen

der einzelnen Transporter dargestellt.

Tabelle 14 (auf der nachfolgenden Seite): Ubersicht iber die Ergebnisse der
Expressionsanalysen der einzelnen Transporter. WT = Wildtyp, ND = Normaldiat, HPD =
Hochproteindiat. n.s. = keine signifikanten Expressionsanderungen. Rote Schriftfarbe: Effekte,
die auf eine direkte Beteiligung des Transporters an der Translokation GAl-spezifischer
pathologischer Metaboliten (ber mitochondriale Membranen hinweisen koénnten. Blaue
Schiftfarbe: Effekte, die am ehesten auf einen indirekten Zusammenhang mit GCDH-Defizienz
hinweisen.
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Transporter

(EEmeTlhel) Vergleich Leber Niere Hirn Haupteffekt Erklérung
" : mRNA:  n.s. mRNA:  3,4-fach T , Niere > DIC-Kandidat in
Craglir =D . iy D Protein: n.s. Protein: n.s. LIRSS mRNA-Heraufregulation der Niere?
DIC mRNA: 1,6-fach T mRNA: n.s. , Leber >
(SLC25A10) WT-HPD vs. WT-ND Protein: n.s. Protein: n.s. LIRS mRNA-Heraufregulation RIPPHETE
Gedh™-HPD vs. Gedh'~ND | MRNA: - 1s. mRNA: - 08fach b | oy . : :
Protein: n.s. Protein: n.s.
mRNA: n.s., Trend zu . .
. . : Hirnstamm > OGC maglicher
Gedh-ND vs. WT-ND Qr'zi\‘eﬁ;_ 2: Qrit'\éﬁ;_ 2: ?qugﬁcnhsgmm Trend zu MRNA Kandidat im
o T Heraufregulation Hirn?
OGC mRNA: 1,77-fach T mRNA: n.s. mRNA: n.s. Leber >
(SLC25A11) WT-HPD vs. WT-ND Protein: n.s. Protein: n.s. mRNA-Heraufregulation
mRNA: n.s., Trend zu Leber >
GedhHPD vs. Godh-ND 1,6-fach T mRNA: n.s. mRNA: n.s. Trend zu HPD-Effekt
’ Protein: n.s., Trend zu | Protein: n.s. mRNA- und Protein
1,3-fach T Heraufregulation
; . . . ORC1 indirekt
Gcedh”-ND vs. WT-ND mRNA: n.s. mRNA: 1,45-fach T MR 3,_1‘-fach Tim Niere & Himstamm 9 beteiligt in
Hirnstamm mRNA-Heraufregulation Niere & Hirn?
(SL%FégAlls) WT-HPD vs. WT-ND mRNA:  1,85-fach T mMRNA:  n.s mRNA:  n.s Lzosr |
) ) ' ) - ) - mRNA-Heraufregulation
Gedh™HPD vs. Gedh™ND | mRNA:  1,95-fach + | MRNAT nis. Trend oy s Leeer - HPD-Efield
’ ) ' zu 0,5-fach ¥ ’ " mRNA-Heraufregulation
mRNA: Trend zu 2,6- Niere & Hirnstamm = CAC indirekt
Gedh™-ND vs. WT-ND mRNA:  n.s. mRNA: 1,9-fach T fach Tim ere siamm = beteiligt in
CAC - mRNA-Heraufregulation . .
(SLC_25A20) Hirnstamm Niere & Hirn?
WT-HPD vs. WT-ND mRNA: n.s. mMRNA: n.s. mRNA: n.s. - -
Gcedh”-HPD vs. Gedh”™-ND | mRNA:  n.s. mRNA: n.s. mRNA: n.s. - -
Leber > grof3e
) mRNA: Trend zu ) mRNA-Heraufregulation Bedeutung
Gedh™-ND vs. WT-ND . nlf'fac'" T 1,95fach 1 | MRNAT n.s. Niere - von ODC fir
’ ~ Protein: n.s. Trend zu mRNA den
OoDC Heraufregulation Lysinabbau
(SLC25A21) . mRNA:  Trend zu . Niere > o
WT-HPD vs. WT-ND JIRINAS (1K VepEen P | HIRIVAE S, Trend zu MRNA I IEE D
Protein: n.s. . ) Effekt
Protein: n.s. Heraufregulation
Gedh-HPD vs. Gedh-ND | MRNA: - ns. MRNA:  n.s. mRNA:  n.s. ] ]
Protein: n.s. Protein: n.s.
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Zusammenfassend ergaben sich in den durchgefiihrten Expressionsanalysen bei Gcdh-
Mausen und Wildtyp-M&usen unter HPD oder ND in den entsprechenden Vergleichen der

Gruppen untereinander vor allem drei unterschiedliche Arten von Befunden:

1. Es zeigten sich Effekte, die am ehesten eine unspezifische Folge der Applikation der HPD
sind und nicht in Zusammenhang mit dem jeweiligen Genotyp stehen. Dies betrifft die mRNA-
Heraufregulation von Dic, Ogc und Orcl im Lebergewebe HPD-behandelter Tiere
(;unspezifische HPD-Effekte®).

2. Es zeigten sich spezifische, am ehesten mit Gcdh-Defizienz und der damit verbundenen
Akkumulation pathologischer Metaboliten in Zusammenhang stehende Heraufregulationen von
Transportern, die als direkte Kandidaten fir die Translokation von GA und 30OHGA
unwahrscheinlich sind (in Tabelle 14 in blauer Schriftfarbe unterlegt). Diese Effekte betreffen
vielmehr sekundére Veranderungen in unterschiedlichen Stoffwechselwegen. Hier sind die
erhodhten renalen und cerebralen mRNA-Expressionen von Orcl (Rolle im Harnstoffzyklus,
erhdhte Ammoniakkonzentrationen in Gegenwart von GA und 30HGA) und Cac (Bedeutung
des Carnitinzyklus beim Transport von Glutaryl-CoA) zu nennen, darlber hinaus die erhohte
Expression des Odc (wichtiger Transportschritt im Lysinabbau) in der Leber (,indirekt beteiligte

Transporter*).

3. Es fanden sich erhdhte Expressionen von Transportproteinen, die aufgrund ihrer
Substratspezifitat als direkte Transporter fir GA und 30OHGA in Frage kommen (in Tabelle 14 in
roter Schriftfarbe unterlegt). Dies betrifft die erhéhte Expression von Dic in der Niere und von

Ogc im Hirngewebe (,direkt beteiligte Transporter®).

Fur die Festlegung einer direkten Beteiligung der genannten Transporter an der Translokation
von GA und 30HGA uber die mitochondriale Membran reicht der Nachweis einer erhdhten
Expression nicht aus. Die direkte Translokation von GA oder 3OHGA Uber Membranen kann
nur Gber funktionelle Studien erfolgen. Im Rahmen der experimentellen Arbeiten zur
vorliegenden Arbeit war als nachster Schritt versucht worden, die Aufnahme von [*C]-
markierter GA und [®H]-markierter 30OHGA in Mitochondrienextrakte zu untersuchen. Diese
Studien waren sowohl an Mitochondrienextrakten aus Lebergewebe und unbehandelten Zellen
geplant, als auch an HelLa-Zellen, in denen die verschiedenen SLC25-Transporter durch
siRNA-Behandlung herabreguliert waren. Diese Experimente sind in der vorliegenden Arbeit
nicht dargestellt worden, da es unter keiner der geschilderten experimentellen Bedingungen
gelang, eine Aufnahme von Radioaktivitat in die Mitochondrienextrakte nachzuweisen. Dafir
kommen mehrere Erklarungen in Frage: Entweder waren die aufgereinigten Mitochondrien nicht
mehr vital und wiesen daher nicht mehr die erforderliche ATP-Menge beziehungsweise die
Konzentrationsgradienten derjenigen Substrate auf, die fir den Antiport notwendig sind. Eine
weitere Mdoglichkeit ist, dass die Menge aufgereinigter Mitochondrien nicht ausreichte, um
Radioaktivitdt oberhalb des Grundrauschens des Experimentes aufzunehmen, also die

Nachweisgrenze des Experimentes zu niedrig war.
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Anzustreben ist, das in der Literatur etablierte System rekombinant exprimierter, aufgereinigter
und in Liposomen rekonstituierter SLC25-Transporter fur die erforderlichen Studien
anzuwenden (Palmieri, 2013). Diese Methode war zur Zeit des experimentellen Teils dieser
Arbeit im Labor nicht etabliert und ein Aufbau der Methode in einem akzeptablen zeitlichen

Rahmen nicht zu erreichen.

4.2 Das HelLa-Zellsystem als Alternative zum Gcdh”-Mausmodell

Um die Auswirkungen einer verminderten Gecdh-Expression zu untersuchen und ein einfacheres
System fiur zellulare Untersuchungen der Gcdh-Defizienz zur Verfligung zu haben als das
Knock-out-Mausmodell, sollte ein in-vitro-Zellmodell der GCDH-Defizienz erstellt werden. Dafir
wurden HelLa-Zellen als Zelllinie ausgewahlt, um dort durch den gezielten Einsatz GCDH-
spezifischer siRNA eine Herabregulation der GCDH-Expression herbeizufihren. Zur
Uberpriifung, ob die Behandlung mit GCDH-siRNA tatséchlich zu einer reduzierten GCDH-
Proteinexpression fiihrt, wurden Expressionsanalysen mittels Western Blot durchgefihrt. Im
untersuchten Zeitraum (24-96 Stunden nach erster siRNA-Transfektion) zeigte sich ein stetiger
Abfall der GCDH-Proteinmenge bis auf minimal 18 % der Ausgangsmenge nach 96 Stunden. In
Erganzung zur Kontrolle der GCDH-Proteinexpression im Western Blot wurden
Immunfluoreszenz-Analysen durchgefiihrt. Auch hierbei bestétigte sich eine starke Reduktion
des GCDH-spezifischen Signals bei gleichbleibender mitochondrialer Lokalisation des
verbliebenen Proteins. Unklar bleibt, welcher GCDH-Restaktivitat eine auf 18 % herabgesetzte
Expression entspricht. Um dieser Frage nachzugehen, waren GCDH-AKktivitatsbestimmungen in
den siRNA-behandelten Zellen notwendig. Zum Zeitpunkt der experimentellen Arbeiten stand
im Labor kein GCDH-Aktivitdtsassay zur Verfiigung. Wenn eine auf 18 % der Ausgangsmenge
reduzierte GCDH-Expression auch einer GCDH-Restaktivitat von 18 % entsprache, wéare von
einer relevanten Reduktion der GCDH-Aktivitdt auszugehen, da bei klinisch auffalligen
Patienten GCDH-Restaktivitaten bis zu 30 % beschrieben worden sind (Busquets et al., 2000;
Goodman et al., 1995; Muhlhausen et al., 2003; Pineda et al., 1998).

Das HelLa-Zellsystem stellt damit ein potentielles Zellkulturmodell dar, an dem die Beobachtung
und Untersuchung reduzierter GCDH-Mengen auf verschiedene Stoffwechselparameter der

Zelle moglich wird.

Im Anschluss an die Generierung des Zellmodells sollte Uberpruft werden, ob sich die bei der
Glutarazidurie Typ 1 entstehenden Metaboliten GA und 30HGA in den Zellkukturmedien der
GCDH-siRNA-behandelten HelLa-Zellen nachweisen lassen. Mittels Gaschromatographie und
nachfolgender Massenspektrometrie (GC/MS) sollten die in den Medien und Zellextrakten
enthaltenen Metaboliten GA und 30HGA nachgewiesen und Uber mitgefiihrte Standards
quantifiziert werden. Leider gelang es mit dieser Methode nicht, GA und 30HGA in den Medien

oder den Zellextrakten nachzuweisen. Daher sind diese Untersuchungen im Ergebnisteil nicht
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mit aufgefuihrt. Fir die mangelnde Nachweisbarkeit von GA und 30HGA gibt es mehrere
denkbare Erklarungen: Dies kénnte zum einen darin begriindet sein, dass eine Behandlung der
Zellen mit siRNA Uber 96 Stunden bei einer bekannten Halblebenszeit des GCDH-Proteins von
34,5 Stunden (Keyser et al., 2008) nicht ausreichend ist, um die Menge an enzymatisch aktivem
Protein so weit zu vermindern, dass es zu einem relevanten Anstieg an Metaboliten kommt.
Eine zweite Méglichkeit ware, dass das gewahlte Verfahren nicht sensitiv genug war, um GA

und 30OHGA in den vorliegenden Konzentrationen nachzuweisen.

Im néchsten Schritt sollte Uberprift werden, ob sich in GCDH-siRNA-behandelten Zellen
ahnliche Effekte auf die Expression von Transportern zeigten, wie sie sich im GAl-Mausmodell
und anderen heterologen Expressionssystemen unter den Bedingungen der Gcdh-Defizienz
gezeigt hatten. Daher schien es interessant, ob und auf welche Weise Transporter in den Zellen
mit verminderter GCDH-Expression in ihrer Expression verandert sind. Ausgewahlt wurden
dafir vier Transporter:

1. Der Dic (SIc2510), der in vorangegangenen Untersuchungen eine erhhte mRNA-Expression
in der Niere von Gcdh’-Tieren zeigte, so dass eine Beteiligung am Transport der toxischen
Metaboliten Glutarsaure und 3-Hydroxyglutarsdure méglich erschien.

2. Der Odc (Slc25a21), der bei Gedh”-Tieren im Lebergewebe eine erhohte mRNA-Expression
aufwies, so dass ein indirekter Zusammenhang mit der Akkumulation von GA und 30OHGA
vermutet werden kann.

3. Der NaC3 (Slc13a3), der als erster Transporter fur 30OHGA beschrieben worden ist (Stellmer
et al., 2007) und ebenfalls in Nierengewebe von Gedh’-Mausen erhéht exprimiert wird.

4. Der Oatl (Slc22a6), der ein grolRes Substratspektrum aufweist und ebenfalls am Transport
der toxischen Metaboliten Glutarsdure und 3-Hydroxyglutarsaure beteiligt ist (Hagos et al.,
2008).

Die Auswertung der mittels Real-time-PCR untersuchten mRNA-Expression der aufgefihrten
Transporter zeigte keine Expressionsunterschiede der untersuchten Transporter bei siRNA-
behandelten Zellen im Vergleich zu Kontroll-Zellen. Eine Expression des NaC3 liel3 sich nicht
nachweisen. Fir dieses im Vergleich zum Mausmodell unterschiedliche Verhalten der siRNA-
behandelten HeLa-Zellen gibt es mehrere mogliche Ursachen. So kann, wie oben mit Bezug auf
die Metabolitenmessungen, die Zeit nach siRNA-Transfektion zu kurz sein, als dass sich die
Effekte abzeichnen kdnnten, zum Beispiel durch die Halblebenszeit des GCDH-Proteins von
34,5 Stunden. Ein weiterer wichtiger Faktor ist der prinzipielle Unterschied der Zellsysteme.
Wahrend die Expression der einzelnen Transporter in unterschiedlichen Organen im Gcdh-
defizienten Mausmodell gemessen wurde, handelt es sich bei HelLa-Zellen um eine
Tumorzelllinie. Die daraus resultierenden zelltypspezifischen Unterschiede hinsichtlich der
exprimierten Proteine konnten die Unterschiede im Verhalten der Zellen nach siRNA-

Herabregulation der GCDH erklaren.
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Zusammenfassend erscheint das generierte in-vitro-Modell als vielversprechende Ergénzung zu
bereits vorhandenen in-vivo-Modellen. Vor einem gréReren Einsatz dieses Modells wéaren aber
noch Arbeiten notwendig, um die biochemischen und metabolischen Eigenschaften von Zellen
nach GDCH-siRNA-Behandlung néher zu charakterisieren. Wie oben aufgefiihrt, sollten zum
einen GCDH-Enzymaktivitatsmessungen von Hela-Zellen mit und ohne GCDH-siRNA-
Behandlung parallel zur Quantifizierung der GCDH-Proteinmenge durchgefiihrt werden, um die
Proteinmenge mit der Enzymrestaktivitit zu Kkorrelieren. Zum anderen sollten die
Metabolitenmessungen in siRNA-behandelten Zellen ausgeweitet werden, um mit héherer
Sensitivitat die Menge an GA und 30HGA zu quantifizieren und gegebenenfalls die Messungen
auf spatere Zeitpunkte nach siRNA-Transfektion auszuweiten. So kénnte festgestellt werden,

nach welcher Zeit ein maximaler Metabolitenanstieg zu erwarten ist.
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5 Zusammenfassung

Die Glutarazidurie Typ 1 (GAl) ist eine angeborene neurometabolische Erkrankung, die durch
den Defekt des mitochondrialen Matrixenzyms Glutaryl-CoA-Dehydrogenase (GCDH), einem
Enzym im Abbau der Aminosauren Lysin, Hydroxylysin und Tryptophan, bedingt ist. Durch den
Enzymdefekt kommt es zur Akkumulation der pathologischen Metaboliten GA und 30OHGA in
Korperflissigkeiten und Geweben. Im Rahmen kataboler Zustéande sind betroffene Patienten in
einem Altersfenster von der Geburt und etwa bis zum vierten Lebensjahr der Gefahr
sogenannter encephalopathischer Krisen ausgesetzt, die zum Untergang des Striatums mit
nachfolgender irreversibler dyston-dyskinetischer Bewegungsstorung fuhren kénnen. Es steht
ein Gcdh-defizientes Mausmodell mit dem biochemischen Phanotyp der GAL zur Verfligung, in
dem durch Applikation einer Hochproteindiat (HPD) metabolische Krisen ausgelost werden
konnen. Sowohl in diesem Tiermodell als auch in verschiedenen heterologen
Expressionssystemen war in Vorarbeiten der Transport der akkumulierenden pathologischen
Metaboliten untersucht worden. So gelang es, den Natrium-abhéngigen Dicarboxylat-
Cotransporter 3 (NaC3) und die organischen Anionen-Transporter 1 und 4 (OAT1 und OAT4)
als GA- beziehungsweise 30OHGA-translozierende Proteine an der Plasmamebran zu
identifizieren. Die Fragestellung der vorliegenden Arbeit bestand darin, nach Hinweisen fir
Transporter zu suchen, die am intrazellularen Transport von GA und 30OHGA beteiligt sein
konnten. Dazu sollte die mRNA- und Proteinexpression verschiedener mitochondrialer
Transporter aus der Familie der SLC25-Proteine in unterschiedlichen Geweben im Gcdh--
Mausmodell unter basalen Bedingungen und wahrend der induzierten metabolischen Krise
untersucht und mit den Daten aus Wildtyp-Tieren verglichen werden. Zunachst wurden aus den
bisher beschriebenen SLC25-Transportern funf ausgewahlt, die aufgrund ihrer
Substratspezifitdt als mdogliche Kandidaten fir eine direkte oder indirekte Beteiligung am
Transport von GA und 30HGA in Frage kamen. Die Expressionsanalysen der ausgewahlten

mitochondrialen Transporter erbrachten drei unterschiedliche Arten von Befunden:

» Die mRNA-Expressionen des Dicarboxylatcarriers (Dic), des Oxoglutaratcarriers (Ogc)
und des Ornithincarriers 1 (Orcl) im Lebergewebe waren abhangig von der Applikation
einer HPD, aber unabhéngig vom Phanotyp (Gcdh’ versus Wildtyp). Daher wurden

diese Befunde als unspezifische Effekte der HPD gewertet.

» Die renalen und cerebralen mMRNA-Expressionen von Orcl, vom Carnitin-
Acylcarnitincarrier (Cac) sowie die des Oxoadipatcarriers (Odc) in der Leber waren
signifikant und spezifisch mit Gcdh-Defizienz assoziiert erhoht. Diese Transporter
erscheinen aufgrund ihrer bekannten Substratspezifitdt als Kandidaten fir die direkte
Translokation von GA und 30HGA unwahrscheinlich, sind aber an Stoffwechselwegen
beteiligt, die mit der Pathogenese der GAl assoziiert sein kdnnten (Orcl - Rolle im
Harnstoffzyklus bei bekannt erhéhten Ammoniakkonzentrationen in Gegenwart von GA
und 30HGA; Cac > Bedeutung des Carnitinzyklus beim Transport von Glutaryl-CoA,;
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Odc -> wichtiger Transportschritt im Lysinabbau). Die Beteiligung dieser genannten

Transporter an der Pathogenese der GA1 wurde daher als indirekt eingeordnet.

> Die Expressionen des Dic in der Niere und des Ogc im Hirngewebe waren bei Gedh'--
Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren signifikant erhéht. Beide Transporter kommen —
unterstitzt durch die vorliegenden Daten — als Kandidaten fur den direkten Transport
von GA und 30HGA in Frage.

Zusammenfassend konnten aus den ausgewdahlten Transportern der SLC25-Familie solche
identifiziert werden, die als vielversprechende Ziele fur anschlieBende funktionelle Studien
angesehen werden: Dic und Ogc sollten in funktionellen Studien direkt auf ihre Fahigkeit, GA
und 30HGA zu translozieren, untersucht werden. Die Heraufregulation des Orcl und des Cac
weisen darauf hin, dass eine genauere Analyse des ihnen zugewiesenen Stoffwechselweges
(Orcl > Harnstoffzyklus, Cac > Carnitinzyklus) vielversprechend ist, um weitere Einblicke in
die Pathogenese der GA1 zu erlangen. Zielfuhrend kdnnten hier Expressionsuntersuchungen
und Aktivitatsbestimmungen weiterer an den jeweiligen Stoffwechselwegen beteiligter Proteine

sein.

Im zweiten Teil des Projektes wurden HeLa-Zellen mit GCDH-spezifischer siRNA behandelt. Es
konnte nachgewiesen werden, dass die GCDH-Expression in diesem System bis auf 18 % und
damit deutlich supprimiert werden konnte. Weitere funktionelle (Bestimmung der GCDH-
Enzymrestaktivitat) und metabolische (Quantifizierung der akkumulierenden Metaboliten GA
und 30HGA) Studien sind notwendig, um dieses in-vitro-System naher zu charakterisieren. Die
hier vorgelegten Daten lassen das HelLa-GCDH-siRNA knock-down-System als
vielversprechendes Modell erscheinen, das kinftig erganzend zu in-vivo-Modellen fir die

Analyse der Pathogenese der GA1 herangezogen werden kann.
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6 Abkilirzungsverzeichnis

30HGA

AADAT

AASS

AGC

APS

ATP

BSA

CAC

cDNA

CiC

CO2

CoA

CPT

CT

DAPI

DEPC

DHTKD1

DIC

DMEM

DMSO

DNA

dNTP

ECL

EDTA

FKS

GA

GAl

GA2

GA3

3-Hydroxyglutarsaure
2-Aminoadipat-Transaminase
2-Aminoadipat-6-Semialdehyd-Dehydrogenase
Aspartate/glutamate carrier
Ammoniumpersulfat
Adenosintriphosphat
Rinder-Serumalbumin
Carnitine/acylcarnitine carrier
Complementary DNA

Citrate carrier

Kohlenstoffdioxid

Coenzym A
Carnitin-Palmitoyl-Transferase
Cycle of threshold
4’,6-Diamidino-2-phenylindol
Diethylpyrocarbonat
E1l-Untereinheit des OGDH-Komplexes
Dicarboxylate carrier

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonucleinacid
Desoxynukleosidtriphosphat
Enhanced chemoluminescence
Ethylene diamine tetraacetic acid
Fokales Kéalberserum

Glutarséure

Glutarazidurie Typ 1

Glutarazidurie Typ 2

Glutarazidurie Typ 3
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GABA
GCDH
GCDH
Gcedh
GCDH
Gcedh
H20
H202
HCI
HEPES
HGNC
HHH-Syndrom
HPD
HRP

Ig

KCI

KG
KOH
Mab
MnSOD
mpk CCD-Zellen
MRNA
MRT
NaC
NaCl
NAD*
NADP~*
ND
NMDA
O2

OAT

Gamma-Ammino-Buttersaure
Glutaryl-Coenzym A Dehydrogenase
Proteinsymbol des Menschen
Proteinsymbol der Maus

Gensymbol des Menschen
Gensymbol der Maus

Wasser

Wasserstoffperoxid

Salzsaure

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-Ethansulfonsaure

HUGO Gene Nomenclature Committee

Hyperornithindmie-Hyperammonamie-Homocitrullinurie

Hochproteindiat

Meerrettichperoxidase

Immunglobulin

Kaliumchlorid

Ketoglutarat

Kaliumhydroxid

Monoclonal antibody

Mangan-abhangige Superoxiddismutase
Maus-Zelllinie

Messenger RNA

Magnetresonanztomographie
Natrium-abhangiger Dicarboxylat-Cotransporter
Natriumchlorid
Nikotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid
Nikotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat
Normaldiat

N-Methyl-D-Aspartat

Sauerstoff

Organischer Anionen-Transporter
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obC
OGC
OGDHc
ORC1
ORC2
PAGE
PBS
PCR
PDA
PFBH
PIPOX
PyC
RNA
SDS
SiRNA
SLC
TAE
Taq
TEMED
Tris
WB

+/+

Oxodicarboxylate carrier

Oxoglutarate carrier
2-Oxoglutarat-Dehydrogenase-Komplex
Ornithin carrier 1

Ornithin carrier 2
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphate-buffered saline

Polymerase chain reaction

p-Phenylendiamin

Pentafluorobenzylhydroxylaminhydrochlorid

Pipecolat-Oxidase

Pyruvate carrier

Ribonucleinacid

Sodium Dodecyl sulfate

Small interfering RNA

Solute carrier

Tris-Acetat-EDTA

Thermophilius aquaticus
N,N,N’,N’,-Tetra-methyl-ethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan
Western Blot

Wildtyp

Knock-out (Gen-defizient)
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