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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Pathologische Mutationen im Monocarboxylattransporter 8 (MCT8, SLC16A2), die das
Allan-Herndon-Dudley Syndrom (AHDS) verursachen, sind flir die Inaktivierung der
Transportfunktion des Proteins verantwortlich. AHDS-Patienten leiden unter neuro-
logischen Defekten, die moglicherweise durch eine Unterversorgung des Gehirns mit
Schilddrisenhormonen wahrend kritischer Phasen der Entwicklung hervorgerufen
werden. Interessanterweise sind Meci§-defiziente Mause neurologisch unauffallig,
weshalb Ulrich Schweizer und Kollegen die Hypothese kompensierender
Schilddrisenhormontransporter vorschlugen, die den Funktionsverlust von Mct8 in
manchen Zellen ausgleichen konnten.

Ein potentieller Kandidat ist der L-Typ Aminosauretransporter 2 (Lat2, Sic7a8), der neben
Aminosauren auch Schilddrisenhormone transportieren kann. Er wird in verschiedenen
Zelltypen des murinen embryonalen Gehirns exprimiert, konnte allerdings nicht in
humanen embryonalen Neuronen wie den Pyramidenzellen des Kortex nachgewiesen
werden.

Zur Aufkldrung der Lat2-Funktion in Mdusen wurden S/c/7a&defiziente Mause generiert
und in der vorliegenden Arbeit erstmalig untersucht. Interessanterweise ist der Phanotyp
Slc7a8-defizienter Mause relativ mild. Die Mause zeigten zwar eine Aminoazidurie, aber
keine Veranderungen der Schilddriisenhormonachse oder der Expression Ts-responsiver
Gene. Lediglich leichte Storungen in der Bewegungskoordination konnten beobachtet
werden, die zum einen auf einen verminderten Schilddrisenhormontransport und/oder

auf Stérungen im Neurotransmittermetabolismus zurtickzufuhren sein kdnnten.

Die dreidimensionale Struktur von MCT8 und damit die genaue Wirkungsweise des
Transporters sind unbekannt. Sequenzvergleiche zwischen anderen Mitgliedern der
MCT-Familie und MCT8 sowie Struktur-Funktionsanalysen fihrten zu einem MCTS8-
Homologiemodell, das auf der Grundlage der Kristallstruktur des bakteriellen Glycerol-3-
Phosphattransporters basiert. Mithilfe des Homologiemodells wurden potentiell an der
Substratbindung beteiligte Aminosauren (His192, His415 und R301) identifiziert und
durch Einfihrung von Mutationen in die MCT8-Sequenz charakterisiert. Es zeigte sich,
dass His415 und R301 essentiell flir den MCT8-vermittelten Ts-Transport bzw. die
Ts-Bindung sind. AuBerdem offenbarte die Mutation von His192 zu Glutamin

unterschiedliche Wechselwirkungen dieser Aminosaure mit den Jodthyroninen T3 und Ty.



Zusammenfassung

Interessanterweise ist eine neue Mutation (N193l) die Ursache fur AHDS bei einer
weiblichen Patientin. AHDS betrifft als X-chromosomal rezessiv vererbte Krankheit vor
allem Knaben. Nichtsdestotrotz konnten sich AHDS-typische Symptome bei einer
weiblichen Patientin manifestieren, da es neben der pathologischen N193I-Mutation in
MCT8 vermutlich zu einer 70%igen Inaktivierung des X-Chromosoms kam, welches nicht
von der MCT8-Mutation betroffen war. Biochemische Untersuchungen der N193I-

Mutation zeigten, dass der Ts-Transport aber nicht die T3-Bindung gestort ist.

Tyrosinkinase Inhibitoren (TKIs) dienen der Behandlung verschiedener Krebsarten wie
dem Nierenzellkarzinom oder dem gastrointestinalen Strumatumor. Als Nebenwirkung
wird oft Hypothyreose beobachtet. Selbst athyreote Krebspatienten, die unter
Levothyroxin-Substitution stehen, zeigen anormale Schilddrisenfunktionstests. Eine
maogliche Erklarung ist eine verminderte Absorption des Levothyroxins im Darm oder eine
mangelnde Reabsorption von Schilddrisenhormonen in der Niere hervorgerufen durch
eine TKI-vermittelte Inhibition von MCT8. Die Wirkungen der TKls Sunitinib, Imatinib,
Dasatinib und Bosutinib auf MCT8 wurden biochemisch im Zellkulturmodell untersucht.
Es konnte gezeigt werden, dass TKls eine nicht-kompetitive Hemmung des MCT8-

vermittelten Ts-Transports hervorrufen.

Abstract

Monocarboxylate transporter 8 (MCT8, SLC16A2) is a specific thyroid hormone
transporter. Mutations in MCT78 leading to the Allan-Herndon-Dudley syndrome (AHDS),
a severe mental retardation disease, impair its thyroid hormone transport function. It is
hypothesized that patients suffer from a thyroid hormone transport defect into the
different brain cells during critical stages of embryonic development. Surprisingly, mice
deficient in Mct8 do not show neurological impairments prompting Ulrich Schweizer and
colleagues to suggest the hypothesis that alternative transporter proteins compensate for
the lack of Mct8 function in mice.

The L-type amino acid transporter 2 (Lat2, Sic7a8) facilitates the transport of amino acids
as well as thyroid hormones. It is expressed in different cell types of the embryonic
mouse brain, but could not be detected in human cortical pyramidal cells during early

embryonic stages.
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Zusammenfassung

In order to investigate the physiological function of Lat2, S/c/7a&-deficient mice were
generated, that exhibited only a mild phenotype. Mice showed aminoaciduria of small
neutral amino acids, while thyroid hormone metabolism was not affected. However,
movement coordination was slightly impaired in S/c/7a&deficient mice what might be due
to a diminished thyroid hormone transport and/or a dysfunction in neurotransmitter

metabolism.

The 3-dimensional structure of MCT8 is unknown so far. Sequence alignments and
structure-function analysis lead to a MCT8 homology model based on the structure of the
bacterial glycerol-3-phosphate transporter. Analysis of the MCT8 homology model
revealed two “His-Arg clamp” motifs possibly involved in substrate recognition and
substrate translocation. Mutations of the conserved His and Arg residues in human
MCT8 were biochemically investigated. The results demonstrated that His415 and
Arg301 are critically involved in MCT8-mediated transport of Ts. In addition, the
mutations of His192 to glutamine displayed different interaction possibilities with the

iodothyronines T3 and Tj.

AHDS is an X-linked mental retardation disease with males generally affected and
females being heterozygous carriers of the mutation. Nevertheless a female AHDS
patient was identified with a new Asn to lle mutation at position 193 and a skewed
inactivation of the second X-chromosome not carrying the mutation by 70%.
Biochemically investigations of MCT8V'%! showed that T3 transport but not T3 binding is
disturbed.

Tyrosine kinase inhibitors (TKI) are used for the treatment of various types of cancer.
Case reports and clinical trials have reported abnormal thyroid function tests (TFT) as
well as an increased requirement of levothyroxine in thyroidectomized patients during
TKI treatment. A possible explanation could be a diminished intestinal absorption of
levothyroxine or a lack of renal reabsorption of thyroid hormones due to TKI-mediated
inhibition of MCTS8. Therefore, sunitinib, imatinib, dasatinib and bosutinib were
biochemically investigated concerning their effects on MCT8 transport activity. | showed

that TKls lead to a non-competitive inhibition of MCT8-mediated iodothyronine transport.

Xl



Einleitung

1. Einleitung

"These chemical messengers, however, or ,hormones’ (from Jpuaw, | excite or
arouse) as we might call them, have to be carried from the organ where they are
produced fto the organ which they affect by means of the blood stream and the
continually recurring physiological needs of the organism must determine their
repeated production and circulation throughout the body (Henderson, 2005). “

Ernest Starling, 1905

Die Endokrinologie (,Lehre von den Hormonen®) als Teilgebiet der Physiologie ist
eine relativ junge Wissenschaft. Arnold Adolph Berthold publizierte 1849 eines der
ersten endokrinologischen Experimente und beschrieb darin die Unterentwicklung
von Kdmmen und Kehllappen bei Hahnen als Folge einer Kastration, ein Effekt, der
durch die Transplantation der Hoden zurick in die Bauchhohle, umgekehrt werden
konnte. Berthold spekulierte anhand seiner Experimente, dass die Hoden einen Stoff
(1935 als Testosteron identifiziert) ins Blut abgeben, der im Korper des Hahns zur
Ausbildung der sekundéaren Geschlechtsmerkmale flhrt.

Der eigentliche Hormonbegriff wurde erstmals 1905 von Ernest Starling definiert
(siehe oben). Er beschrieb Hormone als anregende, chemische Botenstoffe, die uber
den Blutstrom transportiert werden und dessen Produktion und Zirkulation im Korper
durch den Bedarf des jeweiligen Organismus bestimmt werden.

Heutzutage versteht man Hormone eher als Modulatoren. Sie wirken sowohl
aktivierend als auch hemmend und werden in geringer Konzentration in das Blut oder
die extrazellulare Flussigkeit abgegeben. Inzwischen ist klar, dass nicht nur die
bekannten endokrinen Drisen Hormone produzieren und abgeben, sondern auch
Gewebe als Hormonlieferanten fungieren, die vorher nicht damit in Verbindung
gebracht wurden (z.B. Magen - Grehlin, Fettgewebe - Leptin). Die Hormonwirkung
entfaltet sich an einer (meist entfernten) Zielzelle im Korper.
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1.1. Die Schilddrise

“The last part of the 19th century was a period of great achievements in medicine and
endocrinology. The thyroid gland evolved from being considered a rudimentary
structure to an organ related to specific diseases.”

(Lindholm and Laurberg, 2011)

Thomas Wharton orientierte sich an den Kampfschilden des antiken Griechenlands,
als er 1656 der Schilddruse ihren Namen gab.

Als schmetterlingsformiges Organ befindet sich die Schilddrise unterhalb des
Kehlkopfes und oberhalb der Luftréhre. Sie besteht aus zwei Lappen, die beim
Menschen und anderen Saugern (allerdings nicht bei der Maus) Uber den Isthmus
miteinander verbunden sind.

Theodor Kocher, ein Schweizer Chirurg, der 1909 den Nobelpreis fur Medizin erhielt,
konnte zeigen, dass die Symptome von Morbus Basedow durch die Entfernung der
Schilddrise (Thyreoidektomie) verschwanden, schilddrisenoperierte Patienten bei
der Nachuntersuchung nun aber ,kretinartige Veranderung“ aufwiesen.

Paul Julius Mobius, ein Leipziger Neurologe, schlussfolgerte spater, dass
Erkrankungen wie Kretinismus oder die Basedowsche Krankheit einer Fehlfunktion

der Schilddrise zuzuordnen sind.

Aufgebaut ist die Schilddrise aus Schilddrisenfollikeln, der kleinsten funktionellen
Einheit der Schilddrise und Syntheseort der Schilddriisenhormone (Abb.1-1). Ein
Schilddrisenfollikel besteht aus einschichtigem Follikelepithel und Kolloid. Die
Zellen des Follikelepithels werden als Thyrozyten bezeichnet. Jeder Thyrozyt ist Uber
Kapillare mit dem Blutsystem verbunden, so dass die Schilddriise zu den Organen

zahlt, die sehr stark durchblutet werden.

1.1.1. Die Schilddrisenhormone

Die Schilddrise ist eine endokrine Drise, die die Hormone Trijodthyronin (T3) und

Tetrajodthyronin (Thyroxin, T4) sezerniert. Diese Hormone spielen eine wichtige Rolle
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bei der Thermogenese, dem Stoffwechsel und Wachstum sowie der Entwicklung
verschiedener Organe insbesondere des Nervensystems.

Im Blut zirkulieren T3 und T4 an Bindeproteine gebunden, wodurch die relativ langen
Halbwertszeiten von einem (T3) und sieben (T4) Tagen zustande kommen. Zu den
Bindeproteinen gehdéren TBG (Thyroxin-bindendes Globulin), Transthyretin und
Albumin. Gemeinsam binden sie 99,9% des T4 und 99,5% des T3 im Serum und
verhindern somit die Anlagerung der hydrophoben Hormone an Blutgefal’e oder den
Verlust der Schilddrisenhormone durch Ausscheidung Uber die Niere.

O OH

B I
Hoﬁl 3 NH; /@/‘INHz
I~ o) ;s o; OH HO
I
Thyroxin, Ta Tyrosin

*ARD \IRD

I |
HO@\I NH> Homlmm—b
o ; o; OH I o 0% “oH
I
| 3,3',5-Trijodthyronin, T3 3,3",5'-Trijodthyronin, rTs

Kapillare

/ARD *IRD / ARD ‘IRD
HO | NHp I I
\©\ HO 1 NH, HO NH,
1 0 o~ "OH I o) o~ oH

3,5-Dijodthyronin, 3,5-Tz 3,3'-Dijodthyronin, 3,3'-Tz 3',5"-Dijodthyronin, 3',5'-Tz

Abbildung 1-1: (A) Schematische Darstellung eines Schilddrisenfollikels, der kleinsten funktionellen
Einheit der Schilddruse. Die Thyrozyten umgeben als einschichtiges Follikelepithel das Kolloid. Jeder
Thyrozyt ist Uber Blutkapillare mit dem Blutsystem verbunden. (B) Strukturformel der Aminoséure
Tyrosin und verschiedener Jodthyronine (Braun et al., 2010). T, ist ein Tyrosinderivat und kann durch
AuBenringdejodierung (ARD) in seine biologisch aktive Form (T3;) umgewandelt werden. Eine
Dejodierung am Innenring (IRD) des Thyroxins flhrt zur Inaktivierung des T, zu reversem T3 (rT3). Die
gleichfalls verbreitete Nomenklatur 5- oder 5-Dejodierung ist zwar préaziser, schliet dann aber die
Benennung einer folgenden 3- oder 3-Dejodierung mit dem gleichen Terminus aus, auch wenn

dasselbe Enzym beteiligt ist.
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1.1.2. Synthese und Abbau der Schilddriisenhormone

“The main function of the thyroid gland is to concentrate iodide and to make it
available for biosynthesis of thyroid hormones.”
(Bizhanova and Kopp, 2009)

Die Synthese der Schilddrisenhormone findet in den Thyrozyten und dem Kolloid der
Schilddrise statt. Wichtige Spurenelemente, die dabei eine Rolle spielen, sind Jod,

Eisen und Selen.

Jodidaufnahme. Der an der basolateralen Membran von Thyrozyten lokalisierte
Natrium-Jodid-Symporter (NIS) Gbernimmt bei der Schilddriisenhormonbiosynthese
die Aufgabe, Jodid aus dem Blut in die Thyrozyten zu transportieren. Der Transport
eines Jodidmolekuls erfolgt zusammen mit zwei Natriumionen entlang eines
Natriumgradienten, der durch die Natrium-Kalium-ATPase (Na'-K'-ATPase)
aufrechterhalten wird (Bizhanova and Kopp, 2009; Spitzweg and Morris, 2010). Die
Na*-K*-ATPase ist ebenfalls an der basolateralen Thyrozytenmembran lokalisiert und
bezieht ihre Energie aus cytosolischem ATP.

An der apikalen Membran erfolgt die Abgabe des akkumulierten Jodids in das Kolloid
durch den lonenkanal Pendrin (Bizhanova and Kopp, 2009; Spitzweg and Morris,
2010). Neben Jodid transportiert Pendrin auch noch Chlorid. Mutationen in einem der
beiden Transporter flihren zur Strumabildung.

Synthese: Im Kolloid wird Jodid mithilfe von H,O2 durch die Thyreoperoxidase (TPO)
oxidiert. Die Thyreoperoxidase ist an der apikalen Thyrozytenmembran lokalisiert.
Das katalytische Zentrum des Enzyms enthalt Eisenionen und befindet sich auf der
extrazellularen Seite des Thyrozyten im Kolloid. Neben der Oxidation des Jodids
Ubernimmt TPO auch die Jodierung von Tyrosin in drei und funf Position am
Schilddrisenvorlauferprotein Thyreoglobulin (Tg), wodurch Monojodtyrosin (MIT) und
Dijodtyrosin (DIT) entstehen. Die H,O»-abhangige oxidative Kopplung von MITs und
DITs zu T3 und T4 innerhalb der Thyreoglobulinpolypeptidkette wird ebenfalls durch
TPO katalysiert (Ruf and Carayon, 2006). H,O, entsteht extrazellular aus Sauerstoff
und intrazellularem NADPH mithilfe von NADPH-Oxidasen, die sowohl unter den
Namen Thyrooxidasen als auch Dualoxidasen (DUOX) bekannt sind. Sie sind an der
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apikalen Thyrozytenmembran mit TPO kolokalisiert (Ohye and Sugawara, 2010). Der
Abbau von uberschissigem H;O, zu Wasser wird durch das Selenocysteinenzym
Glutathionperoxidase 3 (GPx3) katalysiert. Lipidperooxide werden durch GPx4
abgefangen (Chiu-Ugalde et al., 2012). Glutathionperoxidasen dienen somit als
antioxidatives Schutzsystem.

Freisetzung: Jodiertes Thyreoglobulin oder proteolytische Fragmente werden durch
TSH(Thyrotropin)-vermittelte Mikropinozytose in die Thyrozyten aufgenommen und
dort in Lysosomen durch Kathepsine, Dipetidylpeptidasen und Exopeptidasen weiter
abgebaut. Daraufhin erfolgen die Freisetzung von T3 und T4 ins Cytosol und die
Befdrderung dieser liber basolaterale Transportsysteme aus der Zelle heraus.
Jodtyrosinreste des Tg, die nicht zur Biosynthese von Schilddrisenhormonen
verwendet wurden, kdnnen durch die Jodtyrosindehalogenase metabolisiert werden,
wodurch Jod recycelt wird und flir eine weitere Hormonbiosynthese zur Verfligung
steht.

Abbau: Der Abbau von Schilddrisenhormonen erfolgt v.a. in der Leber. Zum einen
konnen Schilddrisenhormone dort durch Glucuronidasen und Sulfotransferasen
inaktiviert werden, zum anderen kann die Alaninseitenkette abgebaut oder die
Diphenyletherstruktur gespalten werden. Jod wird dabei aus inaktiven Hormonen

freigesetzt und im Kérper zurtickgehalten (siehe 1.1.3.).

1.1.3. Aktivierung und Inaktivierung der Schilddriisenhormonwirkung

“Thyroxine (T4) can be activated to triiodothyronine (T3) in a stage- and tissue-specific
manner by phenolic ring deiodination (outer ring deiodination) catalyzed by two
lodothyronine deiodinases, D1 and D2, while a third deiodinase, D3, prevents T,
activation and terminates T3 action.”

(Dentice and Salvatore, 2011)

Im euthyreoten Zustand (griechisch: normale Schilddrisenfunktion) entstehen bis zu
80% des im Blut zirkulierenden T3 durch Dejodierung von T4, nur circa 20% werden
von der Schilddriise selbst synthetisiert (Maia et al., 2011). Enzyme, die die

Dejodierung von Jodthyroninen katalysieren, nennt man Dejodasen. Dejodasen sind
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membrangebundene Selenocysteinenzyme, die gewebs- und entwicklungsspezifisch
exprimiert werden. Es werden drei Isoformen unterschieden: Die Dejodasen 1 und 2
katalysieren die Aulenringdejodierung (ARD) in 5'-Position des Phenolrings und
wandeln T4 in biologisch aktives Tz um. Die Dejodase 3 hingegen verhindert die
Ts-Aktivierung und beendet die Ts-Wirkung, indem der Innenring an 5-Position
dejodiert wird und reverses T3 (rT3) beziehungsweise inaktives 3,3‘-Dijodthyronin (T>)
entstehen (Abb.1-1).

Die Dejodase 1 wird in Leber, Niere, Hypophyse und Schilddriise exprimiert. Sie
kann neben der ARD an 5‘-Position auch den Innenring an 5-Position dejodieren
(Maia et al., 2011; Williams and Bassett, 2011). Zum einen wird dadurch die
Ts-Konzentration im Blut erhéht (ARD), zum anderen das Jod von inaktivem rT;
sowie sulfatierten Jodthyroninen in der Leber und in der Niere durch 3- und
3’-Dejodierung recycelt (IRD).

Anders als die Dejodase 1, die in der Plasmamembran verankert ist, wird die
Dejodase 2 nahe dem Zellkern in der Membran des Endoplasmatischen Reticulums
von Gehirn, Hypophyse, Schilddrise und Muskel exprimiert (Williams and Bassett,
2011). Sie kontrolliert die intrazellulare T3-Konzentration und durch Lokalisation nahe
dem Zellkern dessen Verfugbarkeit fir den nuklearen Schilddrisenhormonrezeptor.
Die Dejodase 3 schitzt die Zelle vor einem Uberschuss an T3, indem sie T4 zu T3
dejodiert und T3 zu 3,3'-T, inaktiviert. Diese regulatorische Wirkung ist unter anderem
im Gehirn und in sich entwickelnden embryonalen Geweben von Bedeutung
(Dentice and Salvatore, 2011).

1.1.4. Der nukleare Schilddrisenhormonrezeptor

“Thyroid hormone receptors are ligand-regulatable transcription factors that bind both
TH and DNA enhancer sequences in the promoter region of target genes where they
can interact with co-repressor and co-activator complexes.”

(Yen et al., 2006)

Der Ts-Rezeptor (TR) ist ein liganden-aktivierter Transkriptionsfaktor, der durch

Bindung seines Liganden (T3) die Genexpression einer Zielzelle modulieren kann
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(Bagamasbad and Denver, 2011). Der TR gehért zur Familie der nukledren
Rezeptoren des Typs Il (Abb.1-2 A) und ist im Nukleus lokalisiert. Er bindet dort
mithilfe seiner DNA-bindenden Domane an Konsensussequenzen in der Promotor-
region von Zielgenen, sogenannten schilddrisenhormonresponsiven Elementen
(TRE). Ohne Ligandenbindung rekrutiert der konstitutiv. am TRE gebundene
T3-Rezeptor Korepressoren, wodurch die Expression eines Zielgens reprimiert wird.
Nach Ts-Bindung durchlduft der Rezeptor eine Konformationsanderung,
Korepressoren werden freigesetzt und Koaktivatoren binden (Abb.1-2B). Die
Inhibition der Genexpression wird aufgehoben, die Transkription des Ts-responsiven
Zielgens wird stimuliert (Song et al., 2011). Eine weitere Regulationsebene der
Ts-aktivierten Transkription findet sich in der Heterodimerisierung des TR mit anderen
Rezeptoren. In der Regel ist der Ts-Rezeptor nach Ligandenbindung mit dem
Retinsaurerezeptor RXR assoziiert, aber auch Heterodimere aus TR und Vitamin-D-
Rezeptor sind beschrieben (Yen et al., 2006).

Der humane TR wird durch zwei unterschiedliche Gene (TRHA und TRHB) kodiert,
aus denen durch alternatives Splei3en verschiedene Isoformen (TRaq.3 und TRB1-3)
entstehen kdnnen (Williams and Bassett, 2011). Die Isoformen werden gewebs- und
entwicklungsspezifisch exprimiert und unterscheiden sich in ihrer Fahigkeit T3 zu
binden. So kompetitieren TRa,, TRas; und TRBs, die jeweils keine funktionelle
Ligandenbindungsstelle aufweisen, zusammen mit den anderen Isoformen um die
Bindung am TRE. Dementsprechend wirken TRay, TRas und TRpB3 als Inhibitoren,
TRa sowie TRB1 und TR, als Aktivatoren der Genexpression (Song et al., 2011).

1.1.5. (Fehl-)Regulation der Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisenachse

“Circulating thyroid hormone concentrations are maintained in the euthyroid range by
a classical negative feedback loop.”
(Williams and Bassett, 2011)

Die Aktivitat der Schilddriise wird Giber einen negativen Rickkopplungsmechanismus
kontrolliert, der drei Regulationszentren berucksichtigt: Hypothalamus, Hypophyse

und Schilddrise zusammengefasst zum thyreotropen Regelkreis.
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Der Hypothalamus exprimiert in neuroendokrinen Zellen des paraventrikularen
Nukleus das Tripeptid TRH (Thyroliberin, thyrotropin releasing hormone). TRH wird
als praproTRH synthetisiert und mithilfe der Prohormonkonvertasen eins und zwei zu
mehreren Kopien eines Hexapeptids (RQHPGR) prozessiert (Perello et al., 2006).
Exopeptidasen entfernen die terminal gelegenen Arginine und die Enzyme
Glutamylcyclase und Peptidylglycin-a-monooxygenase modifizieren den freigewor-
denen C- bzw. N-Terminus, so dass das Tripeptid aus Pyroglutamin, Histidin und
Prolinamid vor Abbau durch unspezifische Peptidasen geschutzt wird. TRH stimuliert
in der Hypophyse Uber den TRH-Rezeptor, einem G-Protein gekoppelten Rezeptor
mit dem second messenger Inositol-1,4,5-trisphosphat (Schomburg and Bauer,
1995), die TSH-Ausschittung (Abb.1-3 A). TRH hat eine Halbwertszeit von ein bis
zwei Minuten und wird durch die Thyroliberinase, die in den laktotropen Zellen der
Hypophyse gebildet wird, zu Histidinprolinamid und einem Pyroglutamatrest
abgebaut (Schomburg and Bauer, 1995; Schomburg et al., 1999).

TSH (Thyrotropin, thyroid stimulating hormone) wird in den thyrotropen Zellen der
Hypophyse gebildet und hat eine Halbwertszeit von 50 bis 70 Minuten. TSH besteht
aus einer a- und einer B-Untereinheit, die zusammen ein Dimer von 26 kDa bilden.
Die a-Untereinheit des TSH ist homolog zu den a-Untereinheiten von FSH (Follikel
stimulierendes Hormon), LH (Luteinisierendes Hormon) und hCG (humanes
Choriongonadotropin) (Miyai, 2007). TSH bindet in der Schilddrise an den
TSH-Rezeptor und stimuliert die Schilddrise zur Produktion von Schilddriisen-
hormonen (Abb.1-3 A). Der TSH-Rezeptor gehdért zur Familie der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren (Werthmann et al., 2012), die Uber den second messenger
cAMP wirken, und ist in den Thyrozyten basolateral lokalisiert. Die cAMP-induzierte
Genexpression bewirkt die Synthese von NIS, TPO und Thyreoglobulin.

Nimmt die Konzentration an Schilddriisenhormonen zu, so kommt es in Hypophyse
und Hypothalamus zu einer negativen Rickkopplung (Abb.1-3 A). Infolgedessen
werden die Ausschittung von TSH und TRH gehemmt, wodurch das Signal an die
Schilddriise ausgesetzt wird, Schilddriisenhormone zu synthetisieren (Mebis and van
den Berghe, 2009; Williams and Bassett, 2011). Dieser sensible Regelkreis erhalt
den euthyreoten Zustand (Zustand normaler Schilddriisenfunktion) aufrecht

(Abb.1-3 B). Storungen des thyreotropen Regelkreises sind daher die Ursache fur
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eine Schilddrisenlberfunktion (Hyperthyreose) oder eine Schilddriisenunterfunktion

(Hypothyreose).

A

Nukledrer Rezeptor

A/B F

B I
HO\©\I NH,
|

3,3',5-Trijodthyronin, T3

Repression der Aktivierung der

Genexpression i
TRE Genexpression

Nukleus

Abbildung 1-2: (A) Schematische Darstellung der Struktur eines nukledren Rezeptors. Ein nukleéarer
Rezeptor besteht aus einer regulatorischen N-terminalen Doméne (A/B), einer DNA-bindenden
Domaéane (C) mit Zink-Finger-Strukturen zur Bindung an HREs (hormonresponsive Elemente), einer
variablen Verbindungsdomane (D), einer liganden-bindenden Doméane (E) zur Bindung des Hormons
und der C-terminalen Doméane (F). (Bagamasbad and Denver, 2011) (B) Schematische Darstellung
der Wirkungsweise des Ts;-Rezeptors (TR). Der TR ist im Chromatin lokalisiert und bindet dort an
schilddriisenhormonresponsive Elemente (TRE). Aufgrund der Rekrutierung von Korepressoren (CoR)
ist die Genexpression inhibiert. Nach der Bindung von T3 durchlauft der Rezeptor eine Konforma-
tionsdnderung, durch die Korepressoren freigesetzt und Koaktivatoren (CoA) sowie der Retin-
saurerezeptor RXR rekrutiert werden. Die Transkription wird stimuliert, die Genexpression wird
aktiviert. (Braun et al., 2010)
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Hyperthyreose: Das Krankheitsbild der Hyperthyreose (Abb.1-3 B) hat mehrere
Ursachen. Die Autoimmunerkrankung Morbus Basedow (eng/.. Graves® disease) ist
am weitesten verbreitet. Das Immunsystem bildet Antikorper, die den TSH-Rezeptor
konstitutiv aktivieren (Ghandour and Reust, 2011). Ebenfalls bekannt sind
aktivierende Mutationen des TSH-Rezeptors, die den Rezeptor unabhangig von TSH-
Bindung oder Autoimmunantikdrpern stimulieren (Biebermann et al.,, 2011). Die
kontinuierliche Stimulation des TSH-Rezeptors fuhrt zu einer stetigen Synthese und
Sekretion von Schilddrisenhormonen, so dass die Hormonproduktion nicht mehr
unter der negativen Rulckkopplungskontrolle des thyreotropen Regelkreises steht
(Schilddrisenautonomie). Eine weitere Ursache findet sich in einer erhéhten TSH-
Synthese, hervorgerufen durch einen hypophysaren, hormonproduzierenden Tumor
(Ghandour and Reust, 2011). Die Schilddriise erfahrt schliellich ahnlich wie bei
Morbus Basedow eine kontinuierliche Stimulation zur Hormonsynthese. Folgen der
Hyperthyreose sind Symptome wie Gewichtsabnahme, Hyperaktivitat, eine erhdhte
Schweillabsonderung und hervortretende Augen. Auch die Bildung eines Strumas
(tastbare Vergrofierung der Schilddruse) ist nicht ungewodhnlich (Ghandour and
Reust, 2011), da erhdhte TSH- und TRH-Konzentrationen einen mitogenen
Proliferationsreiz darstellen, der zur Thyrozytenproliferation flhrt.

Hypothyreose. Eine Ursache der Hypothyreose ist die Autoimmunerkrankung Morbus
Hashimoto, bei der das Immunsystem die Schilddriise angreift und zerstort, sowie im
Verlauf der Erkrankung Antikorper bildet, die den TSH-Rezeptor blockieren und somit
die TSH-Wirkung inhibieren. Ebenfalls bekannt sind inaktivierende Mutationen des
TSH-Rezeptors, welche dazu fuhren, dass die TSH-vermittelte Signalkaskade in der
Schilddrise ausfallt (Biebermann et al., 1997). Infolgedessen nimmt die Produktion
von korpereigenen Schilddrisenhormonen ab und muss durch eine lebenslange
Gabe von Levothyroxin behandelt werden. Patienten leiden unter Symptomen wie
Gewichtszunahme, Kalteintoleranz und Lethargie.

Eine weitere Ursache fur Hypothyreose ist Jodmangel hervorgerufen durch eine
unzureichende Jodzufuhr sowie Substanzen wie Thiocyanat, Kassava oder
Perchlorat, die die Jodaufnahme durch die Schilddriise blockieren.

Kongenitale Hypothyreose: Die kongenitale oder angeborene Hypothyreose tritt mit
einer Haufigkeit von 1:3000 Geburten auf und wird durch perinatale Screenings
diagnostiziert (Gruters et al., 1983). Unbehandelt fihrt kongenitale Hypothyreose

10



Einleitung

zum Krankheitsbild des Kretinismus, da es wahrend sensiblen Phasen der
Entwicklung zu einer Unterversorgung des Gehirns mit Schilddriisenhormonen
kommt. Folgen sind eine verzogerte geistige Entwicklung, Lern- und Bewegungs-
stérungen sowie Schwerhorigkeit. Die Ursachen der Unterversorgung reichen von
Fehlentwicklungen der kindlichen Schilddrise, Uber Defekte wahrend der Schild-
drusenhormonbiosynthese, bis zu Mutationen im T3-Rezeptor (Rastogi and
LaFranchi, 2010; LaFranchi, 2011). Die Symptome einer kongenitalen Hypothyreose
sind oft nicht leicht zu erkennen, da sich das Krankheitsbild bei einigen Betroffenen
erst nach der Geburt manifestiert. Wahrend der Schwangerschaft kann die
Versorgung des Fétus mit Schilddriisenhormonen durch die Mutter gewahrleistet
werden. Das Fehlen einer kindlichen Schilddrise oder Defekte wahrend der
Hormonbiosynthese fallen also erst auf, wenn die Konzentration an mutterlichem

Hormon durch dessen Abbau abnimmt.

—> |Hypothalamus Euthyreose Hyperthyreose
Tagesproduktion T3 Produktion Tagesproduktion T3 Produktion
-| T3 Ta + Y% TRH
ﬁ Hypophyse SD 20%
T4 SD 47%
T4 —
=| T3 Ta + Y%TSH 110 nmol 440 nmol
L——— | Schilddriise o e
S
] o
5 80% T g
Ts e 300 nmol 2 [EEA
T3, T4 50 nmol a 3
]

Zielgewebe

Abbildung 1-3: (A) Die Hypothalamus-Hypophysen-Schilddriisenachse (thyreotroper Regelkreis). Das

hypothalamische TRH stimuliert die Hypophyse zur TSH-Ausschiittung. TSH aktiviert die Schilddrise
zur Synthese und Sekretion von T3 und T4, welche ihre Wirkung im Zielgewebe entfalten. Bei
Zunahme der Schilddriisenhormonkonzentration kommt es zu einer negativen Riickkopplung, wobei
die Schilddriisenhormone die Synthese von TRH und TSH inhibieren. (B) Schematische Darstellung
der Produktion von Schilddrisenhormonen. Vergleich: Euthyreose vs. Hyperthyreose (Maia et al.,
2011). Im euthyreoten Zustand entstehen 80% des T3 durch Dejodierung in der Peripherie, nur 20%
werden durch die Schilddriise (SD) freigesetzt. Beim Krankheitsbild der Hyperthyreose steigt die
Tagesproduktion von T, und T; um das Vierfache bzw. Sechsfache an. T; entsteht nun zu annahernd
gleichen Teilen in Peripherie und Schilddriise. Zum einen wird in der Schilddriise Dio1 hochreguliert,

zum anderen entsteht bei Jodmangel in der Schilddriise bevorzugt Ts.
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1.2. Schilddriisenhormone und ihre Wirkung

“The two main actions of thyroid hormones are increasing metabolism and energy

expenditure and promoting the development and maturation of organs.”

(Braun et al., 2010)

Die Wirkung von Schilddriisenhormonen steht im Zusammenhang mit einer Vielzahl
von biologischen Vorgangen im Korper. Unter anderem spielen sie eine Rolle beim
Stoffwechsel und der Thermogenese: Stoffwechselwege wie Glukoneogenese,
Glykogenolyse und Liponeogenese werden durch Tj3 stimuliert, ein Enzym wie die
Na’-K*-ATPase hochreguliert. Die Na'-K'-ATPase ist fir einen GroRteil des
Sauerstoffverbrauchs in Geweben verantwortlich und setzt bei der Spaltung von ATP
Warme frei. Ein ebenfalls an der Thermogenese beteiligtes Enzym ist das
mitochondriale Entkopplungsprotein UCP1 (uncoupling protein), dessen Expression
Ts-abhéngig stimuliert wird. Des Weiteren wirken Schilddrisenhormone auf
Wachstum und Entwicklung. Sie nehmen direkten Einfluss auf die Biosynthese des
Wachstumshormons (GH) sowie verschiedener Wachstumsfaktoren wie IGF1 (insulin
growth factor)und EGF (epidermal growth factor).

Die Metamorphose von Kaulquappen zu Fréschen ist ein gutes Beispiel flr
schilddrisenhormonabhangige Entwicklungs- und Differenzierungsvorgange. T3
vermittelt hierbei die Rickbildung von Kiemen und Schwanz, die Reifung von Lunge
und Darm und die Neuordnung des Nervensystems (Ishizuya-Oka et al., 2010).
Durch Studien in Xenopus laevis (Afrikanischer Krallenfrosch) konnte gezeigt
werden, dass nicht nur das Vorhandensein selbst, sondern auch der Zeitpunkt der
T3-Wirkung von Bedeutung ist. Auch im Menschen ist die Tz-vermittelte Entwicklung
von Geweben und Organen zeitlich reguliert. Von besonderer Bedeutung ist hierbei
die Wirkung von Schilddrisenhormonen auf die embryonale Entwicklung des Gehirns
(Abb.1-4). Tritt wahrend der Schwangerschaft eine maternale Hypothyreose auf, so
kann die Unterversorgung des Embryos mit T3 zu HOorschaden, Lern- und
Gedéachtnisschwachen und zu Beeintrdchtigungen der Feinmotorik flihren (Zoeller
and Rovet, 2004).
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1.2.1. Schilddrisenhormone wahrend der Entwicklung des Gehirns

“Thyroid hormones (...) are essential for the development and maintenance of normal
physiological processes, especially those of the central nervous system, where
thyroid hormones assist in brain maturation throughout gestation.”

(Patel et al., 2011)

Die Reifung des Gehirns wahrend der embryonalen Entwicklung ist abhangig von
Schilddriisenhormonen. Die Entwicklung der menschlichen Schilddriise beginnt mit
der dritten und endet mit der zwodlften Schwangerschaftswoche (Obregon et al.,
2007). Da die Produktion von Schilddriisenhormonen nicht vor der sechzehnten
Woche aufgenommen wird (Abb.1-4), wird die Versorgung des Embryos mit
Schilddrisenhormonen am Anfang einer Schwangerschaft durch die Mutter
gewahrleistet (Howdeshell, 2002; Zoeller and Rovet, 2004).

Die Entwicklung des menschlichen Gehirns beginnt mit der 2zweiten
Schwangerschaftswoche und ist mit der Geburt noch lange nicht abgeschlossen
(Abb.1-4). Schilddrisenhormone spielen dabei eine wichtige Rolle. Sie sind
verantwortlich flr die neuronale Migration und Differenzierung (Auso et al., 2004), die
Verzweigung von Dendriten (Heuer and Mason, 2003), die Reifung von
Interneuronen (Gilbert et al., 2007) sowie die Synaptogenese und Myelinisierung.
Ebenso von Bedeutung sind Schilddrisenhormone fir die Entwicklung des Innenohrs
und der Netzhaut (Nunez et al., 2008). Das Fehlen von Schilddrisenhormonen im
ersten Trimester einer Schwangerschaft wirde nach der Geburt zu Schwierigkeiten
bei der visuellen Verarbeitung flhren, im zweiten und dritten Trimester kdmen
Probleme bei der Fein- und Grobmotorik dazu und das Fehlen von
Schilddrisenhormonen nach der Geburt wirde sich als Kretinismus manifestieren
und eine geistige Retardierung nach sich ziehen. Die unterschiedlichen
neurologischen Defekte sind demnach auf den Zeitpunkt der Unterversorgung des
Gehirns mit Schilddriisenhormonen zurickzufihren (Zoeller and Rovet, 2004)

Die Entwicklung des WNagerhirns setzt zusammen mit der Entwicklung der
Schilddrise ungefahr mit dem neunten Tag der Trachtigkeit ein (Patel et al., 2011).
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Schilddriisenhormone konnten allerdings schon zu einem friheren Zeitpunkt im
Embryo nachgewiesen werden. Also wird auch beim Nager die Versorgung des
Embryos mit Schilddriisenhormonen durch das Muttertier gewahrleistet.
Schilddrisenhormone Ubernehmen bei der Ratte eine &hnliche Funktion wie beim
Menschen (Howdeshell, 2002; Zoeller and Rovet, 2004). So wurde bei Ratten mit
angeborener Hypothyreose beobachtet, dass die GrofRe der Zellkérper von Neuronen
sowie das Wachstum von Dendriten und Axon minimiert sind (Patel et al., 2011).

maternale Schilddriisesnhormone
|

Schilddriise Schilddriisenhormonsynthese
-, |

Striatum

Neocortex

Kleinhirn

Innenohr
|

Myelinisierung

. >
Synapsenausbildung
. >
Gliazellenproliferation
| 5
Wachstum Axone und Dendriten
- >
Neuronale Migration
I - >
Neuronale Proliferation
- >

| Wochen [ Jahre |

Abbildung 1-4: Die Entwicklung des fetalen Gehirns unterliegt der zeitlichen Regulation durch
Schilddrisenhormone (Patel et al., 2011).
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1.3. Schilddrisenhormontransporter

‘Allan-Herndon-Dudley syndrome is an X-linked condition of mental retaraation
associated with severe mental retardation and mutations in MCT8.”

(Schwartz and Stevenson, 2007)

1944 publizierten William Allan, Nash Herndon und Florence Dudley Beobachtungen
einer vererbbaren Krankheit, die sich durch Muskelschwache, mentale Retardierung
(Intelligenzquotient < 30) und Entwicklungsverzégerungen auszeichnete (Allan et al.,
1944). Patienten waren unfahig, ihren Kopf zu halten, hatten Sprachdefizite, konnten
teilweise weder sitzen noch laufen und hatten eine fir die Krankheit typische
langgezogene Gesichtsform mit groRen Ohren und hangender Unterlippe (Friesema
et al., 2006). Da es sich bei den Betroffenen hauptsachlich um mannliche Patienten
handelte, war die zweite Studie einer X-chromosomal gekoppelten Krankheit (zuvor
Entdeckung des Fragilen-X-Syndroms) geboren (Schwartz et al., 1990).

Neben den genannten Symptomen weist das Allan-Herndon-Dudley Syndrom
abnorme Schilddriisenhormonwerte im Serum auf. So ist T3 erhdht, T4 und rT3
verringert sowie TSH normal bis leicht erhdht (Patel et al., 2011). Der Grund fir diese
abweichenden Schilddrisenhormonwerte war in einer Mutation des auf dem
X-Chromosom lokalisierten SLC76AZ2-Gens gefunden (Friesema et al., 2003;
Dumitrescu et al., 2004). SLC76A2 kodiert fur einen spezifischen Schilddrisen-
hormontransporter, den Monocarboxylattransporter 8 (MCT8).

Tabelle 1-1: Kriterien mentaler Retardierung (Raymond, 2006)

mild 50-70
Intelligenzquotient | maRig 35-49 schwerwiegend < 20
ernst 20-34

mangelnde Kommunikation bzw. soziale Interaktion
Symptome )
mangelnde Selbstversorgung (Gesundheit)

Alter Manifestation vor dem 18. Lebensjahr
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1.3.1. Monocarboxylattransporter 8

‘Although it was originally believed that thyroid hormones enter target cells by
passive diffusion, it is now clear that cellular uptake is effected by carrier-mediated
processes.”

(Hennemann et al., 2001)

Entgegen der weitlaufigen Meinung kdénnen Schilddrisenhormone als lipophile
Molekille nicht frei Uber die Membran diffundieren (Hennemann et al.,, 2001).
Schilddriisenhormone sind bei physiologischem pH-Wert mehrfach geladen
(Abb.1-5) und bendétigen deshalb spezifische Transportproteine, um in die Zelle
beférdert zu werden. Oatp2 (organic anion-transporting polypetid) war der erste
Schilddrisenhormontransporter, der kloniert werden konnte (Abe et al., 1998). Die
Klonierung vieler weiterer Transportmolekile aus unterschiedlichen Genfamilien
folgte (Visser et al., 2008) bis die Arbeitsgruppe um Theo Visser eine systematische
Suche nach potentiellen Schilddrisenhormontransportern startete (Docter et al.,
1997; Friesema et al., 1999), wobei schliedlich der Monocarboxylattransporter 8
(MCTS8) identifiziert wurde (Friesema et al., 2003).

MCT8 gehdrt zur solute carrier family und ist unter der Bezeichnung SLC16A2
bekannt. Anders als die weiteren Mitglieder der SLC16 Familie, die auch aromatische
Aminosauren (MCT10) oder Monocarboxylate wie Pyruvat oder Lactat (MCT1-4)
transportieren, besitzt MCT8 eine Spezifitdt fur Schilddrisenhormone
(Halestrap and Meredith, 2004; Jansen et al., 2005). Neben T4 und rT3 bevorzugt
dieser Transporter T3. Ein MCT8-vermittelter Transport von aromatischen Amino-
sauren oder Lactat konnte nicht nachgewiesen werden (Friesema et al., 2003).

Thyroxin, Ta 3,3',5-Trijodthyronin, T3
| |
| |

Abbildung 1-5: Die Schilddrisenhormone T; und T, sind bei physiologischem pH-Wert mehrfach
geladene Molekiile.
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Die Expression von Schilddrisenhormontransportern erfolgt gewebespezifisch.
Verschiedene Transporter werden in diversen Geweben unterschiedlich stark
exprimiert. Das Expressionsmuster von MCT8 schlie3t Organe wie die Niere, das
Gehirn, die Leber und die Schilddriise mit ein. In Tabelle 1-2 ist die Verteilung von
MCT8 in den Geweben der Maus und des Menschen aufgefuhrt (Halestrap and
Meredith, 2004; Jansen et al., 2005; Roberts et al., 2008; Visser et al., 2008).

Tabelle 1-2: Die Verteilung von MCT8 in Geweben der Maus und des Menschen

Mensch Maus

Leber Thymus Leber Schilddrise

Herz Plazenta Niere Nebenniere

Darm Muskel Milz Ruckenmark

Pankreas Lunge Lunge

Gonaden Prostata Gonaden

Milz Schilddrise

Gehirn Gehirn

- Hypothalamus, Hippo- - Plexus choroideus
campus, Striatum - Kortex

- Gefale, Plexus - GefaRen
choroideus

Hypophyse Hypophyse

- Follikularstellar Zellen

1.3.1.1. Das Allan-Herndon-Dudley Syndrom

Wie bereits erwahnt, fihren Mutationen in MCT8/SLC16A2 zum Allan-Herndon-
Dudley Syndrom (AHDS). Da das SLC76AZ-Gen auf dem X-Chromosom lokalisiert
ist, handelt es sich bei den Betroffenen meistens um mannliche Patienten. Frauen
bzw. Mitter sind Ubertragerinnen des Gendefekts und von den neurologischen
Auswirkungen je nach Art der Mutation meistens nicht oder nicht sehr stark betroffen
(Frints et al., 2008). Nichtsdestotrotz ist ein Fall einer weiblichen AHDS-Patientin
beschrieben. Die Patientin weist neben einer Chromosomentranslokation, die das
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SLC16A2-Gen zerstort, eine 100%ige Inaktivierung des zweiten, ,gesunden®

X-Chromosoms auf und zeigt daher AHDS-typische Symptome (Frints et al., 2008).

Die gewebespezifische Expression von MCT8 (und alternativer Transporter) ist daflr
verantwortlich, dass einige Gewebe/Organe mit einer verringerten Sensitivitat
gegenuber Schilddrisenhormonen (Schilddrisenhormonresistenz) reagieren (Bernal,
2011). Besonders betroffen ist das Gehirn wahrend seiner Entwicklung und Reifung,
da beides wie bereits unter 1.2.1. beschrieben Ts-abhangig reguliert wird. In AHDS-
Patienten bleibt der Transport von Schilddrisenhormonen in die verschiedenen
Zellen des Gehirns aus, man spricht von zerebraler Hypothyreose (Bernal, 2011).
Kernspintomografische Aufnahmen von AHDS-Patienten konnten nachweisen, dass
dieser hypothyreote Zustand eine transiente Myelinisierungsverzégerung zur Folge
hat (Sijens et al., 2008).

Andere Gewebe/Organe wie z.B. der Muskel sind nicht auf MCT8 als Schilddrisen-
hormontransporter angewiesen. Sie exprimieren andere Transporter, die die Funktion
von MCT8 kompensieren, wodurch diese Gewebe/Organe einer erhéhten T3-Konzen-
tration ausgesetzt sind. Man spricht von peripherer Hyperthyreose (Bernal, 2011).
Den meisten AHDS-Patienten ist es nicht mdglich zu laufen, zu sitzen oder ihren
Kopf zu halten. Diese Symptome kdnnen teilweise durch den Abbau von Muskel-

masse erklart werden, hervorgerufen durch einen Uberschuss an Ts.

1.3.1.2. Das MCT8 knock-out Mausmodell

Zur Untersuchung der Pathophysiologie des Allan-Herndon-Dudley Syndroms wurde
ein Mct8 knock-out Mausmodell entwickelt (Dumitrescu et al., 2004; Trajkovic et al.,
2007; Wirth et al., 2009). Mct8-defiziente Mause weisen ahnlich wie AHDS-Patienten
einen endokrinologischen Phanotyp auf (Dumitrescu et al., 2004; Trajkovic et al.,
2007), besitzen aber Uberraschenderweise keinen offensichtlichen neurologischen
Defekt (Trajkovic et al., 2007; Wirth et al., 2009).

Die endokrinologischen Veranderungen &auflern sich in verringerten T4~ und rT3-
Werten, hohen Ts-Spiegeln und erhéhten TSH-Werten im Serum. Aufgrund der
fehlenden Expression eines funktionsfahigen Mct8 in der Schilddrise werden
Schilddrisenhormone (vor allem T4) verringert sekretiert und akkumulieren im

Schilddrisengewebe. Aullerdem ist die Expression der Dejodase 1 in Leber und

18



Einleitung

Niere positiv Ts-reguliert (Zavacki et al., 2005). Man vermutet, dass die Dejodase 1
der hyperthyreoten Leber und Niere vermehrt T4 zu Tz umsetzt und rT3 zu T,
degradiert.

Die T3-Aufnahme im Gehirn ist gestort, der Ts- und T4-Gehalt verringert. Das Gehirn
wirkt dem hypothyreoten Zustand entgegen, indem die Dejodase 2 (T4 zu Tj)
hochreguliert wird und die Expression der Dejodase 3 (T4 zu rT3) abnimmt (Bernal,
2011).

Mct8 ist bereits in sehr frihen Stadien der Entwicklung in Neuronen des Maushirns
nachweisbar (Heuer et al., 2005). Ebenso wird Mct8 an der Bluthirnschranke und im
Plexus choroideus exprimiert, wo es fir den Transport von Schilddriisenhormonen
aus dem Blut bzw. der Zerebrospinalflissigkeit in die Zellen des Gehirns
verantwortlich ist (Heuer et al., 2005; Roberts et al., 2008). Nichtsdestotrotz wiegen
Mutationen im murinen S/c76a2-Gen weniger schwer als MCT7&Mutationen in AHDS-
Patienten. Nach der Formulierung der Hypothese kompensierender Transporter,
welche wahrend der Embryonalentwicklung der Maus den Funktionsverlust von Mct8
ausgleichen, konnte tatsachlich gezeigt werden, dass isolierte primare kortikale
Neurone von Slc76aZ-defizienten Mausen eine Restaktivitdt an Ts-Transport
aufweisen (Wirth et al., 2009). Daraufhin wurden mehrere mdgliche Ts-Transporter in
Neuronen identifiziert, wobei der L-Typ Aminosauretransporter 2 die hdchste
Expression zeigte, ein Transporter, dessen Expression in Neuronen wahrend der
humanen embryonalen Hirnentwicklung nicht nachgewiesen werden konnte (Wirth et
al., 2009).

1.3.2. L-Typ Aminosauretransporter 2

“The ubiquitous system L transport activity for large, neutral amino acids across
plasma membranes is an exchanger that functions independently of Na+ or other
fons”

(Verrey, 2003)

Aminosauren sind Zwitterionen, die Transportsysteme bendtigen, um Lipid-
membranen zu passieren (Christensen, 1990). Von groRer Bedeutung sind diese

Transportsysteme in Niere und Dunndarm, wo sie zum einen verhindern, dass
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Aminosauren Uber die Niere ausgeschieden werden, und zum anderen daflr
verantwortlich sind, Aminosauren aus dem Dunndarmlumen Uber das Darmepithel
ins Blut zu transportieren (Broer, 2008).

Im Gehirn werden Aminosauretransporter an der Bluthirnschranke exprimiert, um die
Aufnahme von Neurotransmittern wie Glycin, Aspartat und Glutamat aus dem
synaptischen Spalt zu gewahrleisten. Das metabolische Zusammenspiel zwischen
Astrozyten und Neuronen ist ebenfalls von Aminosauretransportern abhangig
(Wagner et al., 2001).

Defekte in Aminosauretransportsystemen flhren mitunter zu schwerwiegenden
Erkrankungen, deren Ursachen in einer intestinalen Malabsorption oder renalen
Aminoazidurie zu finden sind und mit einer neurologischen Symptomatik einhergehen
kénnen (Broer, 2008). So liegen neurodegenerativen Krankheiten wie der Alzheimer
Krankheit, Chorea Huntington und der Amyotrophen Lateralsklerose die Mutation des
Glutamattransporters EAAT2 zugrunde (Kim et al., 2011).

Die Einteilung der Aminosauretransporter in Systeme ergibt sich durch die Spezifitat
des Aminoséauretransports. Das System L transportiert Na'-unabhangig neutrale
Aminosduren (Ausnahme: Prolin) und wird Uber seine BCH-Sensitivitat (2-Amino-
Bicycloheptan-2-Carbonsaure) charakterisiert (Weissbach et al., 1982). Der L-Typ
Aminosauretransporter 2 (LAT2/SLC7A8) als Mitglied des System L ist ein
Exchanger mit einer 1:1 Stéchiometrie (Pineda et al., 1999; Meier et al., 2002), der
vor allem im proximalen Tubulus der Niere sowie im Jejunum und lleum exprimiert
wird (Rossier et al., 1999). In beiden Geweben ist LAT2 basolateral lokalisiert.

Der L-Typ Aminosauretransporter 2 besitzt zwolf Transmembrandomanen und bildet
zusammen mit dem Glykoprotein 4F2hc/SLC3A2 ein Heterodimer (Mastroberardino
et al., 1998). LAT2 ist dabei fur die katalytische Aktivitdt und die Spezifitdt des
Aminosauretransports verantwortlich (Kanai et al., 1998), 4F2hc/SLC3A2 lokalisiert
den Transporter an der Plasmamembran (del Amo et al., 2008).

Bereits Anfang 1990 konnte die Beteiligung des System L an der Schilddrisen-
hormonaufnahme in Astrozyten und Neuronen nachgewiesen werden (Blondeau et
al., 1993; Chantoux et al., 1995). Schliel3lich charakterisierte Friesema et al. (2001)
die murinen L-Typ Aminosauretransporter 1 und 2 als Schilddrisenhormon-
transporter, wobei fur das Lat1-Froschhomolog IU12 bereits zuvor die Fahigkeit des
Schilddrisenhormontransports nachgewiesen werden konnte (Ritchie et al., 1999).
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1.3.3. Der Schilddriisenhormontransport im Gehirn

“‘When we apply the concept of facilitated diffusion or active transport of thyroid
hormones to the brain, it becomes immediately apparent that thyroid hormones must
cross several membranes on their way from the plasma to their receptor, located e.g.,
in the neuronal nucleus.”

(Braun et al., 2010)

Das Gehirn ist aus verschiedenen Zelltypen aufgebaut. Neben Neuronen, die fir die
Erregungsleitung zustandig sind, besteht ein groer Teil des Gehirns aus Gliazellen.
Zu den Gliazellen zahlen Astrozyten, die unter anderem Neurone erndhren, indem
sie die Verbindung zwischen Neuron und Bluthirnschranke darstellen, Oligoden-
drozyten, deren zelluldre Fortsatze Markscheiden aus Myelin bilden, um Axone
elektrisch zu isolieren und Mikroglia, die die lokalen Makrophagen des Zentralen
Nervensystems darstellen.

Der Schilddrisenhormontransport im Gehirn ist abhangig von der (Ko-)Expression
verschiedener Transporter in unterschiedlichen Zelltypen (Abb.1-6). Der vollstandige
Ablauf des Transports ist bis heute noch nicht aufgeklart. Die vorlaufige Hypothese
Uber die transportervermittelte Aufnahme von Schilddrisenhormonen in das
Nagerhirn lautet wie folgt: Als erstes Hindernis treffen Schilddrisenhormone auf die
Bluthirnschranke. Die Bluthirnschranke exprimiert neben Mct8 (Roberts et al., 2008;
Braun et al., 2011a) und Lats (Wade and Katzman, 1975; Pardridge, 1979), auch
Oatpicl1 (organic anion-transporting polypeptid) (Sugiyama et al., 2003; Tohyama et
al., 2004). Diese Transporter ibernehmen den Transport von T4 und T3 aus dem Blut
Uber die Endothelzellen der Bluthirnschranke zum Astrozyten. OATP1C1 konnte bis
jetzt nur schwach exprimiert an der Bluthirnschranke von Menschen nachgewiesen
werden (Roberts et al., 2008). In Affen ist dieser Transporter gar nicht nachweisbar
(Ito et al., 2011). Er ist daher ein weiterer potentieller Kandidat, den Funktionsverlust
des murinen Mct8 zu kompensieren. Oatp1c1 als Ts-Transporter kdnnte somit einen
Vorgang ubernehmen, der bei Menschen und Affen mdglicherweise ausschliellich
Uber MCT8 vermittelt wird.

Dagegen spricht allerdings die Expression verschiedener anderer Mitglieder der

OATP-Familie an der humanen Bluthirnschranke, die ebenfalls Schilddrisen-
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hormone transportieren kénnen: OATP1A2/SLCO1A2 (Gao et al., 2000; Bronger et
al.,, 2005; Lee et al., 2005), SLCO2B1 (Hagenbuch, 2007), OATP-E/SLCO4A1
(Fujiwara et al., 2001).

Die Aufnahme von T4 und T3 in Astrozyten ist abhéangig von Mct8 und den L-Typ
Aminosauretransportern 1 und 2 (Braun et al., 2011a), Mitgliedern des Systems L.

T4 wird durch die Dejodase 2 in T3 umgewandelt (Abb.1-1) und verldsst den
Astrozyten, um Uber einen hauptsachlich Mct8-vermittelten Mechanismus in Neurone
transportiert zu werden (Hagenbuch, 2007; Wirth et al., 2009). Die neuronale
Expression von Lat2 und Lat1 konnte ebenfalls nachgewiesen werden (Braun et al.,
2011a). Im Neuron angekommen, kann T3 an seinen nukledren Rezeptor binden
(Abb.1-2) oder durch die Dejodase 3 zu T, (Abb.1-1) inaktiviert werden.
Oligodendrozyten und Mikroglia sind schilddrisenhormonsensitive Zellen, deren
Entwicklung und Uberleben von Schilddriisenhormonen abhéngen (Barres et al.,
1994; Lima et al., 2001; Jones et al., 2003). Protein und mRNA von Mct8 konnte in
Oligodendrozyten, von Lat2 in Mikroglia nachgewiesen werden (Braun et al., 2011a).

Blutgefal3

Neuron

Astrozyt

O Slcolcl
O Mas m} o
% Lat1, Lat2 m K N Oligodendrozyt

Abbildung 1-6: Die (Ko-)Expression von Schilddriisenhormontransportern in unterschiedlichen Zellen
des Gehirns (Braun et al., 2010).
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1.4. Strukturmodell des Monocarboxylattransporters 8

‘Structural models represent potential conformations of the target macro-molecule.
Because of the well-known causal dependency between specific biological functions
() and particular structural features, structural models are useful to guide
experimental approaches or to support the interpretation of experimental data.”

(Kleinau et al., 2011)

Das Transkript des SLC76A2-Gens umfasst 4,3 kb und besteht aus sechs Exons.
Das erste Exon ist sehr gro3 und besitzt zwei alternative Startpunkte (Lafreniere et
al., 1994), wodurch zwei mogliche Proteine exprimiert werden kénnen. Das groliere
der beiden Proteine besteht aus 613 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von
67 kDa, das kleinere Protein hingegen ist 74 Aminosduren kurzer und hat ein
Molekulargewicht von 59,5 kDa (Schwartz and Stevenson, 2007). Die Bedeutung der
beiden Proteine ist unklar. Fakt ist, dass das kleinere Protein hoch konserviert ist,
wahrend die lange Version nur bei Primaten vorkommt.

Das murine S/c76a2-Gen teilt 85% Sequenzhomologie mit seinem humanen
Gegenstlick (Debrand et al., 1998) und fihrt zu einem Protein bestehend aus 545
Aminosauren mit einem Molekulargewicht von 60 kDa.

Alle Mitglieder der MCT-Familie sind Transporter mit zwdlf Transmembrandomanen
(N- und C-Terminus sind intrazellular lokalisiert), die nicht posttranslational
phosphoryliert oder glykosyliert werden (Meredith and Christian, 2008). Hohe
Sequenzubereinstimmungen zwischen den MCT-Mitgliedern finden sich in den
Transmembranbereichen, Sequenzvariationen eher im C-Terminus und der grofen
intrazellularen Schleife zwischen Transmembranhelix sechs und sieben (Kinne et al.,
2010). Die dreidimensionale MCT8-Strukur konnte noch nicht gelést werden,
wodurch die genaue Wirkungsweise des Transporters unklar ist und Fragen nach der

Bindung des Substrats und dem Transportmechanismus offenbleiben.
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1.4.1. Die Struktur des Glycerol-3-Phosphattransporters als Vorlage flir das MCT8-

Homologiemodell

Mithilfe von Sequenzvergleichen zwischen den Mitgliedern der MCT-Familie und der
Strukturvorlage des bakteriellen Glycerol-3-Phosphattransporters (GlpT) konnte ein
Homologiemodell fir MCT8 (Abb.1-7 A) entwickelt werden (Kinne et al., 2010).
Sowohl GIpT als auch MCT8 gehéren zur Major facilitator Superfamilie (MFS).
Mitglieder dieser Familie transportieren geléste Verbindungen und gehéren den Uni-,
Sym- oder Antiportern an. GlpT wurde bereits fur Homologiemodelle von Mct1, Glut1
(Glukosetransporter) und Oatpl1c1 (organic anion-transporting polypeptid) verwendet.
Anhand eines Homologiemodells kbnnen bestehende experimentelle Daten Uberpruft
und neue Uberlegungen zum Wirkungsmechanismus angestellt werden. So sind
pathogene missense Mutationen (Austausch einer Aminosaure) im Transportkanal
von MCT8 zu finden (Abb.1-7 B) und Mutationen von bzw. zu Prolin oder Glycin
fuhren sehr wahrscheinlich zu Fehlfaltungen des Proteins (Kleinau et al., 2011).
Struktur-Funktionsanalysen weisen darauf hin, dass das zu transportierende Substrat
bestimmte Eigenschaften erfullen muss (Kinne et al., 2010): MCT8 transportiert nur
L-Isomere bestimmter Jodthyronine, die aulRerdem an den 3- und 3‘-Positionen
jodiert sein mussen. Ebenso sind die Carboxyl- und Aminogruppen Voraussetzungen
fur den Transport durch MCT8. Diese Erkenntnisse fihrten zur Suche nach im
Transportkanal gelegenen geladenen Aminosauren, die an der Substratbindung
beteiligt sind, indem sie mit den geladenen Seitenketten des Aminosaurerickgrats
(COO™ und NH3"; Abb.1-5) interagieren. Die Kristallstruktur der liganden-bindenden
Domane des T3-Rezeptors offenbarte Arginin- und Histidinreste (Nascimento et al.,
2006), die an der T3-Bindung beteiligt sein kdnnten (Abb.1-7 C). Die beiden
Aminoséurereste liegen im Protein 15 Angstrdm voneinander entfernt. Ahnliche
His/Arg-Paarungen offenbart das MCT8-Homologiemodell (Kleinau et al., 2011).
Arginin301 kénnte sowohl mit Histidin192 als auch mit Histidin415 interagieren, um
das Substrat zu binden (Abb.1-7 D). Auch hier liegt der Abstand beider Aminosauren
zueinander zwischen 15 A und 16 A (Abb.1-7 F).
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Abbildung 1-7: (A) Die Kristallstruktur des bakteriellen GIpT dient als Vorlage fiir das Homologiemodell
des humanen MCTS8. (B) Pathogene Mutationen sind im Transportkanal des MCT8-Homologiemodells
zu finden. (C) Die Kristallstruktur der liganden-bindenden Doméne des T3-Rezeptors offenbart an der
Substratbindung beteiligte Aminosduren (His435 und Arg282) im Abstand von 15 A zueinander. (D)
Zwei Histidinreste (His192, His415) und drei geladene Aminosauren (Arg301, Arg445 und Lys418)
sind potentiell an der Substratbindung beteiligt. (F) Auf Grundlage des MCT8-Homologiemodells
konnten drei mégliche His/Arg-Kombinationen berechnet werden: His192/Arg301 (16 A),
His415/Arg301 (15 A), His192/Arg445 (15 A). Die His192/Arg445-Paarung ist in der vorliegenden
inside-open Konformation des Modells unwahrscheinlich, da andere Aminosduren die Interaktion
storen wiirden. Nichtsdestotrotz konnte gezeigt werden, dass die MCT8-Mutation R445A vermindert T3
transportiert. (Kinne et al., 2010; Kleinau et al., 2011)
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1.5. Tyrosinkinase Inhibitoren

Tyrosinkinase Inhibitoren (TKI) sind Medikamente, die zur Behandlung einer Vielzahl
von Krebsarten angewendet werden. Das Wachstum von Krebszellen wird oft durch
die Wirkung von Tyrosinkinasen gefdrdert. Tyrosinkinasen wie PDGFR (p/atelet-
derived growth factor receptor), EGFR (epidermal growth factor receptor), VEGFR
(vascular endothelial growth factor receptor) sowie die RAF- und RET-Kinasen sind
dabei an der Zellproliferation, der Metastasierung und der Angiogenese beteiligt
(Mendel et al., 2003; Arora and Scholar, 2005). TKls wurden entwickelt, um die ATP-
Bindungstasche von Tyrosinkinasen zu blockieren und somit die oben genannten
Vorgange zu hemmen.

Sunitinib (Sutent) war einer der ersten TKls, der zur Behandlung des Renalen
Zellkarzinoms und Gastrointestinaler Stromatumore (GIST) eingesetzt worden ist
(Desai et al., 2006; Rini et al., 2007). Klinische Studien und Fallberichte zeigten
allerdings, dass Patienten ohne vorherige Schilddrisenabnormalitdten durch die
Behandlung mit Sunitinib Nebenwirkungen wie primare Hypothyreose, Thyreoditis
und Schilddriisenatrophie entwickelten (Desai et al., 2006; Faris et al., 2007;
Feldman et al., 2007; Mannavola et al., 2007; Rini et al., 2007; Wong et al., 2007,
Wolter et al.,, 2008). Sunitinib flhrte aullerdem zu einem erhdhten Bedarf an
Levothyroxin in athyreoten Patienten (Wong et al., 2007), ein Effekt, der auch flr
einen anderen TKIl namens Imatinib beobachtet werden konnte (de Groot et al.,
2005). Imatinib dient bei Sunitinib-Resistenz zur Behandlung von GIST, ebenso wird
es bei Chronischer Myeloider Leukdmie (CML) eingesetzt (de Groot et al., 2005;
Dora et al., 2008).

Potentielle molekulare Mechanismen, die fur die Sunitinib-induzierte Hypothyreose
verantwortlich sein kénnten, wurden /n vifro und in vivo untersucht. Sunitinib
inhibierte dabei sowohl Peroxidasen (Wong et al., 2007) als auch das Wachstum von
FRTL-5 Zellen (Schilddrisenzellinie der Ratte). Die Jodidaufnahme hingegen
genauso wie die Genexpression des Natrium-Jodid-Symporters und des TSH-
Rezeptors waren nicht negativ beeinflusst (Salem et al., 2008).

Auch die TKils der zweiten Generation wie Dasatinib, eigentlich als Weiterentwicklung
zur Verhinderung von Nebenwirkungen gedacht, fuhrten in CML-Patienten zu
anormalen Schilddrisenfunktionstests (Kim et al., 2010).
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1.6. Zielstellung

Aufbauend auf der Hypothese, dass alternative Schilddriisenhormontransporter
existieren, sollte die Expression und Verteilung von Schilddrisenhormontransportern
im Gehirn der Maus besser charakterisiert werden.

Da Lat2 als Kandidat fur die Kompensation des Mct8-Defektes bei der Maus
vorgeschlagen wurde, sollte der Phanotyp der S/c/a8-defizienten Maus u.a.
hinsichtlich Veranderungen der Schilddrisenhormonachse sowie des Schilddrisen-
hormontransports in primaren Zellen untersucht werden. Dazu wurde die Methode
der Praparation und Kultivierung primarer Astrozyten etabliert.

Da die Verkreuzung von S/c76aZ- und Sic/a8defizienten Mausen aus nicht
geklarten Grinden (bis auf drei Tiere) keine doppelt-defizienten Nachkommen mehr
geliefert hatte, wurde die biochemische Untersuchung von MCT8 in den Vordergrund
geruckt.

Ziel war es, Struktur-Funktionsbeziehungen hinsichtlich der potentiellen Liganden-
bindungsstelle in MCT8 zu untersuchen. Hypothesen wurden anhand des
Homologiemodells formuliert. Dazu wurde die Arbeit mit Xenopus Oozyten und
radioaktiv-markiertem '*C etabliert.

Des Weiteren wurde eine neue pathogene MCT8-Mutation einer weiblichen AHDS-
Patientin (gefunden am Institut fir Experimentelle Padiatrische Endokrinologie,
Charité-Universitatsmedizin, Berlin) molekularbiologisch nachgebaut und auf ihre
biochemischen Eigenschaften hin untersucht.

Wahrend der Arbeit wurde die Hypothese formuliert, dass TKIs die Aktivitdt von
MCT8 beeintrachtigen und so die ungeklarten Effekte auf die Schilddrisen-
hormonachse austben. Diese Hypothese wurde experimentell geprift.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und vorgefertigte Reagenziensysteme

Chemikalien wurden bei folgenden Herstellern bzw. Vertrieben erworben: Carl Roth
(Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Roche Diagnostik (Mannheim), Serva Feinbio-
chemika (Heidelberg) und Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim). Detaillierte
Zusammensetzungen der verwendeten Puffer und Losungen werden im Methodenteil
aufgefuhrt.

Ubliche Verbrauchsmaterialien fiir den Laborbedarf wurden von folgenden
Herstellern bzw. Vertrieben bezogen: Amersham (Minchen), A. Hartenstein
(Wurzburg), Bio-Rad Laboratories (Minchen), GE Healthcare (Mlnchen), Invitrogen
(Darmstadt), Merck Biosciences (Schwalbach), Eppendorf (Hamburg), peglLab
Biotechnologie (Erlangen), Sarstedt (Niumbrecht), Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim).
Verbrauchsmaterialien und Medien fur die Zellkultur wurden bei folgenden
Herstellern bzw. Vertrieben erworben: Biochrom (Berlin), Life Technologies
(Darmstadt) und Qiagen (Hilden).

Tabelle 2-1: Vorgefertigte Reagenziensysteme

Reagenziensystem Bezugsquelle

Absolute™ QPCR SYBR® Green Fluorescein Mix ThermoScientific, UK
Amersham ECL'" Western Blotting Detection Reagents GE Healthcare, UK

BigDye® Terminator v3.1Cycle Sequencing Kit Life Technologies, USA
Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate Bio-Rad Laboratories, Miinchen
Cell Surface Isolation Kit ThermoScientific, UK

Dako Cytomation System DAKO, Danemark
FastPlasmid'" Mini Kit Eppendorf, Hamburg

iScript cDNA Synthese Kit Bio-Rad Laboratories, Miinchen
mMessage mMachine® T7 Kit Life Technologies, USA

M.O.M. Kit Vector, USA

QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene, USA

Perfectprep® Gel Cleanup Eppendorf, Hamburg

pGEM®-T Easy Vector Systems Promega, Mannheim
PureYield™ Plasmid Midiprep System Promega, Mannheim
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Radioaktiv-markierte Substanzen wurden ausschlieBlich Uber Perkin Elmer (MA,

USA) bezogen. In Tabelle 2-1 sind die in dieser Arbeit verwendeten vorgefertigten

Reagenziensyteme (Kits) aufgefiihrt. Beschreibungen zu den einzelnen Kits finden

sich in dem jeweiligen Methodenteil.

2.1.2. Gerate, Software und Datenbanken

Tabelle 2-2: Gerate

Geréat

Hersteller

Axioskop 2 mot plus
Beta-Counter, Wallac 1409
Biophotometer

Dismembrator

Eppendorf research

(0,1-2,5 pl, 0,5-10 i, 10-100 I, 100-1000 pi)
Elektrophoresekammer, horizontal, Blue Marine 200
Gamma-Counter, Wallac 1470
iCycler'"" Thermal Cycler
Inkubator HERAcell®
Kuhlzentrifuge 5417R

Leica ASP300 Entwasserung
Leica CM 3000 Kryostat

Leica EG 1160 Einbettung

Leica RM2125RT Mikrotom
Magnetriihrer Modell L32A
Mastercycler® gradient
Mini-PROTEAN® 3 Cell
Netzgerat BluePower PLUS
Netzgeradt EPS601 Power Supply
pH-Meter inoLab

Photometer NanoDrop 1000
Praparierbesteck
Roéntgenfilmkassette

Rotarod

Safe 2010 Laminair
Ultraschallstab

Thermomixer Comfort
Transferblotapparatur Transblot SD
UV-Transilluminator , V-90M
Vortex

Waage CP 2201

Carl Zeiss, Jena
Perkin Elmer, Massachuetts, USA
Eppendorf, Hamburg

B. Braun Biotech International, Melsungen

Eppendorf, Hamburg

Serva Electrophoresis, Heidelberg
PerkinElmer, Massachuetts, USA
Bio-Rad Laboratories, Minchen
Heraeus Holding, Hanau
Eppendorf, Hamburg

Leica, Miinchen

Leica, Minchen

Leica, Miinchen

Leica, Miinchen
Hartenstein,Wirzburg

Eppendorf, Hamburg

Bio-Rad Laboratories, Minchen
Serva Electrophoresis, Heidelberg
GE Healthcare Europe, Miinchen
Benchtop WTW, Weilheim
Thermo Scientific, Waltham, USA
FST Fine Science Tools GmbH, Heidelberg
Kodak, Rochester, USA

Jones & Roberts, USA
Heto-Holten, Danemark

Labsonic M B. Braun Biotech, Melsungen
Eppendorf, Hamburg

Bio-Rad Laboratories, Minchen
Benda, Weisloch

A. Hartenstein, Wirzburg

Sartorius, Goéttingen
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Tabelle 2-3: Software

Name

Hersteller

Adobe lllustrator 10
Adobe Photoshop 7.0
Axio Vision Rel. 4.7
BioEdit 7.0.1

Bio-Rad iCycler iQ 3.0
EndNote

GraphPad Prism 4.03
Microsoft Office 2007

Adobe Systems GmbH (Miinchen)

Adobe Systems GmbH (Miinchen)

Carl Zeiss Microlmaging (Gottingen)
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html
Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA/USA)
Thomson Reuters (New York, USA)

GraphPad Prism Software (San Diego, CA/USA)

Microsoft Deutschland (Unterschleil3heim)

Tabelle 2-4: Datenbanken

Name

Internetadresse

BLAST

NEBcutter V2.0

PubMed

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)

National Center for Biotechnology Information (NCBI)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
http://www.ncbi.nlm.nih.gov
http://tools.neb.com/NEBcutter2/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=0OMIM
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=PubMed

2.1.3. Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikdrper samt Verdiinnungen sind Tabelle 2-5 zu

entnehmen.

Tabelle 2-5: Antikérperverdinnungen

Antikérper WB IHC Firma

primare Antikorper:

anti-Calbindin (rabbit) 1:1000 | Swant, Schweiz

anti-GFAP (mouse) 1:400 | Sigma, Deutschland

anti-Lat2 (rabbit) IG1004 1:200 1:50 ImmunoGlobe, Deutschland
anti-MCT8 (rabbit) 1:500 1:250 | Atlas, Schweden
anti-Parvalbumin (mouse) 1:1000 | Swant, Schweiz

anti-B-Aktin (rabbit) 1:2000 Rockland, USA

sekundére Antikorper:

Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG 1:200 | Jackson ImmunoResearch, USA
Cy2'™ goat anti-rabbit IgG 1:1000 | Jackson ImmunoResearch, USA
Cy3'" goat anti-mouse IgG 1:1000 | Jackson ImmunoResearch, USA
Polyclonal goat anti-rabbit HRP 1:2000 Dako, Hamburg

WB - Western Blot, IHC - Immunhistochemie
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2.1.4. Mauslinie

Die in dieser Arbeit verwendeten Mause der Linie S/c/a& (genetischer Hintergrund:
C57BI/6) wurden in der Zentralen Versuchstierhaltung der Charité-Universitats-
medizin, Berlin (Virchow Klinikum) nach Vorgaben der lokalen Behorde (Landesamt
fur Gesundheit und Soziales, Berlin, #T458/09) unter pathogen-freien Bedingungen
und automatisch kontrolliertem Hell-Dunkel-Zyklus (12:12) sowie Temperatur
gezichtet und gehalten. Die Gabe von Standard-Zuchtfutter fir Nager (Snniff, Soest,
Deutschland) und Wasser erfolgte ad /ibitum.

Die Generierung S/c/a&-defizienter Mause erfolgte durch Deltagene. Veranlasst
durch das NIH, wurden die Mause im Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, USA)
gehalten, dort aber nicht weiter untersucht. Die Einfihrung einer B-Galakto-
sidase/Neomycin-Phosphotransferase-Il-Kassette mit poly-A-Signal (geo cassette) in
das Exon 2 des Slc/a&-Allels fuhrte zu einem teilweisen Austausch der fur die
Transmembranhelix eins und zwei kodierenden Sequenz.

Zur Vermeidung parentaler Effekte auf die Nachkommenschaft wurden nur
heterozygote Tiere miteinander verpaart. Mdgliche Genotypen der Nachkommen
waren: Slc7a8 7" (Wildtyp), Sic7a8 ™" (heterozygot) und Slc7a8 " (knock out).

2.2. Methoden

2.2.1. Genotypisierung S/c/7a8-defizienter Mause

Zur Genotypisierung der Nachzucht S/c/a&-defizienter Mause wurde genomische
DNA aus Ohrloch- bzw. Schwanzbiopsien gewonnen. Je nach Gréf3e der Biopsien
wurden die Proben mit 50 - 150 ul alkalischem Lysepuffer (Chomczynski and
Rymaszewski, 2006) versetzt, gemischt und circa 2 h bei Raumtemperatur inkubiert.
PCR-Ansatz, PCR-Programm und Primersequenzen zur Genotypisierung sind
Tabelle 2-6 zu entnehmen. 15 pl des PCR-Ansatzes wurden nach erfolgter PCR-
Reaktion mit 3 pul DNA-Probenpuffer (6x) versetzt und gelelektrophoretisch in einem
1,5%igen, mit Ethidiumbromid-versetzten Agarosegel in 1x SB-Puffer flr 20 min bei
260 V unter Mitfiihrung eines GréRenstandards (Gene Ruler™ 1 kb DNA ladder plus,
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Fermentas, St. Leon-Rot) aufgetrennt. Die Auswertung erfolgte mittels Photographie

des Agarosegels unter UV-lllumination.

Tabelle 2-6: Genotypisierungs-PCR S/c/7a&defizienter Mause

PCR-Ansatz PCR-Programm
1 pl genomische DNA
3 pl 10x SupraTherm™ Puffer (Gene Craft) | 94°C - 3 min

3 yl 10mM dNTP-Mix (Eppendorf) 94°C -30s

je 1l 10 uM Primer 61°C-40s 35 Zyklen
0,1 ul SupraTherm™ Taq (Gene Craft) 72°C-60s

ad 30 ul dH,0 72°C - 3 min
Primersequenzen

5’- CAAATGCCAGCTGTCCTGACCTCAC -3’
5- AGACTTAGGGATGGTGACGCCTAG - 3
5- GGGTGGGATTAGATAAATGCCTGCTCT - 3

Die fur die Gelelektrophorese notwendigen Pufferzusammensetzungen sind Tabelle

2-7 zu entnehmen.

Tabelle 2-7: Pufferzusammensetzungen (1)

Puffer Zusammensetzung

DEPC-Wasser 0,1 % (w/v) DEPC in dH,0O, 24 h offen unter dem Abzug inkubieren,
danach autoklavieren

DNA-Probenpuffer (6x) 0,25 % (w/v) Bromphenolblau, 30 % (w/v) Glycerin in dH,O

SB-Puffer (20x) 8 g NaOH, 45 g Borsaure ad 11 dH,0

SB-Puffer (1x) Verdiinnung des 20x SB-Puffers in dH,O

2.2.2. Rotarod

Rotarod-Analysen wurden zum Nachweis von Koordinationsstérungen bei Mausen
herangezogen. Es wurde die Verweildauer des einzelnen Tieres auf der Drehstab-
apparatur wahrend sechs nacheinander folgenden Laufen mit jeweils einer
maximalen Dauer von 5 min gemessen. Nach jedem Lauf wurde eine Erholungs-
phase von 5 min eingehalten. Die Mause waren wahrend der L&ufe einer
ansteigenden Drehzahl ausgesetzt und l6sten beim Verlassen der Apparatur einen

Kontakt aus, durch den es moglich war, die genaue Verweildauer zu bestimmen.
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2.2.3. Probengewinnung

Die Tétung von Versuchstieren erfolgte nach den Richtlinien des Tierschutzgesetzes.
Versuchstiere ab dem 20.Lebenstag wurden durch Kohlenstoffdioxidinhalation
betaubt und anschlielend dekapitiert. Bei jungeren Tieren erfolgte eine direkte
Dekapitation. Nach der Tétung enthommene Organe wurden sofort in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bei - 80°C gelagert.

Zur Gewinnung von Gewebepulver wurden die enthommenen Organe mithilfe eines
Dismembrators zermahlen. Das Gewebepulver diente der Aufarbeitung von
Proteinen und RNA zur weiteren Analyse. Alle bendtigten Hilfsmittel wurden in
flissigem Stickstoff oder auf Trockeneis vorgekiihlt, das jeweilige Organ zusammen
mit einer gekihlten Wolframkarbid-Zertrimmerungskugel in ein gekihltes Teflon-
gefall gegeben und im Dismembrator bei einer Frequenz von 2000 rpm fir 60 s
pulverisiert. Kleine Organe wie Schilddrise, Hypophyse, Hypothalamus und Kleinhirn
wurden nicht zermahlen sondern im vorgeklhlten Morser zerrieben. Das Gewebe-
pulver wurde bei - 80°C gelagert.

Entnommene Organe, die fur immunhistochemische Untersuchungen vorgesehen
waren, wurden in 4 % Paraformaldehyd (PFA) uber Nacht bei 4°C fixiert. Fixierte
Gewebe wurden entweder entwassert, in Paraffin eingebettet und bei 4°C aufbewahrt
oder in 30%iger Zuckerlésung kryoprotektiert, auf Trockeneis eingefroren und bei
- 80°C gelagert. Das Absinken der in Zuckerlésung eingelegten Gewebe auf den
Boden des Reaktionsgefalies zeigte die Vollendung der Kryoprotektion an. Die

Zusammensetzung der verschiedenen Puffer ist Tabelle 2-8 zu entnehmen.

Tabelle 2-8: Pufferzusammensetzungen (2)

Puffer Zusammensetzung
Na,HPO,4-Lésung 0,2 M Na,HPO, in dH,O
NaH,PO,4-Lésung 0,2 M NaH,PO, in dH,O

Phosphatpuffer (0,2 M) | 80 % (v/v) 0,2 M Na,HPO,-Lésung

20 % (v/v) 0,2 M NaH,PO4-Lésung, pH 7,4

Paraformaldehyd (4 %) | 40g PFA (w/v) in 500 ml dH,O und einem NaOH-Platzchen I6sen,
filtrieren, Zugabe von 400 ml 0,2 M Phosphatpuffer, pH 7,4 mit 0,2 M
NaH,PO,4-Lésung einstellen

Zuckerlésung (30 %) 30 % (w/v) Saccharose in 0,2 M Phosphatpuffer
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2.2.4. Proteinbiochemische Methoden

Die in diesem Abschnitt verwendeten Arbeitslosungen und Puffer wurden wie in

Tabelle 2-9 beschrieben hergestellt.

Tabelle 2-9: Pufferzusammensetzungen (3)

Puffer Zusammensetzung

Blockierungspuffer 5 % (w/v) Magermilchpulver, 0,3 % (w/v) Tween20 in 1x PBS

Homogenisationspuffer 250 mM Saccharose, 20 mM Hepes, 1 mM EDTA in dH,0, pH 7,4

Gellésung (20 %) 162,3 ml Acrylamid, 65 ml Bisacrylamid, ad 250 ml dH,0

Laemmli-Probenpuffer (4x) | 200 mM Tris pH 6,8, 40 % Glycerol, 16 % SDS, 20 % B-Mercapto-
ethanol, 0,02 % Bromphenolblau in dH,O

Laufpuffer (10x) 1,92 M Glycin, 0,25 M Tris, 1 % (w/v) SDS in dH,0

Laufpuffer (1x) Verdunnung des 10x Laufpuffers in dH,O

PBS (10x) 80 g NaCl, 2g KCI, 17,8 g Na;HPO, x 2 H,0, 2,5g KH,PO, in 11
dH,0, pH 7,4

PBS (1x) Verdunnung 10x PBS in dH,0

Ponceau-Rot 0,1 % Ponceau-Rot in 5 % Essigsaure

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 0,4 % (w/v) SDS in dH,0

TBS (20x) 33 g Tris, 74 g NaCl, 30 g Tween in dH,0, pH 8,0

TBS (1x) Verdunnung 10x TBS in dH,0

Transferpuffer (10x) 1,92 M Gilycin, 0,25 M Tris in dH,0

Transferpuffer (1x) 100 ml 10x Transferpuffer, 100 ml Methanol, ad 1 | dH,O

Trenngelpuffer 1,5 M Tris pH 8,8, 0,4 % (w/v) SDS in dH,0

Waschpuffer 0,03 % Tween20 in 1x PBS

2.2.4.1. Western Blot

Proteinextraktion aus Gewebepulver

Eine Spatelspitze Gewebepulver wurde in ein auf Trockeneis vorgekulhltes 1,5 ml
Reaktionsgefal® tUberflhrt und in 250 pul Homogenisationspuffer plus 1 mM DTT (80 pl
plus 1 mM DTT far Schilddrise, Hypophyse und Hypothalamus) resuspendiert. Der
Aufschluss der Zellen erfolgte mittels Ultraschall (Amplitude: 100, Zyklus: 0,6). Zur
Anreicherung der Membranproteine wurden die Proben fur 15 min bei 4°C und
13.000 xg zentrifugiert, der Uberstand in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaR tberfiihrt
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und das Pellet, das die Membranfraktion enthielt, in 200 pl Homogenisationspuffer
plus 1 mM DTT mittels Ultraschall (wie oben) geldst.

Um den Proteingehalt der Proben zu bestimmen, wurde die Methode nach Bradford
(Bradford, 1976) angewendet. Bei der Verbindung des Farbstoffes Coomassie-
Brillant-Blau G-250 mit Proteinen verschiebt sich dessen Absorptionsmaximum von
470 nm zu 595 nm. Diese Verschiebung ist photometrisch messbar und wurde dazu
genutzt, den Proteingehalt einer Probe zu ermitteln. 1000 pl Bio-Rad Protein Assay
(1:5 Verdinnung) wurden in einer Einwegkulvette (Sarstedt) vorgelegt, mit 1 pl Probe
versetzt, gut durchmischt und far 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Messung der Probe in einem Biophotometer konnte der Proteingehalt anhand einer
Standardgeraden errechnet werden, die parallel zu den Proben mit Rinderserum-

albumin (0 - 36 pg/ul) erstellt wurde.

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
Natriumdodecylsulfat lagert sich an Proteine an, Uberdeckt deren Eigenladung und
verleiht ihnen eine einheitlich negative Ladung aufgrund derer Proteine nach ihrem
Molekulargewicht wahrend einer denaturierenden SDS-Polyacrylamidgelelektro-
phorese aufgetrennt werden koénnen (Laemmli, 1970). Proteinmenge und
Gelzusammensetzung sind Tabelle 2-10 zu entnehmen. Das zu untersuchende
Proteinhomogenat wurde mit dH,O auf ein Endvolumen von 15 pl aufgefiillt,
anschlieend mit 5 ul denaturierendem Laemmli-Probenpuffer (4x) versetzt und bei
95°C fiir 10 min inkubiert. Der Gellauf erfolgte in einem Mini-PROTEAN® 3 Cell
System bei 60 V im Sammelgel bzw. 120 V im Trenngel in Laufpuffer bis die untere
Markerbande (PageRuler Prestained Protein Ladder, Fermentas, St. Leon-Rot) das
Gel verlassen hatte.

Transfer und Immundetektion

Nach dem Gellauf (Laemmli, 1970) erfolgte die Immobilisierung von Proteinen auf
eine Nitrozellulosemembran (Whatman®) nach dem semi-dry Verfahren in einem
Trans-Blot System bei 25V und 250 mA fir 40 min. Um zu kontrollieren, ob der
Transfer erfolgreich war, wurde die Membran fir 30 s in Ponceau-Rot geschwenkt
und anschlie3end mit dH,O gespuilt bis Banden sichtbar wurden.

Nach Inkubation der Membran in Blockierungspuffer (60 min, RT) erfolgte die
Inkubation der Membran mit dem Erstantikorper (verdinnt in Blockierungspuffer) bei
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4°C Uber Nacht. Nachdem die Membran am nachsten Tag weitere 30 min bei
Raumtemperatur im Erstantikbrper geschwenkt wurde, folgten drei Waschschritte a
10 min in Waschpuffer mit anschlieBender Inkubation der Membran im Zweit-
antikérper (verdlnnt in Blockierungspuffer, 45 min, RT). Weitere Waschschritte (s.0.)
folgten, bevor das gesuchte Protein mittels ECL-Reagenz auf einem Chemi-
lumineszenz-Films detektiert werden konnte. Die Filme wurden eingescannt und am

Computer mithilfe von Adobe Photoshop 7.0 und Adobe lllustrator 10 bearbeitet.

Tabelle 2-10: Proteinmengen und Zusammensetzung eines SDS-Polyacrylamidgels

Proteinmenge

adulte Mausgewebe | 80 pg Membranprotein

Zellysat 100 pg Gesamtprotein; 15 pl Lysat (Oberflachenbiotinylierung)

Xenopus Oozyten 4 Oozyten in 50 yl Homogenisationspuffer plus 1 mM DTT; 10 ul eingesetzt
Trenngel (12,5 %) Sammelgel (5 %)

dH,0 1,25 ml 2mil

Trenngelpuffer 2,5 ml

Sammelgelpuffer 1ml

Gellésung (20 %) 6,25 ml 1ml

Temed 10 4 ul

APS (10 %) 100 pl 40

2.2.4.2. Dejodase-Assay

Der radioaktive Dejodase-Assay dient der Bestimmung der enzymatischen Aktivitat
von 5-Dejodasen. Gemessen wird die Freisetzung eines radioaktiv-markiertem

Jodidmolekiils ('?I),

das an der 5‘-Position (Abb.1-1) des Phenolrings eines
radioaktiv-markierten rTs-Molekiils ('?°|-rTs) abgespalten wurde. Die Unterscheidung
der 5'-Aktivitdten von Dejodase 1 und Dejodase 2 resultierte aus dem Einsatz von
Propylthiouracil (PTU), einem spezifischen Dejodase-1-Inhibitor. Die Aktivitat beider
Dejodasen kann somit in einem parallelen Ansatz durch Differenzmessung bestimmt
werden.

Die Aufarbeitung der Proteinhomogenate erfolgte wie unter 2.2.4.1. beschrieben. Die
pro Reaktionsansatz eingesetzte Proteinmengen (in 40 pl Homogenisationspuffer
plus 1 mM DTT) und die optimierte, gewebeabhangige rTs-Konzentration ist Tabelle
2-11 zu entnehmen. Es wurde ein 10facher Ansatz des Proteinlysats angefertigt (z.B.

100 pg Leberprotein in 400 ul Homogenisationspuffer/DTT).
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Tabelle 2-11: Dejodase-Assay - Proteinmenge, rTs-Konzentration und Inkubationszeit

Gewebe Proteinmenge c(rTs) innM Inkubationszeit
Leber 10 ug 1000 60 min

Niere 15 ug 1000 60 min

Kortex 100 pg 1 120 min

Aufreinigung des Tracers

Zur Herstellung einer Chromatografie-Saule wurden 600 pul Sephadex LH-20 in eine
mit einem Filter (PorengréRe: 10 uM, MoBiTec, Géttingen) abgedichtete Sarpette
gegeben und mit 3 ml 0,1 N HCI equilibriert. Nach Zugabe des Tracers (pro Reaktion
0,35 - 0,45 pl '?°|-rT5, spezifische Aktivitat 750 - 1250 uCi/pl) wurde zunachst mit 3 ml
0,1 N HCI und anschlielend mit 3 ml dH,O gewaschen, bevor mit 1 ml Ethanol:NH3
(Verhaltnis 49:1) eluiert wurde. Das Eluat wurde mittels Stickstoff im Wasserbad
(80°C) eingedampft und anschlielend in Substratmix (Tabelle 2-12) resuspendiert.
Die Aktivitat des Substratmix/Tracergemisches sollte zwischen 30.000 - 80.000 cpm
pro 50 pl liegen.

Tabelle 2-12: Zusammensetzung des Substratmixes

Bestandteil Volumen

KPO,-Puffer (pH 6,8) 10

1MDTT 2l

40 mM NaOH 0,41 ul

1mM Ty Berechnung nach Tabelle 2-11
dH,0O ad 50 pl

Dejodase-Assay

Die Bestimmung der 5°-Dejodaseaktivtat erfolgte mit und ohne PTU in Triplikaten.
6x 40 pl Proteinhomogenat bekannter Proteinkonzentration (Tabelle 2-11) wurden mit
3x 10yl dH,O bzw. 3x 10yl PTU (10 mM) versetzt. Nach Zugabe von 50 pl
Substratmix/Tracergemisch erfolgte die Inkubation des Ansatzes (Inkubationszeit:
Tabelle 2-11) bei 37°C im Wasserbad. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 pl
BSA-Stopplésung auf Eis beendet und die Proteine mit 400 pl eiskalter
Trichloressigsaure (10 %) gefallt. Nach Zentrifugation (14.000 xg, 5 min) wurden
480 pl des Uberstandes auf Dowex-50W-X2-Saulen (berfiihrt und freigesetztes "I
mit 10%iger Essigsaure eluiert. Die Messung der Radioaktivitdt erfolgte im
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Gammacounter. Zur Bestimmung der Hintergrundaktivitdt wurden Kontrollen
mitgefihrt, die lediglich 10 ul dH,O im Triplikat enthielten und denen erst nach
Zugabe der BSA-Stopplésung 40 ul des Proteinhomogenats zugesetzt wurden. Nach
Beendigung des Versuchs schloss sich eine weitere Proteinbestimmung nach
Bradford an, um den genauen Proteingehalt des im Versuch eingesetzten Protein-
homogenats zu ermitteln. Alle verwendeten Puffer sind Tabelle 2-13 zu entnehmen.

Tabelle 2-13: Pufferzusammensetzungen (4)

Puffer Zusammensetzung

BSA-Stopplésung 10 % (w/v) BSA, 10 mM PTU-Stammlésung, ad 10 ml dH,O

Dowex-50W-X2 60 % (w/v) Dowex wurde in 10%iger (v/v) CH3COOH gelést und in
Sarpettenspitzen gefiillt, die mit Filtern abgedichtet wurden.

Elutionslésung 98 % (v/v) Ethanol, 2 % (v/v) NH,OH

KPO,-Puffer 1 M K;HPO,4, 10 mM EDTA, pH 9,4 mit NaOH (Puffer A)

1 M KH,PQO,4, 10 mM EDTA, pH 4,4 mit HCI (Puffer B)

Puffer A vorlegen, dann durch Zugabe des Puffers B bis zum Erreichen von
pH 6,8 titrieren.

PTU-Stammlésung | 50 mM PTU in 40 mM NaOH suspendieren und durch Zugabe von 0,1 M
NaOH lésen, pH < 9,0. Verdiinnungen der PTU-Stammlésung wurden in
40 mM NaOH angefertigt

rTs-Stammldsung 10 mM T3 in 40 mM NaOH. 1 mM Gebrauchslésung wurde in 40 mM NaOH
hergestellt.

Sephadex LH-20 20 % (w/v) Sephadex LH-20 in 100 ml 0,1 N HCI

Berechnung der Enzymaktivitét in pmol x mg’” x min’”

Spezifische _ 2 x n (rTz in nmol) x [cpm (Probe) - cpm (Hintergrund)] x 1000
Aktivitat cpm (100%) x m (Protein in mg) x t (in min) x 480/550

(Gleichung 2-1)
cpm - counts pro Minute
cpm (100%) - theoretisch mégliche 100%ige Dejodierung von '2°|-rT
cpm (Hintergrund) - "*° Freisetzung durch nicht-enzymatische Dejodierung
cpom (Probe) - '®I” Freisetzung durch Dejodierung
m (Protein) - Menge an Protein in mg
n (r73) - Stoffmenge an unmarkiertem rT3 in nmol

t- Reaktionszeit in min
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Quotient 480/550 - Menge des Uberstands durch Gesamtvolumen
Faktor 2 - durch 5'-Markierung des '°I-rT; und freie Drehbarkeit des phenolischen
Rings um die Diphenyletherbindung kommt es statistisch gesehen zur Abspaltung

eines radioaktiven und eines nicht radioaktiven Jodids

Die Gesamtaktivitdt der 5-Dejodasen berechnete sich aus den Triplikaten, die mit
dH,0 versetzt wurden. PTU-Triplikate bezogen sich hingegen nur auf die Aktivitat der
Dejodase 2. Die Aktivitat der Dejodase 1 berechnete sich demnach aus der Differenz
von Gesamtaktivitdt und Dejodase-2-Aktivitat.

2.2.5. Analyse von Serum- und Urinparametern

Serum

Zur Gewinnung von Serum aus Vollblut S/c7a&-defizienter Mause und ihrer Wildtyp-
Kontrollen wurden nach Totung der Versuchstiere der Thorax und die Aorta bzw. das
Herz punktiert. Das aus dem Thorax gesammelte Blut wurde bis zur Gerinnung auf
Eis gelagert und das Serum durch Zentrifugation (10 min, 10.000 xg, 4°C) vom
Vollblut separiert. Die Lagerung des Serums erfolgte bei - 20°C.

TSH-, T3- und T4-Werte Slc/a&-defizienter Mause und ihrer Wildtyp-Kontrollen
wurden mittels Radioimmunassay (Streckfuss et al., 2005) in Kooperation mit dem
Laboratoire d'Explorations Fonctionnelles par les Isotopes, Hopitaux Universitaires
de Strasbourg, Frankreich gemessen.

Aminosaureanalysen aus dem Serum S/c/a&-defizienter Mause und ihrer Wildtyp-
Kontrollen wurden im Interdisziplindren Endokrinologischen Speziallabor der Charité-
Universitatsmedizin, Berlin mittels routinemafRiger Hochdruckflissigchromatografie

bestimmt. Norleucin diente als interner Standard.

Urin

Der Urin Slc/7a8-defizienter Mause und ihrer Wildtyp-Kontrollen wurde mithilfe
metabolischer Kafige Gber einen Zeitraum von 24 h gesammelt.

Aminosaureanalysen aus dem Urin S/c/7a&-defizienter Mause und ihrer Wildtyp-
Kontrollen wurden im Interdisziplindren Endokrinologischen Speziallabor der Charité-
Universitatsmedizin, Berlin mittels routinemafiger Hochdruckflissigchromatografie

bestimmt. Norleucin diente als interner Standard.
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2.2.6. Molekularbiologische Methoden
2.2.6.1. Real time Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

RNA-/Isolation

Die Isolation von RNA aus Geweben der Maus erfolgte mittels TRIzol® Reagenz
gemall den Angaben des Herstellers zur Isolierung von RNA, DNA und Proteinen.
Nach Homogenisation einer Spatelspitze Gewebepulver in TRIzol® Reagenz erfolgte
die Zugabe von Chloroform mit anschlie3ender Zentrifugation, wodurch RNA, DNA
und Proteine in unterschiedlichen Phasen aufgetrennt wurden. Die obere wéassrige
Phase, die die RNA enthielt, wurde mit Glykogen und Isopropanol versetzt, um die
RNA zu féllen. Nach Waschen des Pellets wurde die RNA in 20 ul DEPC-Wasser
(Tabelle 2-7) gelést. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch
(NanoDrop®) bei einer Wellenlange von 260 nm nach Gleichung 2-2. 40 ng/pl ssRNA
entsprachen hierbei einer Absorptionseinheit A260.

RNA-Konzentration (ng/ul) = Absorption (260) x 40 x Verdlinnungsfaktor
(Gleichung 2-2)

cDNA-Synthese
Die Synthese von cDNA aus RNA erfolgte mit dem iScript cDNA Synthese Kit nach
Angaben des Herstellers und dem in Tabelle 2-14 beschriebenen Syntheseansatz

und Temperaturprogramm.

Tabelle 2-14: cDNA-Synthese - Ansatz und Temperaturprogramm

Ansatz Temperatur
850 ng RNA 25°C - 5 min
4 pl 5x cDNA-Synthese Puffer 42°C - 30 min
1 pl Reverse Transkriptase 85°C - 5 min
ad 20 pl dH,0

RT-PCR

Die real time PCR wurde als Doppelbestimmung nach folgendem Ansatz und
Temperaturprogramm (Tabelle 2-15) durchgefuhrt. Die Primersequenzen sind
Tabelle 2-16 zu entnehmen.
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Tabelle 2-15: RT-PCR-Ansatz

PCR-Ansatz PCR-Programm
5 pl DNA (1:5 verdiinnte cDNA) 95°C - 15 min
0,25 pl 10 uM Primer fwd 95°C - 1 min
0,25 pl 10 M Primer rev 95°C-70s
12,5 SYBR® Green Fluorescin Mix 62°C -45s 42 Zyklen
7 ul DEPC-H,0 72°C-30s
72°C - 3 min

Tabelle 2-16: RT-PCR-Primer

Primer Nukleotidsequenz (5’ zu 3’) Primer Nukleotidsequenz (5’ zu 3’)
Slc16a70 | fwd  GCCCCATCGTGAGTGTCTTC Dio2 fwd  CTCCAACTGCCTCTTCCTGG
rev GACCAGTGACGGCTGGTAGG rev GACGTGCACCACACTGGAAT
Slc16a2 fwd CCTCGCTATGGGCATGATCT Dio3 fwd CTACATCGAGGAAGCCCACC
rev TGGTTGAAAGGCGAATGAGC rev TGACGTAGAGGCGCTCAAAA
Slc7a8 fwd  GCCACCCGGGTTCAAGATA Hr fwd  GCTAGCAGGGTGCAGAACCT
rev ATAGGCAAAGGAGCCCTGGA rev CAGGTGTCCACGGTGTGAGT
Slc7ab5 fwd  GGCCATCATCATCTCCTTGC mRC3 fwd  AGAGAGGCTGGTTCTGCAAG
rev ACCCATTGACAGAGCCGAAG rev AATATCGTCGTCTGGCTTGG
Slc43a1 fwd CGCTGTGGTGGAGAACCTCT mTSHB fwd CCTTGACAGAGCTCCCCTTG
rev AGGAAGGAGCCAATGGTGAA rev ATTGCATAGGCCCTGGAATG
Slcoict fwd  AGTGTGGCCGGACTGACTGT mi18S rRNA | fwd  TTGACGGAAGGGCACCACCAG
rev ACTCCGGCTGGAGGATTGAC rev GCACCACCACCCACGGAATCG

2.2.6.2. Einflihrung von Mutationen in die Sequenz von MCT8

Die kodierende Sequenz des humanen MCT8 wurde wie bereits beschrieben mithilfe
der Enzyme Hindlll (N-Terminus) und Xbal (C-Terminus) in den Expressionsvektor
pcDNAZ kloniert (Kinne et al., 2009). Die Enzyme wurden von New England Biolabs
(NEB), USA bezogen.

Mutagenese durch PCR

Zur Einfihrung der H192x- und N193I-Mutationen in die Sequenz des Wildtyp-MCT8
wurde eine BamHI-Schnittstelle in der Nahe der zu mutierenden Basen zur Hilfe
genommen. Es wurden reverse Primer (Tabelle 2-17) designt, die in der Mitte ihrer
Sequenz die Mutation und am 5‘-Ende eine BamHI-Schnittstelle aufwiesen. Die
Klonierung der H192x- und N193I-Fragmente erfolgte nach dem unter Tabelle 2-18
beschriebenen PCR-Ansatz und PCR-Programm. Das erhaltene PCR-Fragment
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wurde gelelektrophoretisch (100V, 2 h) in einem 1,5%igen, mit Ethidiumbromid-
versetztem TAE-Gel aufgereinigt und mithilfe des Perfectprep® Gel Cleanup Kits
gemall den Angaben des Herstellers aus dem Gelmaterial eluiert. Das gereinigte
PCR-Fragment erhielt nun A-Uberhange (A-tailing) und wurde in den pGEM-T Easy
Vektor (pGEM®-T Easy Vector Systems) zwischenkloniert (Tabelle 2-19).

Tabelle 2-17: Mutagenese-Primer und Enzyme

Primer Nukleotidsequenz (5° zu 3°)
HA-MCT8 | fwd AAGCTTGACATGTACCCATACGACGTCCCAGACTACGCTATGGGGAGAGGAGGAG
H192A rev  GGATCCCGACAGAGTTAGCGATGCCGAAGATG
H192F rev. GGATCCCGACAGAGTTAAAGATGCCGAAGATG
H192Q rev. GGATCCCGACAGAGTTCTGGATGCCGAAGATG
N193I rev  GGATCCCGACAGAGATATGGATGCCGAAGATG
H415A fwd GGCTACTTTGTTCCCTATGTAGCCCTGATGAAGTATGTGGA
rev. TCCACATACTTCATCAGGGCTACATAGGGAACAAAGTAGCC
H415F fwd TGGCTACTTTGTTCCCTATGTATTCCTGATGAAGTATGTGGAG
rev. CTCCACATACTTCATCAGGAATACATAGGGAACAAAGTAGCCA
H415Q fwd CTTTGTTCCCTATGTACAGCTGATGAAGTATGTGGAG
rev. CTCCACATACTTCATCAGCTGTACATAGGGAACAAAG
R301A fwd GGGCCACTACTTTCAACGCGCCCTGGGTCTGGCC
rev  GGCCAGACCCAGGGCGCGTTGAAAGTAGTGGCCC
R301K fwd GGGCCACTACTTTCAACGCAAACTGGGTCTGGCC
rev. GGCCAGACCCAGTTTGCGTTGAAAGTAGTGGCCC

Hitzeschock-Transformation kompetenter DH5a E.coli

5ul des Ligationsansatzes wurden in 50 ul kompetente E.coli Bakterien des
Stammes DHb5a transformiert. Dazu wurde das Gemisch aus Bakterien und
Ligationsansatz fir 20 min auf Eis inkubiert, dann fir 45s auf 42°C erhitzt, um
anschlie®end weitere 3 min auf Eis abzukuhlen. Es folgte die Zugabe von 500 pl LB-
Medium und die Inkubation des Ansatzes bei 37°C und 600 rpm flr 1 h. Der Ansatz
wurde auf LB-Agar-Platten ausplattiert, die 100 pg/ml Ampicillin enthielten, und Uber
Nacht bei 37°C inkubiert. Am néchsten Tag folgte das Animpfen von Uber-Nacht-
Kulturen mit Einzelklonen (3 ml LB-Medium plus 100 pg/ml Ampicillin, 37°C). Die
Plasmid-DNA wurde mithilfe des FastPlasmid™ Mini-Kits nach Angaben des
Herstellers aus den Uber-Nacht-Kulturen isoliert. Die Konzentrationsbestimmung der
Plasmid-DNA erfolgte photometrisch (NanoDrop®) bei 260 nm (Gleichung 2-3).
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DNA (ng/ul) = Absorption (260) x 50 x Verdlinnungsfaktor

(Gleichung 2-3)

Tabelle 2-18: Mutagenese-PCR

PCR-Ansatz PCR-Programm

50 ng MCT8-pcDNA3

8 pl 10x SupraTherm™ Puffer 96°C - 4 min

1l 10 pM HA-MCTS8 fwd 96°C-30s

1l 10 pM Primer rev (Tab. 2-17) | 58°C -45s 35 Zyklen
1,5l 10 mM dNTP 72°C-40s

0,2 pl SupraTherm™ Taq 72°C - 4 min

ad 80 pl dH,0 4°C - =

Tabelle 2-19: A-failing und Ligation

A-tailing Ligation

22 pl PCR-Produkt aus Gelelution | 50 ng pGEM-T Easy Vektor

3 pl 10x SupraTherm™ Puffer 15 ng A-tailing Insert (300 bp)

3 pul dATPs (NEB) 5 pl 2x T4-Ligase Puffer

0,5 pl SupraTherm™ Taq 1 pl T4-Ligase

1,5 Wl dH,O - 30 min, 72°C - Uber Nacht, 4°C
Sequenzierung

Zur Uberpriifung der erfolgten Mutagenese wurde eine Sequenzierungs-PCR
durchgefiuihrt. Die Auswertung erfolgte in Kooperation mit dem Institut flr

Experimentelle Padiatrische Endokrinologie, Charité-Universitdtsmedizin, Berlin.

Tabelle 2-20: Sequenzierungs-PCR

PCR-Ansatz PCR-Programm
250 - 300 ng DNA 95°C - 1 min
1 pl Sequenzierungspuffer 95°C-30s

1wl T7 bzw. Sp6 Primer (5 uM) 55°C-15s 30 Zyklen
1,5 pl BigDye® Terminator v3.1 60°C - 4 min
ad 10 p dH,0O 4°C -

Zur Vervielfaltigung positiv getesteter H192x- bzw. N193I-pGEM-T-Easy Plasmid-
DNA wurde eine 50 ml Uber-Nacht-Kultur in LB-Medium plus Ampicillin (100 ug/ml)
angeimpft und die Plasmid-DNA mithilfe des PureYield™ Plasmid Midiprep System
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gemall den Angaben des Herstellers isoliert. Auch hier erfolgte die Konzentrations-

bestimmung der DNA photometrisch bei 260 nm (Gleichung 2-3).

Praparativer Verdau und Ligation

Sowohl Wildtyp-MCT8 in pcDNA3 (Insert plus Vektor: 7 kb) als auch H192x bzw.
N193l in pGEM-T Easy (Insert plus Vektor: 3,6 kb) wurden praparativ mit den
Enzymen Hindlll und BamHI fur 1 h bei 37°C verdaut (Tabelle 2-21).

Tabelle 2-21: Praparativer Verdau und Ligation

Préparativer Verdau Ligation

1,5 pg MCT8-pcDNA3 1,5 pg Mutante-pGEM-T Easy | 100 ng Vektor (6,4 kb MCT8)

5 ul Puffer2 (NEB) 5 ul Puffer2 (NEB) 14 ng Insert (600 bp-Fragment)
5 pl 10x BSA (NEB) 5 pl 10x BSA (NEB) 2 pl 2x T4-Ligase-Puffer (NEB)

1,25 pl Hindlll (20.000 U/ml) 1,25 pl Hindlll (20.000 U/ml) | 1 pl T4-Ligase (NEB)
2,5 ul BamHI (10.000 U/ml) 2,5 pl BamHI (10.000 U/ml)
ad 50 pl dH,O ad 50 pl dH,O

Die Fragmente wurden in einem 1,5%igen, mit Ethidiumbromid-versetztem TAE-Gel
bei 100 V far 2 h aufgetrennt. Das 6,4 kb grol3e Fragment des MCT8-Verdaus und
das 600 bp Fragment des pGEM-T-Easy-Verdaus wurden aus dem Gel mittels
Perfectprep® Gel Cleanup Kits nach Angaben des Herstellers isoliert und wie
Tabelle 2-21 zu entnehmen miteinander ligiert. Die Ligation des H192x- bzw. N193lI-
Fragments in den verkirzten MCT8-pcDNA3-Vektor erfolgte (iber Nacht bei 4°C. Es
folgten die Transformation des Ligationsansatzes in kompetente DH5a E.coli
Bakterien, Plasmid-Mini-Praparation und Sequenzierung der Plasmid-DNA (s.0.) zur
Uberpriifung der erfolgreichen Mutagenese sowie eine Plasmid-Midi-Praparation zur
Vervielfaltigung positiver Plasmid-DNA. Die in diesem Abschnitt verwendeten

Pufferzusammensetzungen sind Tabelle 2-22 zu entnehmen.

Zielgerichtete Mutagenese

Die Einfihrung der H415x-Mutationen in die kodierende Sequenz des humanen
MCT8 erfolgte mithilfe des QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit und der in
Tabelle 2-17 aufgeflihrten Primer nach Angaben des Herstellers. PCR-Ansatz und
PCR-Programm sind in Tabelle 2-23 beschrieben. Die Berechnung der
Primerstoffmenge (in pmol) ist Gleichung 2-4 zu entnehmen. Zum Verdau der
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Template-DNA (Wildtyp-MCT8) wurde der Ansatz mit 1 pl Dpnl (1 h, 37°C) versetzt.

Transformation und Sequenzierung erfolgten wie oben beschrieben.

125ng x 1000
330 x Anzahl der Basen

pmol =

(Gleichung 2-4)

Tabelle 2-22: Pufferzusammensetzungen (5)

Puffer Zusammensetzung

Ampicillin (100 mg/ml) 1 g (w/v) Ampicillin in 10 ml dH,0

LB-Agar 35gin 11dH0

LB-Medium 20gin 11dH,0

50x TAE-Puffer 2 M Tris-Acetat, 0,05 M EDTA in dH,0, pH 8,3

1x TAE- Puffer Verdiinnung 50x TAE-Puffer in dH,0

1x TE-Puffer 10 mM Tris, 1 mM EDTA in dH,0, pH 8 mit HCI einstellen

Tabelle 2-23: PCR-Ansatz und PCR-Programm der zielgerichtete Mutagenese

PCR-Ansatz PCR-Programm

50 ng DNA

1 ul 10x Puffer 95°C-30s

125 ng Primer fwd (Tabelle 2-17) 95°C-30s

125 ng Primer rev (Tabelle 2-17) 55°C-60s 18 Zyklen
1 pl dNTPs 68°C - 8 min

ad 50 pl dH,0 4°C -

1 wl Pfu UltraHF DNA Polymerase

2.2.6.3. cRNA Synthese

Die cRNA-Synthese zur Injektion in Xenopus Oozyten erfolgte mittels mMessage
mMachine® T7 Kit gemall den Angaben des Herstellers. Zur Linearisierung der
Template-DNA wurden 5 pg DNA mit Smal (NEB) verdaut (Tabelle 2-24).

Zur Aufreinigung und Fallung der linearisierten DNA wurde der Ansatz mit 1/20
Volumen 0,5M EDTA (pH 8), 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat und 2 Volumen
100 % Ethanol versetzt. Nach Inkubation fir 15 min bei - 20°C wurde der Ansatz flr
15 min bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
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Pellet getrocknet und in 1x TE-Puffer (Tabelle 2-22) gelést. Die darauffolgende
cRNA-Synthese erfolgte wie in Tabelle 2-24 beschrieben. Aufreinigung und Fallung
der cRNA erfolgte mittels Lithiumchlorid-Methode (Bestandteil des mMessage
mMachine® T7 Kits). 20 ul cRNA wurden mit je 30 pl Nuklease-freiem Wasser und
Lithiumchlorid versetzt. Nach Inkubation fur 1 h bei - 20°C wurde die cRNA fur 15 min
bei maximaler Geschwindigkeit und 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 1 ml
75 %igen Ethanol (in DEPC-H,0) gewaschen, erneut wie oben zentrifugiert und
anschlieBend an der Luft getrocknet. Das Pellet wurde in 25 pl Nuklease-freiem
Wasser gelost und die Konzentration photometrisch bestimmt (Gleichung 2-2).

Tabelle 2-24: Praparativer Verdau

Verdau cRNA-Synthese

5 pg DNA 3 - 4 ug DNA (linearisiert)

5 ul Puffer 4 (NEB) 10 pl 2x NTPs/CAP

3 pl Smal (20.000 U/ml) 2 pl 10x Puffer

ad 50 pl dH,0 2 ul EnzymMix

>4 h, 25°C ad 20 pl H,O (Nuklease-frei)
- 20 min, 65°C (Hitzeinaktivierung) | = 2 h, 37°C

2.2.7. Zellkultur

Die Kultur der verschiedenen Zellinien erfolgte in einem Inkubator bei einer
Temperatur von 37°C, einem CO»>-Gehalt von 5 % und einer Luftfeuchtigkeit von
95 %. Zur Vermeidung etwaiger Kontaminationen wurde unter sterilen Bedingungen
gearbeitet (Safe 2010 Laminair). Medienzusammensetzungen, die in der Zellkultur

verwendet wurden, sind in Tabelle 2-25 zusammengefasst.

2.2.7.1. Primare Astrozyten

Zur Praparation priméarer Astrozyten wurden 1 - 3 d alte Jungtiere aus der Nachzucht
Slc7a8-defizienter Mause dekapitiert und das Grol3hirn freiprapariert. Zur
Genotypisierung der Nachkommen wurden Schwanzbiopsien genutzt und wie in
Abschnitt 2.2.1. beschrieben aufgearbeitet. In eiskaltem HBSS-Puffer (HANKS’ Salt
Solution ohne Ca**/Mg?*) erfolgten die Zweiteilung des GroRhirns und die Entfernung

der Meningen. Gehirnhalften gleicher Genotypen wurden in 2 ml HBSS-Puffer vereint
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und durch Zugabe von 1 ml 10x Trypsin/EDTA (0,5 % Trypsin in 1x PBS ohne
Ca?*/Mg?") fiir 10 min bei 37°C verdaut. Nach Zugabe von 5 ml Astrozytenmedium
(Tabelle 2-25) wurden die Hirne mit einer serologischen Pipette trituriert. Grobe
Gewebeteile wurden abzentrifugiert (300 rpm, 1 min) und der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefal uberflhrt. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (2000 rpm,
5 min) mit anschliefiender Resuspension des Pellets in 5 ml Astrozytenmedium und
Filtration durch ein Zellsieb (PorengrofRe: 70 um). Die Einzelzellsuspension der
primaren Astrozyten wurde auf mit Poly-L-Lysin beschichteten Zellkulturflaschen
(2 Hirne pro 75 cm? in 15 ml Astrozytenmedium) ausgesat. Am néchsten Tag erfolgte
der Austausch des Mediums, in dem die Astrozyten die nachsten drei Wochen (ohne
weiteren Mediumwechsel) wuchsen. In dieser Zeit starben Neurone und Mikroglia
kugelten sich ab. Nach zwei Wochen wurden die Astrozyten zweimal im Abstand von
drei Tagen fur 2 h bei 37°C geschittelt, um Mikroglia aus der Kultur zu entfernen.
Dazu wurde das Medium abgesaugt, die Mikroglia abzentrifugiert (1000 xg, 10 min)
und das Medium der Astrozytenkultur wiedergegeben.

Tabelle 2-25: Zellkulturmedien

Art des Mediums Zusammensetzung

Astrozytenmedium DMEM [mit L-Glutamin, 4500 mg/l D-Glukose, 110 mg/l
Natriumpyruvat] + 1 % Penicillin (10 U/ul)/Streptomycin (10 pg/pl)
+10 % FCS + 0,1 % 50 mM B-Mercaptoethanol

Konservierungsmedium DMEM/F-12 (Ham) [mit L-Glutamin, 15mM Hepes] + 1%
Penicillin (10 U/ul)/Streptomycin (10 pg/pl) + 10 % FCS + 10 %
DMSO

Kulturmedium fur stabile MCT8- | DMEM/F12 (Ham) [mit L-Glutamin, 15mM Hepes] + 1%

Mutanten (in MDCK-1) Penicillin(10 U/ul)/Streptomycin(10 pg/ul) + 10 % FCS

MDCK-1-Medium DMEM/F12 (Ham) [mit L-Glutamin, 15 mM Hepes] + 10 % FCS

Selektionsmedium DMEM/F12 (Ham) [mit L-Glutamin, 15 mM Hepes] + 10 % FCS +
0,5 % G418

Aussaat von Astrozyten

Astrozyten einer T75-Flasche wurden zweimal mit 1x PBS (Tabelle 2-9) gewaschen.
Nach Zugabe von 2 ml 1x Trypsin/EDTA (0,05 % Trypsin in 1x PBS ohne Ca*/Mg**)
und Inkubation der Zellen fir 5min bei 37°C wurden die Zellen mit 8 ml

Astrozytenmedium versetzt, resuspendiert und gezahit.
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Fir radioaktive Ts- und Ts-Aufnahmeexperimente wurden 200.000 Zellen pro wel/
einer 12we//Platte ausgesat und bis zur Konfluenz in Astrozytenmedium kultiviert.

Fir immunhistochemische Untersuchungen wurden 5.000 Zellen auf mit Ethanol
abgeflammten und Poly-L-Lysin beschichteten Glasplattchen (Durchmesser: 12 mm)
in einer 24 wel/ Platte ausgeséat. 3 Tage spater wurden die Zellen mithilfe von 4 %
PFA (Tabelle 2-8) fixiert und bis zur weiteren Verarbeitung in 1x PBS bei 4°C
gelagert.

2.2.7.2. MDCK-1

MDCK-1 Zellen (Madin-Darby canine kidney) verfugen Uber eine geringe
Ts-Aufnahmeaktivitdt und weisen keine endogene Mct8-Expression auf. Daher
dienten diese Zellen als Modell, um die verschiedenen humanen MCT8-Mutanten
stabil zu exprimieren. MDCK-1 Zellen wurden in T25-Flaschen kultiviert (Tabelle
2-25) und bei einer Konfluenz von 90 % im Verhaltnis 1:10 alle sieben Tage
passagiert. Dazu wurden die Zellen zweimal mit 1x PBS (Tabelle 2-9) gewaschen,
mit 1 ml 1x Trypsin/EDTA (0,05 % Trypsin in 1x PBS ohne Ca®*/Mg?*) versetzt und
bei 37°C flr 5 min inkubiert. Durch Zugabe von MDCK-1-Medium wurde das Trypsin
inaktiviert, die Zellen wurden danach vereinzelt und in eine neue Zellkulturflasche

ausgesat.

Stabile Transfektion der MCT8-Mutanten in MDCK-1 Zellen

MDCK-1 Zellen einer T25-Flasche wurden wie oben beschrieben trypsiniert und
100.000 Zellen in einer 6 cm Schale in MDCK-1-Medium ausgesat. Die Zellen
wuchsen bis zu einer Konfluenz von 50-60 % bevor die stabile Transfektion
durchgefiihrt wurde. Dazu wurden 3 pg DNA mit serumfreiem Medium (DMEM/F12)
auf 150 pl aufgefullt, mit 30 pl Polyfectamin versetzt und fir 10 min bei RT inkubiert.
Der Ansatz wurde mit 1 ml MDCK-1-Medium versetzt und tropfenweise zu den Zellen
gegeben, die zuvor 3 ml frisches MDCK-1-Medium erhielten. Nach 48 Stunden
erfolgte der Wechsel zum Selektionsmedium (Tabelle 2-25).

Dreimal in der Woche wurden die Zellen mit 1x PBS gewaschen und mit frischem
Selektionsmedium versetzt bis nur noch einzelne, runde Zellkolonien auf der
Oberflache der 6 cm Schale sichtbar waren. Die Zellklone wurden in einer 24 wel/
Platte vereinzelt, indem zuerst das Medium abgesaugt und die Zellklone dann mit

einer gelben Pipettenspitze von der Oberflaiche der 6 cm Schale abgekratzt und
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aufgesaugt wurden. Bei einer Konfluenz von circa 60 % der vereinzelten Zellklone
wurden die Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen und mit 250 pl 1x Trypsin/EDTA
bei 37°C fur 10 min trypsiniert. Es folgte die Zugabe von 500 ul Selektionsmedium,
das Vereinzeln der Zellen durch Auf- und Abpipettieren und die Aufteilung der
Zellsuspension zu gleichen Teilen auf eine 6 cm Schale zur Gewinnung von
Gesamtprotein flir den Test auf Expression und einer T25-Flasche zur weiteren
Kultivierung der MCT8-Mutanten.

Zellernte und Test auf Expression

Bei 90 %iger Konfluenz wurden die Zellen einer 6 cm Schale geerntet. Die Zellen
wurden zunachst mit kaltem 1x PBS gewaschen und anschlieRend in 500 pl kaltem
1x PBS mit einer blauen, umgedrehten Pipettenspitze von der Oberflache abgekratzt,
um dann in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} uberfuhrt zu werden. Die 6 cm Schale wurde
ein weiteres Mal mit 500 pl 1x PBS gespult, welches ebenfalls in dasselbe
Reaktionsgefald uberfihrt wurde. Es folgte die Zentrifugation der Zellen fir 10 min bei
1000 xg und 4°C. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet mit 80 pl
Homogenisationspuffer (ohne DTT; Tabelle 2-9) versetzt und mittels Ultraschall
aufgeschlossen. Die Proteinmenge des erhaltenen Gesamtproteins wurde mithilfe
der Bradford-Methode bestimmt, der Test auf Expression erfolgte mittels Western
Blot (siehe 2.2.4.1.). Als Positivkontrolle diente MCT8-pcDNA3 in MDCK-1, als
Negativkontrolle diente pcDNA3-Leervektor in MDCK-1.

Konservierung stabiler Zellklone

Stabil-exprimierende Zellklone wurden in flissigem Stickstoff konserviert. Dazu
wurden die Zellen wie oben beschrieben trypsiniert, die Zellsuspension fir 5 min bei
1000 xg zentrifugiert und das Zellpellet mit Konservierungsmedium (Tabelle 2-25)
versetzt (2 ml fur Zellen einer T25-Flasche, 8 ml flir Zellen einer T75-Flasche).
Jeweils 1 ml der Zellsuspension wurde in ein Kryordhrchen tberfihrt und iber Nacht
bei -80°C gelagert, bevor sie im Stickstofftank (ARPEGE 140, Air Liquide)
eingelagert wurden.

Das Auftauen der Zellen zur Rekultivierung erfolgte im Wasserbad bei 37°C. Durch
Zentrifugation der Zellsuspension in 5 ml Kulturmedium (Tabelle 2-25) fir 5 min bei
1000 xg erfolgte die Entfernung des DMSO. Der Uberstand wurde abgesaugt, das
Zellpellet in Kulturmedium resuspendiert und in eine mit 15 ml Kulturmedium befillte
T75-Flasche Uberflhrt.
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Oberfldchenbiotinylierung

Die Oberflachenbiotinylierung diente dem Nachweis der Expression der MCT8-
Mutanten an der Zelloberflaiche. MCT8-pcDNA3 in MDCK-1 wurde als Positiv-
kontrolle bzw. pcDNA3-Leervektor in MDCK-1 als Negativkontrolle genutzt. Zellen
wurden in T75-Flaschen ausgesat und in Kulturmedium bis zu einer Konfluenz von
90-95 % kultiviert. Die Oberflachenbiotinylierung erfolgte nach dem Cell Surface
Protein /solation Kit gemall den Angaben des Herstellers.

Intakte Zellen wurden mit einem biotinylierten Reagenz (bindet an Lysinreste von
Proteinen) versetzt und fur 30 min auf Eis inkubiert. Nach der Zugabe von
Stopplésung wurden die Zellen abgekratzt, in ein 50 ml Reaktionsgefald Gberfuhrt und
mittels Zentrifugation (1500 xg, 5 min, 4°C) mit eiskaltem 1x TBS (Tabelle 2-9)
zweimal gewaschen. Das Zellpellet wurde in Lysepuffer resuspendiert und die
biotinylierten Oberflachenproteine Uber eine NeutrAvidin-Sdule aus dem Lysat
aufgereinigt. Durch Inkubation des S&ulenmaterials mit Elutionspuffer wurden die
Oberflachenproteine von der Saule geldst. Jeweils 15 pl der Elutionsfraktion wurden
fur Western Blot-Analysen eingesetzt (siehe Abschnitt 2.2.4.1.).

Aussaat stabil exprimierender MDCK-1 Zellen
Fir radioaktive Ts-Aufnahmeexperimente wurden stabil exprimierende MDCK-1
Zellen in Triplikaten in 12we// Platten ausgesat und fur drei Tage bis zur 100%igen

Konfluenz in Kulturmedium gehalten. Zellzahlen sind Tabelle 2-26 zu entnehmen.

Tabelle 2-26: Zellzahlen

Zellklon Zellzahl Zellklon Zellzahl
MCTS (+) 35.000 N193I 100.000
pcDNAS3 (-) 120.000 H415A 120.000
H192A 25.000 H415F 50.000

H192F 25.000 H415Q 100.000
H192Q 140.000 R301K 120.000

2.2.7.3. Xenopus Oozyten

Die Injektion von cRNA in Xenopus Oozyten ubernahm die Firma Ecocyte Bioscience
(Dr. Lohmann Diaclean GmbH, Am Foérderturm 9, D-44575 Castrop-Rauxel,
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Germany). Nach Injektion wurden die Oozyten drei Tage in Barth’s Puffer

(Tabelle 2-27) inkubiert, bevor sie flir Experimente zur Verfligung standen.

Test auf Expression

Vier Oozyten eines jeweiligen MCT8-Konstrukts bzw. vier nicht-injizierte Oozyten
wurden in 50 pl Homogenisationspuffer mit 1 mM DTT (Tabelle 2-9) mithilfe von
Ultraschall aufgeschlossen. 10 pl des Homogenats wurden fur Western Blot-
Analysen (siehe Abschnitt 2.2.4.1.) eingesetzt.

2.2.8. Transportstudien mithilfe radioaktiv-markierter Substrate

Tabelle 2-27 sind die Zusammensetzungen der in diesem Kapitel verwendeten Puffer

zu entnehmen.

Tabelle 2-27: Pufferzusammensetzungen (6)

Puffer Zusammensetzung

Aufnahmepuffer 125 mM NaCl, 5mM KCI, 1,3 mM CaCl,, 1,2mM MgCl,, 25 mM Hepes,
5,6 mM Glukose in dH,O, pH 7,4

Barth’s Puffer 88 mM NaCl, 1 mM KCI, 2,4 mM NaHCO3;, 0,82 mM MgSO,x 7 H,0O, 0,66 mM
NaCOj, 0,75 mM CaCl,x 2 H,O, 50 mM Hepes in dH,O, pH 7,4 + 10 mg/l
Gentamycin

NaOH 40 mM NaOH in dH,O bzw. 100 mM NaOH in dH,O

2.2.8.1. Berechnung der einzusetzenden Tracermenge

Die Molaritat des Tracers berechnete sich aus der Konzentration [mCi/ml] geteilt
durch die spezifische Aktivitdt [mCi/mmol]. Tabelle 2-28 sind die einzusetzenden
Tracerkonzentrationen pro Reaktionsansatz und die Konzentration an unmarkiertem
Substrat zu entnehmen. Die Aufreinigung des Tracers ist in Abschnitt 2.2.4.2.
aufgefuhrt. Die Lésung des Tracers erfolgte beim Arbeiten mit radioaktiv-markierten
Schilddriisenhormonen in den jeweiligen serumfreien Medien der einzelnen Zellinien
(MDCK-1 - DMEM/F12, Astrozyten - DMEM), beim Arbeiten mit radioaktiv-markierten
Aminosduren erfolgte die Losung in Aufnahmepuffer. Experimente in Oozyten
wurden in Barth’s Puffer durchgefihrt.
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Tabelle 2-28: Tracerkonzentration zur Messung eines Zeitverlaufs
BT, 1T, "C-Leu PC-Trp
10 nM 1 nM 200 nM 1 uM
+ 10 nM kaltes T, | + 1 uM kaltes Leucin | + 2 mM kaltes Tryptophan

2.2.8.2. Messung eines Zeitverlaufs

Die Messung eines Zeitverlaufs erfolgte bei konstanter Tracerkonzentration und
variierender Zeit. Die gemessenen Zeitpunkte lagen zwischen 1 - 30 min.

Zellen: Zur Durchfihrung des Experiments wurden die jeweiligen MCT8-Mutanten
plus Negativ- (pcDNA3-Leervektor in MDCK-1) und Positivkontrolle (MCT8-pcDNA3
in MDCK-1) als Triplikate in 12wel// Platten ausgesét (siehe 2.2.7.2.) und bis zur
100 %igen Konfluenz kultiviert. Das Medium wurde entfernt und die Zellen wurden
anschlieBend mit 400 pl (pro wel) des gelésten Tracers bei 37°C inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen auf Eis gehalten, das
Tracer/Losungsmittel-Gemisch abgesaugt und die Zellen zweimal mit eiskaltem
1x PBS (Tabelle 2-9) gewaschen. Zur Zellyse wurden die Zellen mit 1 ml 40 mM
NaOH versetzt, geschittelt und in ein Zahlrdhrchen Uberfuhrt. Die Bestimmung der
Aktivitit des von den Zellen aufgenommenen radioaktiv-markiertem '#|-Substrat
erfolgte mithilfe eines Gammacounter. Zur Messung des radioaktiven Kohlenstoffs in
einem Betacounter, musste das Lysat zundchst eingedampft werden, bevor es mit
4 ml Szintillationsfllssigkeit (Ultima Gold, Perkin Elmer) versetzt, geschuttelt und
Uber Nacht inkubiert wurde.

Oozyten: Vier Oozyten einer jeweiligen Mutante wurden in ein Reagenzglas
Uberfihrt, mit 1 ml Tracer/Barth’s-Puffer-Gemisch versetzt und bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Oozyten auf Eis in ein 100 um
Zellsieb uberfihrt und mit eiskaltem 1x PBS zweimal gewaschen. Die Oozyten
wurden auf vier Zahlrdhrchen aufgeteilt und jeweils in 1 ml 40 mM NaOH lysiert. Die
Messung der Aktivitat erfolgte wie oben beschrieben.

Grafische Darstellung: Die grafische Darstellung erfolgte in einem X-Y-Diagramm mit
der Inkubationszeit auf der X-Achse und den cpm-Werten auf der Y-Achse. Die Werte

des Leervektors wurden als Hintergrund abgezogen.
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2.2.8.3. Bestimmung des K,-Wertes

Die Bestimmung des K-Wertes erfolgte mittels variierender Tracerkonzentration bei
einer konstanten Inkubationszeit. Die Inkubationszeit wurde anhand des Zeitverlaufs
bestimmt und lag im linearen Bereich der Messung, meist zwischen 2 - 5 min. Die
Tracerkonzentration variierte zwischen 0,5-15pM und setzte sich wie folgt
zusammen: es wurden 42 ul Tracer aufgereinigt und in 277,5 pl Losungsmittel geldst.
Nach Zugabe von 277,5 pl 2 mM nicht markierter Substanz ergab sich eine Endkon-
zentration von 1 mM, welche genutzt wurde, um die verschiedenen Tracerkonzen-
trationen in jeweils 10 ml Lésungsmittel anzusetzen. Die Inkubation und Lyse der
Zellen, sowie die Messung der zellassoziierten Radioaktivitat erfolgte wie unter
2.2.8.2. beschrieben.

Die grafische Darstellung der Kinetik erfolgte in einem X-Y-Diagramm mit der
Substratkonzentration auf der X-Achse und den cpm-Werten auf der Y-Achse, wobei
die cpm-Werte mit der Geschwindigkeit der Reaktion gleichzusetzen waren. Zur
Bestimmung des K,-Wertes wurden die Daten der erhaltenen Michaelis-Menten-
Kinetik in einen Eadie-Hofstee-Plot mit folgenden Achsenbezeichnungen
transformiert: Geschwindigkeit auf der Y-Achse und Geschwindigkeit geteilt durch
Substratkonzentration auf der X-Achse. Die Steigung der erhaltenen Geraden
bestimmte den K,-Wert des Transporters fur ein bestimmtes Substrat. Der
Schnittpunkt mit der Y-Achse beschrieb die maximale Geschwindigkeit vmax €iner
Reaktion.

2.2.8.4. Efflux radioaktiv-markierter Jodthyronine

Die Aussaat von MDCK-1 Zellen, die mit MCT8-pcDNA3 und pcDNA3-Leervektor
stabil transfiziert waren, erfolgte als Triplikat in 12we// Platten wie unter 2.2.6.2.
beschrieben. Die Zellen wurden mit 10 nM '?I-T; (Tabelle 2-28) fiir 30 min bei 37°C
vorinkubiert und danach zweimal mit eiskaltem 1x PBS (Tabelle 2-9) gewaschen. Es
folgte die Zugabe von serumfreien Medium ohne Tracer und eine Inkubation
zwischen 1-20 min bei 37°C. Von der Zelle ins Medium transportiertes radioaktiv-
markiertes '®|-T3 wurde wie unter 2.2.8.2. beschrieben in einem Gammacounter
vermessen. Die grafische Darstellung erfolgte als X-Y-Diagramm mit der Zeit auf der
X-Achse und den cpm-Werten auf der Y-Achse.
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2.2.8.5. Einsatz von Inhibitoren

Probenecid wurde in 0,1 M NaOH gel6st und auf pH 7,4 eingestellt. 2-Aminobicyclo-
(2.2.1)-Heptan-2-Carbonsaure (BCH) und Bromosulphthalein (BSP) wurden direkt im

Tracer/Losungsmittel-Gemisch geldst.

Endkonzentration von 1 mM eingestellt.

Tyrosinkinase Inhibitoren wurden in

wurden folgende Endkonzentrationen

Alle drei

Inhibitoren wurden auf eine

DMSO gel6st. Fur Aufnahmeexperimente

verwendet: 7 uM Sunitinib, 21 pM Imatinib,

19 uM Dasatinib, 13 uM Bosutinib. Fir Efflux-Experimente wurden jeweils 100 pM

Sunitinib und Bosutinib eingesetzt.

Die Zellen wurden jeweils gleichzeitig mit Tracer und Inhibitor fir 3 min inkubiert. Die

grafische Darstellung erfolgte als Saulendiagramm jeweils im Vergleich zu einer nicht

inhibierten Probe.

2.2.9. Immunhistochemische Analyse

Die Zusammensetzung der in diesem Kapitel verwendeten Puffer ist Tabelle 2-29 zu

entnehmen.

Tabelle 2-29: Pufferzusammensetzungen (7)

Puffer Zusammensetzung
Acetatpuffer 60 ml Natriumacetatldsung (2,7 %), 240 ml Essigséaure (1,2 %), pH 3,8
Citratpuffer 0,1 M Zitronensaure, 0,1 M Natriumcitrat in dH20, pH 6,0

Einfriermedium

Essigsaure (1,2 %)
Farbelésung (0,5 %)
Hamalaunldésung
Natriumacetatlésung (2,7 %)
PBS/Glycin

PBS/HS

PBS/NaCl

PBST

30 % (w/v) Glycerol, 30 % (v/v) Ethylenglykol in 1x PBS

12 ml Essigsaure in 1 1 dH20

1,5 g Kresylviolett-Acetat in 300 ml Acetatpuffer
1:5 Verdlinnung von Mayers Hamalaun in dH,O
27 g Natriumacetat in 11 dH,O

0,1 M Glycin in 1x PBS
10 % Pferdeserum in 1x PBS
0,25 M NaCl in 1x PBS

0,5 % (w/v) Tween20 in 1x PBS
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2.2.9.1. Anfertigung von Gewebeschnitten

Paraffinschnitte

Die Herstellung von Paraffinschnitten aus in Paraffin eingebetteten Organen erfolgte
am Microtom bei Raumtemperatur. Die Paraffinblocke wurden zuvor eine halbe
Stunde auf Eis gelagert. Es wurden 3 pm dicke Schnitte angefertigt und in ein
Wasserbad Uberfuhrt, um die Schnitte auf Objekttrager aufziehen zu kénnen. Das
Streckbad (42°C) diente dazu, dass sich die Schnitte auf dem Objekttrager

entfalteten.

Gefrierschnitte

Die Herstellung von Gefrierschnitten erfolgte am Kryostaten bei einer
Kammertemperatur von -22°C und einer Objekttemperatur von -21°C. Alle
bendtigten Gerate sowie das zu schneidende Organ wurden zuvor in die
Kryostatenkammer Uberfluihrt und dort fir mehrere Stunden aufbewahrt. Die Gerate
wurden somit auf ca. - 20°C vorgeklhlt und die Temperatur des Organs konnte
langsam von - 80°C auf - 20°C steigen. Die Organe wurden mittels 7issue Freezing
Medium® (Jung) auf einem vorgekiihlten Objekttisch eingebettet und in die
entsprechende Vorrichtung eingespannt. Nach der Justierung konnten dann 30 pm
dicke Schnitte angefertigt werden. Die Schnitte wurden entweder bis zur weiteren
Verarbeitung in 1x PBS gelagert oder in Einfriermedium bei - 20°C eingefroren. Als

Farbe- und Aufbewahrungsgefal’ eigneten sich hierflir 24 we// Platten.

2.2.9.2. Immunhistochemische Farbungen

Peroxidase-Farbung von Paraffinschnitten

Die immunhistochemische Farbung von Paraffinschnitten nach der Biotin-
Streptavidin-Peroxidase Methode erfolgte mithilfe des Dako Cytomation Systems
gemal den Angaben des Herstellers.

Zunachst erfolgte die Entfernung des Paraffins mittels Xylol und die Bewasserung der
Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe: 2x 5 min Xylol, 2x 2 min 100 % Ethanol,
2x 2 min 96 % Ethanol, 1x2 min 70 % Ethanol, 1x 2 min 40 % Ethanol, 2x 5 min

dH,O. Danach folgte die hitzeinduzierte Antigendemaskierung zum Entfernen von
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Aldehydvernetzungen, die die Epitop-Antikdrper-Erkennung behindern wirden, durch
Kochen der Schnitte in vorgewarmten Citratpuffer fir 2x 5 min.

Zur Blockierung der endogenen Peroxidase wurden die Paraffinschnitte flir 10 min in
3%igem H20, inkubiert, danach 2x 5 min in 1x PBS gewaschen. Die Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen erfolgte mithilfe des Blockierungsserums fir 30 min
bei Raumtemperatur. Wahrend dieser Zeit wurden die Schnitte in einer
Feuchtkammer gelagert und mit Folie abgedeckt, um ein Austrocknen der einzelnen
Schnitte zu vermeiden. Die Verdinnung des primaren Antikorpers (Tabelle 2-5)
erfolgte im Blockierungsserum. Die Inkubation verlief Gber Nacht bei 4°C in einer
Feuchtkammer. Die Schnitte wurden anschlieBend dreimal fir 5 min mit PBST
gewaschen und mit dem biotinylieten sekundaren Antikorper fir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Ein weiterer Waschschritt (wie oben) folgte, bevor die
Paraffinschnitte mit dem Streptavidin-HRP-Komplex fir 30 - 60 min bei Raum-
temperatur inkubiert wurden. Nach erneutem Waschen (wie oben) wurde das Signal
mithilfe von DAB-Chromogen sichtbar gemacht. Das DAB-Chromogen wurde kurz
vor Gebrauch 1:50 in DAB-Puffer verdunnt und die Schnitte mit dem verdinnten
DAB-Chromogen bei Raumtemperatur fur 3 min inkubiert. Die Farbung wurde unter
dem Mikroskop verfolgt und durch Uberfuhren der Schnitte in 1x PBS gestoppt. Die

Gewebeschnitte wurden dann flir 2x 5 min in 1x PBS gewaschen.

Gegenfarbung von Paraffinschnitten mit Hamalaun

Die Farbung erfolgte nach der Peroxidase-Farbung durch Inkubation der
Gewebeschnitte in Hdmalaunldsung fur 2 min bei Raumtemperatur. Es folgte das
Blduen der Schnitte fir 5 min unter flieBendem lauwarmem Leitungswasser mit
anschlieBendem Waschen fur 2x 5 min in dH»0.

Nach dem Entwassern der gefarbten Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(umgekehrte Reihenfolge wie oben beschrieben) wurden die Schnitte mit Entellan

eingedeckt.

Nissl-Farbung von Gefrierschnitten

Gefrierschnitte wurden auf gelatinisierte Objekttrager aufgezogen, uber Nacht
getrocknet und vor der eigentlichen Nissl-Farbung kurz in dH,O getaucht.

Die Farbung erfolgte durch Inkubation der Gewebeschnitte in Farbelésung. Gestoppt
wurde die Farbung durch funfmaliges Spulen der Gewebeschnitte in Acetatpuffer.
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Die Schnitte wurden dann Uber die aufsteigende Alkoholreihe (siehe oben)

entwassert und mit Entellan eingedeckt.

Fluoreszenz-Doppelfarbung von Zellen und Gefrierschnitten

Primare Astrozyten wurden wie unter 2.2.7.1. beschrieben ausgesat und fixiert. Zuvor
eingefrorene Gefrierschnitte wurden vor der weiteren Behandlung 3x 5 min in 1x PBS
gewaschen. Die Fluoreszenz-Doppelfarbung erfolgte mithilfe des M.O.M Kits geman
den Angaben des Herstellers. Die fixierten Zellen bzw. Gefrierschnitte wurden
zunachst flr 15 min in PBST inkubiert, bevor sie 2x 5 min in PBS gewaschen und fir
eine Stunde in 3,75 % M.O.M. Reagenz in PBS/HS blockiert wurden. Es folgte ein
weiterer funfminttiger Blockierungsschritt mit 4,5 % M.O.M Proteinkonzentrat in
PBS/HS mit anschliel3ender Inkubation in den Primar-Antikérpern flr 48 h bei 4°C
(Tabelle 2-5). Die Primar-Antikérper wurden im 2zweiten Blockierungsreagenz
verdinnt. Nach dem Waschen der Zellen bzw. Gefrierschnitte (3x 5 min in
PBS/Glycin) folgte die Inkubation in 1,5 % Ziegenserum in PBS/HS flr eine Stunde
bei Raumtemperatur. Die Sekundar-Antikdrper wurden in PBS/NaCl verdinnt und die
Praparate mit dem Antikérper fir 30 min im Dunkeln inkubiert. Die Zellen bzw.
Gefrierschnitte wurden 3x 5 min mit PBS/Glycin gewaschen (dunkel) und dann fir
1 min mit dem Zellkernmarker DAPI (1:30.000 in 1x PBS) versetzt. Nach einem
weiteren Waschschritt in 1x PBS (3x 5 min) wurden die Gefrierschnitte auf
Objekttrager aufgezogen und sowohl Gefrierschnitte als auch Glasplattchen mit
angefarbten Zellen mittels ImmuMount eingedeckt.

2.2.9.3. Aufnahme und Bearbeitung von immunhistochemischen Bildern

Die Aufnahme der immunhistochemischen Bilder erfolgte am Axioskop 2 mot plus
mithilfe des Programms AxioVision Rel 4.6. Konfokale Bilder wurden in Kooperation
mit dem Neurowissenschaftlichen Forschungszentrum der Charité-Universitats-
medizin, Berlin aufgenommen. Die weitere Verarbeitung erfolgte mittels Adobe

Photoshop und Adobe lllustrator.
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3. Ergebnisse

3.1. Die Charakterisierung S/c/a&8-defizienter Mause

3.1.1. Zielgerichtete Inaktivierung des S/c/a8Gens in Mausen

Die Funktion des neutralen Aminosauretransporters Lat2/SIc7a8 in Niere und Darm
der Maus wurde bereits charakterisiert (Broer, 2008). Nicht bekannt sind jedoch die
physiologischen Auswirkungen einer kompletten Lat2-Inaktivierung.

Die zielgerichtete Inaktivierung des S/c/a8Gens in Mausen wurde durch die
Einfihrung einer Geo-Kassette (siehe Abschnitt 2.1.4.) in das Exon 2 des besagten
Gens herbeigefuhrt (Abb.3-1 A), wodurch die Expression eines funktionsfahigen
Proteins (Lat2) verhindert wurde. Die Inaktivierung des S/c/7a8Gens hatte keine
negativen Auswirkungen auf die Zucht der Tiere. Homozygote S/c/a&-defiziente
Méause (S/c7a8”)wurden wie erwartet nach Mendel verteilt geboren und mittels PCR-
Genotypisierung identifiziert (Abb.3-1B). Fur die weiteren biochemischen und
physiologischen Untersuchungen wurden nur mannliche Nachkommen der Slc/7a&
Zucht genutzt.

Die Tiere (Slc7a8”* versus Slc7a8”) zeigten keine Unterschiede hinsichtlich
Korpergewicht und Korperlange (Abb.3-1 C). Die Lat2-Proteinexpression konnte in
Niere, Gehirn, Hypophyse, Hoden, Milz und Dinndarm nachgewiesen werden. In
Lunge, Herz, Muskel, braunem Fett und Dickdarm hingegen war kein Lat2-Signal
feststellbar (Abb.3-1 D+E). Wie erwartet, fehlte das Lat2-Signal im Gewebe S/c/7a&
defizienter Tiere (Abb.3-1 E+F). Der Lat2-Antikorper erkannte in Leber und Gehirn
ein zusatzliches Protein von circa 38 kDa, das allerdings als unspezifisch identifiziert
werden konnte, da es sowohl in Geweben von S/c7a8”“-Mausen als auch in
Geweben von S/c7a8”-Mausen vorzufinden war. Das schwache Lat2-Signal in der
Leber (Abb.3-1F) ist auf die Expression des Transporters in den hepatischen
Kupfferzellen zurickzufihren (Abb.3-1 G+H). In Darm und Niere (Abb.3-1 I+J;
Abb.3-2 A) ist Lat2 basolateral lokalisiert (Rossier et al., 1999).
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Abbildung 3-1: (A) Schematische Darstellung des murinen S/c/7a&Gens (Vierecke kennzeichnen
Exons). Fir die Transmembranhelix 1 und 2 (weil’e Kreise) kodierende Regionen des Exons 2 wurden
durch eine Geo-Kassette ersetzt, was zu einem funktionalen Nullallel fiihrte. (B) PCR-Genotypisierung
von Mausen der S/c7a&Zucht. Die verwendeten Primer sind durch schwarze und weil3e Kreise fiir das
Wildtyp- bzw. das knock out-Allel gekennzeichnet (siehe A). (C) Vergleiche von Kdrpergewicht und
Kérperlange von Sic7a8"*- versus Sic7a8 -Tieren zeigten keine signifikanten Unterschiede. Tierzahl:
8-12, Alter: 60-250 d. (D) Expression von Lat2 in verschiedenen Geweben der Wildtyp-Maus. Pro
Gewebe wurden 80 pg Protein der Membranfraktion geladen und mittels Western Blot analysiert.
B-Aktin diente als Ladungskontrolle. Markerbanden befinden sich auf der rechten Seite. (E) Expression
von Lat2 entlang des Gastrointestinaltraktes von Wildtyp- versus S/c7a&-defizienten Mausen. (F)
Vergleichende Analyse der Lat2-Expression in Leber, Niere und Gehirn mittels Western Blot. 3-Aktin
diente als Ladungskontrolle. Die spezifische Lat2-Bande ist mit einem Pfeil gekennzeichnet. Die Mct8-
Expression diente dem Vergleich. (G+H) Immunhistochemische Farbungen der Leber von (G)
Slc7a8""- versus (H) S/c7a8'/'-Tieren wiesen die Expression von Lat2 in den hepatischen Kupffer-
Zellen nach. Gegenfarbung mit Hamalaun. (I+J) Immunhistochemische Lat2-Farbungen des Diinn-
darms von (l) Slc7a8"*- versus J) Slc7a8” Tieren. Gegenfarbung mit Hdmalaun. Mal3stabsbalken:
50 um. (Braun et al., 2011b)
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3.1.2. Slc7a8-Defizienz in Mausen flhrt zu einer vermehrten Ausscheidung von

Aminosauren Gber den Urin (Aminoazidurie)

Die Lysinurische Proteinintoleranz (LPI) hat ihre Ursachen in einer Mutation des
SLC7A7Gens (Torrents et al., 1999) und fuhrt in LPI-Patienten zu einer vermehrten
Ausscheidung von Lysin, Arginin und Ornithin Uber den Urin. S/c/a/-defiziente
Mause zeigen einen ahnlichen Phanotyp wie die oben beschriebenen Patienten
(Sperandeo et al., 2007).

Daher wurde die Auswirkung einer S/c/a&-Inaktivierung auf die renale Aminosaure-
exkretion untersucht. 24 h-Urin S/c/a&-defizienter Mause und ihrer Wildtypkontrollen
wurde mithilfe metabolischer Kafige gesammelt. Die Analyse des Urins offenbarte
eine Aminoazidurie mit einer vermehrten Ausscheidung einzelner Aminosauren wie
Glycin, Serin, Threonin, Glutamin, Leucin und Valin (Abb.3-2 B). Interessanterweise
waren einige klassische Substrate der L-Typ Aminosauretransporter wie Isoleucin
oder die aromatischen Aminosauren in S/c7a8"-Mausen nicht betroffen. Der Lat2-
Funktionsverlust wurde moglicherweise durch andere Aminosauretransporter
kompensiert, was zu der Untersuchung der Regulation potentieller kompensierender
Transporter mittels RT-PCR fuhrte (Abb.3-2 C). Wie erwartet, war die mRNA von
Slc7a8 in Slc/a8-defizienten Mausen kaum detektierbar, die mRNA des
aromatischen Aminosauretransporters S/c76a70 hingegen leicht erhoht. Das
Aminosaureprofil im Serum von S/c7a8”-Mausen war ebenfalls verandert, spiegelte
allerdings nur teilweise die Veranderungen des Aminosaureprofils im Urin wieder
(Abb.3-2 D). Als Ausnahme sei an dieser Stelle die signifikante Erhéhung von Lysin

im Serum von Slc7a8"-Mausen aufgefiihrt.

3.1.3. Gestorter Schilddrisenhormontransport in priméren Astrozyten Slc/a&-
defizienter Mause

Studien mit primaren Astrozyten der Ratte zeigten, dass L-Typ Aminosaure-
transporter am Ts-Transport beteiligt sind (Blondeau et al., 1993). Demzufolge
wurden primare Astrozyten der Maus als Modell zur Untersuchung des
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Schilddrisenhormontransports in S/c/a&-defizienten Mausen ausgewahlt. Ebenso
wie die primaren Astrozyten der Ratte transportieren auch murine Astrozyten T4 und
T3 (Abb.3-3 A+B). Die Aufnahme beider Substrate war flir die ersten drei Minuten
linear, die K-Werte lagen bei 3,7 uM (T4) und 4,2 uM (T3).
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Abbildung 3-2: (A) Die immunhistochemische Farbung von Lat2 in der Niere zeigte dessen
Lokalisation an der basolateralen Membran des proximalen Tubulus. Gegenfabung mit Hadmalaun.

MaRstabsbalken: 100 um. Im Gewebe von Sic7a8”-Mausen ist ein Lat2-Signal nicht nachweisbar. (B)

Die Aminosaureanalyse des Urins S/c/a&-defizienter Mause offenbarte eine Aminoazidurie, die die
neutralen Aminosauren betraf. Tierzahl: 5-6. (C) Vergleichende RT-PCR-Analyse von Aminosaure-

und Schilddrisenhormontransportern in der Niere von Wildtyp- und Sic7a8"-Mausen. Tierzahl: 3-4.

(D) Aminosaureanalyse im Serum. Tierzahl: 4-7. Statistische Unterschiede wurden mittels ANOVA
berechnet. *P < 0,05, **P < 0,01 und ***P < 0,001. n.d., nicht detektiert. (Braun et al., 2011b)
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Die Sensitivitat des Ts-Transports wurde mithilfe verschiedener pharmakologischer
Inhibitoren untersucht (Abb.3-3 C). BCH (2-Amino-Bicycloheptan-2-Carbonsaure) als
Lat2-spezifischer Inhibitor senkte die Ts-Aufnahme um 40 %. BSP (Bromosulph-
thalein) als unspezifischer Inhibitor, der verschiedene Transporter (darunter auch
Mct8) hemmt, fuhrte zu einer drastischen Hemmung des Ts-Transports um circa
80 %. Probenecid als spezifischer Inhibitor fur Oatp1c1 (Ts-Transporter) hatte keinen
Effekt auf den Ts-Transport.

Die Daten legen nahe, dass primare, murine Astrozyten neben Lat ein BCH-
unabhéangiges Ts-Transport-System besitzen. Untersuchungen von Astrozyten der
verschiedenen S/c7a8&Genotypen (Sic7a8”*, Sic7a8"”, Slc7a8”) belegten diese
Vermutung und zeigten eine Abnahme des Ts-Transports in Abhangigkeit von der
Gendosis (Abb.3-3 D). Eine komplette Hemmung der T3-Aufnahme blieb jedoch aus.
S/c7a8+/+-Astrozyten, die gleichzeitig mit T3 und BCH inkubiert wurden, zeigten eine
Abnahme des Ts-Transports auf das Niveau der S/c7a8 -Astrozyten. Die Inhibition
durch BCH offenbarte somit die Rolle von Lat2 als Ts-Transporter an der
Plasmamembran von Astrozyten. Fluoreszenz-Doppelfarbungen wiesen neben Lat2
auch Mct8 in primaren Astrozyten nach (Abb.3-3 E). Mct8 als Ts-Transporter kdnnte
demnach neben anderen Transportern fur den BCH-insensitiven Ts-Transport
verantwortlich sein. Pharmakologische Untersuchungen von Slc76a2”*- und
Slc16a2”-Astrozyten zeigten, dass BSP die Ts-Aufnahme in Wildtyp-Astrozyten auf
das Niveau von S/c76a2”-Astrozyten senkte. In Sic16a2”-Astrozyten fithrten sowohl
BCH als auch BSP zu einer signifikanten Reduktion aber nicht zu einer vollstadndigen

Hemmung der T3-Aufnahme.

3.1.4. Slc7a8-Defizienz in Mausen hat keine Auswirkungen auf die Schilddrisen-

hormonwerte und die Ts-vermittelte Genaktivierung

Die vorangegangenen Experimente zeigten, dass Lat2 in der Lage ist,
Schilddrisenhormone /n vivo zu transportieren (Abb.3-3). Zur Untersuchung etwaiger
Auswirkungen der S/c/a&Inaktivierung auf die zirkulierenden Schilddrisenhormon-
spiegel wurden die Konzentrationen von T3, T4 und TSH im Serum S/c/7a8-defizienter

Mause und ihrer Wildtypkontrollen bestimmt. Keines der besagten Hormone war im

Serum von Slc7a8”-Mausen verandert (Abb.3-4).
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Abbildung 3-3: Zeitabhingige Aufnahme von (A) "*°I-T, und (B) *°I-T5 in primare, murine Astrozyten.

Uberlagerung

Die Messung erfolgte in Triplikaten. (C) Auswirkungen verschiedener Inhibitoren (1 mM) auf die
Aufnahme von '®I-T;. Messzeit: 3 min. (D) Aufnahme von 1T, in primére, murine Astrozyten der
verschiedenen Lat2-Genotypen (Sic7a8”*, Slc7a8”, Slc7a8”) mit und ohne 1 mM BCH. Messzeit:
2 min. (E) Immunhistochemische Fluoreszenz-Doppelfarbung von primaren Astrozyten mit Lat2 bzw.
Mct8 und GFAP (Marker fiir Astrozyten). Kastchen: Ungefarbte Negativ-Kontrolle. Maf3stabsbalken:
50 uM. Statistische Unterschiede wurden mittels ANOVA (Dunett's Post-Hoc-Test) flr *p < 0,05,
#p < 0,01 und *PpP < 0,001 bzw. mittels t-Test (ungepaart) fur *P < 0,05 und ***P < 0,001 berechnet.
(Braun et al., 2011a)
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Abbildung 3-4: Die zirkulierenden Schilddriisenhormon- und TSH-Level S/c/a&defizienter Mause und
ihrer Wildtypkontrollen wiesen keine Unterschiede auf. (A) Totales T; des Serums. (B) Totales T4 des
Serums. (C) TSH des Serums. Tierzahl: 8-12. Statistische Analyse: t-Test (ungepaart). (Braun et al.,
2011b)

Die Lat2-Inaktivierung fuhrte zwar zu keinen signifikanten Unterschieden hinsichtlich
zirkulierender Schilddriisenhormonwerte, dennoch waren Auswirkungen auf die
Ts-vermittelte Genexpression in Lat2-exprimierenden Geweben (Abb.3-1) nicht
auszuschliefen. Untersuchungen der Ts-responsiven Dejodase 1 in Leber und Niere
von S/c/7a8-defizienten Mausen und ihrer Wildtypkontrollen offenbarten allerdings
keine Unterschiede in der Aktivitat des Enzyms (Abb.3-5 A+B).

Des Weiteren ist in der Literatur nachzulesen, dass sich eine beeintrachtigte
Schilddrisenhormonachse oft durch Veradnderungen in der Expression der
hypophysaren Dijo2- und T7SHF-Gene auszeichnet. RT-PCR Analysen ergaben
allerdings keine Abweichungen in der Expression beider Gene (Abb.3-5 C), so dass
von einer normalen Funktionsfahigkeit der Schilddriisenhormonachse ausgegangen

werden kann.

3.1.5. Normale Gehirnentwicklung, aber leicht gestérte Bewegungskoordination
Slc7a8-defizienter Mause

AHDS-Patienten weisen einen verminderten Schilddriisenhormongehalt im
zerebralen Kortex und dem Kleinhirn auf. Die Aufnahme von Schilddrisenhormonen
in primare kortikale Neurone S/c76aZ-defizienter Mause ist ebenfalls verringert (Wirth
et al., 2009).

Der Nachweis einer geringeren Ts-Aufnahme durch Slc7a8”-Astrozyten fiihrte zur
Untersuchung der Dejodase 2. Die Aktivitat der Dejodase 2 (im Astrozyten exprimiert)
war im Kortex nicht verandert (Abb.3-6 A). Eine Erh6hung der Dio2-Aktivitat hatte auf

einen hypothyreoten Zustand des Gewebes hingedeutet. Auch Untersuchungen

64



Ergebnisse

Ts-responsiver Gene in S/c/a8-defizienten Mausen konnten keine Unterschiede
gegenuber ihren Wildtypkontrollen aufdecken. Die Expression der neuronalen Marker
RC3 (Neurogranin), Hr (Hairless) und Dio3 (Dejodase 3) war im Kortex nicht gestort
(Abb.3-6 B-D).
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Abbildung 3-5: Aktivitat der (A) hepatischen und der (B) renalen Dio1 in S/c7a&defizienten Mausen
und ihren Wildtypkontrollen. (C) Genexpression von Dio2 und T7SHf in der Hypophyse. 18S rRNA
diente als Referenz. Tierzahl: 3-5 pro Genotyp. Statistische Analyse: t-Test (ungepaart). (Braun et al.,
2011b)

Untersuchungen der Ts-responsiven Gene RC3, Hrund Dio3 im Kleinhirn Slc/7a&
defizienter Mause offenbarten ebenfalls keine Verdnderungen (Abb.3-7 A-C).
Allerdings zeigten Slc7a8"-Mause leichte Stérungen in der Bewegungskoordination
(Abb.3-7 D), woraufhin die Struktur des Kleinhirns immunhistochemisch untersucht
wurde. Die Nissl-Farbung zeigte eine normale Kleinhirnstruktur (Abb.3-7 E+F) und
auch die Ausbildung der Purkinje-Zellen und der Sternzellen (Interneurone) wiesen
keine Veranderungen auf (Abb.3-7 G+H), wodurch Hypothyreose wahrend der
Entwicklung ausgeschlossen werden konnte.
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Abbildung 3-6: (A) Aktivitdt der Dio2 im zerebralen Kortex S/c7a&defizienter Mause und ihrer
Wildtypkontrollen. (B - D) Analyse der Ts-responsiven Genexpression im zerebralen Kortex mittels RT-
PCR. (B) RC3 (Neurogranin), (C) Hr (Hairless) und (D) Dio3 (Dejodase 3). 18S rRNA diente als
Referenz. Tierzahl: 3-4 pro Genotyp. Statistische Analyse: t-Test (ungepaart). (Braun et al., 2011b)
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Abbildung 3-7: (A-C) Analyse der Tzresponsiven Genexpression im Kleinhirn S/c/a&defizienter
Mause und ihrer Wildtypkontrollen mittels RT-PCR. (A) RC3 (Neurogranin), (B) Hr (Hairless) und (C)
Dio3 (Dejodase 3). 18S rRNA diente als Referenz. Tierzahl: 3-4 pro Genotyp. Statistische Analyse:
t-Test (ungepaart). (D) Vergleich von Slc7a8”- mit Slc7a8"-Mausen im Rotarod zur Analyse
moglicher Bewegungsstorungen. Tierzahl: 8-12 Mause pro Genotyp. (E + F) Nissl-Farbung zur
Untersuchung der Histogenese des Kleinhirns. (G + H) Immunhistochemische Doppelfarbung mit
Calbindin (Marker fiir Purkinje Zellen; rot) und Parvalbumin (Marker fir Purkinje Zellen und
Interneurone; griin). Uberlagerung beider Marker: gelb. MaRstabsbalken: 50 um. (Braun et al., 2011b)

3.2. Struktur-Funktionsanalysen in MCT8

3.2.1. Aufnahme radioaktiv-markierter Jodthyronine in MCT8-exprimierende MDCK-1
Zellen

Zur Untersuchung der Transporteigenschaften von MCT8 wurde ein /n vitro
Zellkulturmodell verwendet, das aus MCT8-exprimierenden MDCK-1 (Madin-Darby
canine kidney) Zellen bestand (Kinne et al., 2009). MDCK-1 Zellen eignen sich
besonders gut zur Untersuchung der Transportereigenschaften, da sie selbst keine
endogene MCT8-Expression sowie eine geringe Jodthyroninaufnahme aufweisen.
Diese endogene Aufnahme konnte durch die stabile Expression von MCTS8 in
MDCK-1 Zellen um ein Vielfaches erhoht werden (Abb.3-8 A+B). Die Aufnahme der
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Jodthyronine T3 und T4 in MCT8-exprimierende MDCK-1 Zellen war in den ersten
3 min linear und erreichte nach circa 10 min die Sattigung.
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Abbildung 3-8: (A + B) Zeitabhangige Aufnahme von (A) 257, und (B) '®I-T, in MCT8-exprimierende
MDCK-1 Zellen. Als Kontrolle dienten Zellen, die stabil mit dem Leervektor pcDNA3 transfiziert waren.
Die Datenpunkte stellen Triplikate einer Messung dar. (C) Durchfiihrung des Experiments: Inkubation
MCT8-exprimierender MDCK-1 Zellen mit radioaktiv-markierten Jodthyroninen Uber verschiedene

Zeitpunkte. Waschen und Lyse der Zellen. Messung der aufgenommenen Radioaktivitat. (Braun et al.,
2012)

3.2.2. His192 und His415

Zur Beantwortung der Fragestellung, ob die Histidinreste an Position 192 und 415 an
der Bindung und dem Transport von Jodthyroninen beteiligt sind, wurden folgende
Mutationen in die MCT8-Aminosauresequenz eingefuhrt: Histidin (His, H) zu Alanin
(Ala, A), Phenylalanin (Phe, F) bzw. Glutamin (GIn, Q). Histidinseitenketten sind in
der Lage zwei mogliche Formen von Interaktionen mit einem T3z-Molekul einzugehen,
Wasserstoffbriickenbindungen und hydrophobe Van-der-Waals Wechselwirkungen.
Die Mutation von Histidin zu Alanin wurde beide Interaktionsmaoglichkeiten
verhindern. Des Weiteren wurde eine rdumliche Lucke in der Struktur des Proteins
entstehen. Beim Austausch von Histidin gegen Phenylalanin wirde aufgrund der

Ringstruktur des Phenylalanins die Mdoglichkeit bestehen bleiben, hydrophobe
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Wechselwirkungen mit dem Substrat einzugehen, die Ausbildung von Wasserstoff-
briickenbindungen hingegen ware unterbunden. Ein Glutamin an der Position des
Histidins erhalt wiederum die Fahigkeit aufrecht, Wasserstoffbriickenbindungen mit
dem Substrat einzugehen, ware aber nicht mehr in der Lage die Van-der-Waals
Wechselwirkungen der Ringstruktur auszubilden.

Alle sechs Mutanten wurden schlieBlich stabil in MDCK-1 Zellen exprimiert und
standen somit fur weitere Experimente zur Verfigung (Abb.3-9 A und Abb.3-10 A;
jeweils Zellysat).

His192

Die Mutation von His192 zu Ala, Phe oder GIn hatte keine Auswirkungen auf die
Translokation des jeweiligen Proteins an die Zelloberflaiche von MDCK-1 Zellen
(Abb.3-9 A; Oberflachenbiotinylierung).

Zur Untersuchung der T3-Aufnahme wurden stabil-exprimierende MDCK-1 Zellen mit
einer ansteigenden T3-Konzentration Uber einen Zeitraum von 3 min inkubiert und
grafisch als Michaelis-Menten-Kinetik dargestellt (Abb.3-9 B). Der Zeitraum wurde
anhand der Vorexperimente gewahlt (Abb.3-8 A) und lag mit 3 min im linearen
Bereich der T3-Aufnahme. Durch die grafische Darstellung der Daten in einem Eadie-
Hofstee-Diagramm konnten die vmax-Werte (Schnittpunkt mit der Y-Achse) und die
Km-Werte (Steigung der Geraden) ermittelt werden (Abb.3-9 C). vnax war fir H192F
und H192Q im Vergleich zu MCT8 um 25 % bzw. 80 % verringert, fir H192A
hingegen um 50 % erhoht. Der K,-Wert von H192F (4,6 + 0,4 pM) war vergleichbar
mit dem K,-Wert von MCT8 (4,1 + 0,6 pM). H192A zeigte hingegen einen erhdhten
(8,4 £ 0,9 uM) und H192Q einen verringerten K,-Wert (1,6 £ 0,2 uM) (Abb.3-9 C).
MCT8 und der Monocarboxylattransporter 10 (MCT10) teilen eine 49%ige Sequenz-
homologie (Meredith and Christian, 2008), weisen allerdings unterschiedliche
Substratspezifitdten auf. MCT10 transportiert T3 aber kein T4 und anders als MCT8
die aromatische Aminosaure Tryptophan (Trp). Das MCT10-Homologiemodell
(Gunnar Kleinau, Institut flir Experimentelle Padiatrische Endokrinologie) zeigt, dass
sich an Position 88 (korrespondierende Aminosaureposition zu His192 in MCT8) ein
Glutamin befindet. Da sowohl His192 (MCT8) als auch GIn88 (MCT10) in die
jeweiligen potentiellen Substratkdnale hineinragen, wurde die Hypothese aufgestellt,
dass diese Aminosduren an der Substraterkennung und somit an der
unterschiedlichen Substratspezifitat beteiligt sein kdonnten. Daher wurde H192Q
hinsichtlich T4- und Trp-Transportaktivitat untersucht (Abb.3-9 D+F).
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Abbildung 3-9: (A) Expression verschiedener His192-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (MCTS8) in
MDCK-1 Zellen im Zellysat und an der Zelloberflache (Oberflachenbiotinylierung). pcDNA3-Leervektor
diente als Negativkontrolle. (B) Ts-abhangige Michaelis-Menten-Kinetik der His192-Mutanten im
Vergleich mit MCT8 nach Abzug der Hintergrundaktivitdt des Leervektors pcDNA3. Ansteigende
Ts-Konzentration: 0,5-15 uM. Messzeit: 3 min. Messpunkte stellen Triplikate dar. (C) Grafische
Darstellung der Daten aus (B) in einem Eadie-Hofstee-Diagramm. Die Steigung der Geraden
beschreibt den K.-Wert des Transporters. Der Schnittpunkt mit der Y-Achse gibt die maximale
Geschwindigkeit (Vmsx) des Transports an. (D) '?I-T,-Transport von H192Q vs. MCT8 und MCT10 in
MDCK-1 Zellen und Xenopus Oozyten. pcDNA3 bzw. nicht injizierte Oozyten dienten als
Negativkontrolle, deren Hintergrundaktivitdt von den Messwerten abgezogen wurde. Die Messpunkte
stellen Triplikate dar. (E) Expression von H192Q und MCT8 in Xenopus Oozyten. Nicht injizierte (n.i.)
Oozyten dienten als Negativkontrolle. (F) "C-Trp-Transport von H192Q vs. MCT8 und MCT10 in
Xenopus Oozyten. Nicht injizierte Oozyten dienten als Negativkontrolle, dessen Hintergrundaktivitat
von den Messwerten abgezogen wurde. Die Messpunkte stellen Triplikate dar. (Braun et al., 2013)

Zur Untersuchung der Tryptophan-Aufnahme wurden Xenopus Oozyten als Modell
ausgewahlt, da Oozyten anders als MDCK-1 Zellen keine endogenen Trp-

Transporter exprimieren. Nach Injektion der cRNA konnte die Expression der
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jeweiligen Transporter in Xenopus Oozyten nachgewiesen werden (Abb.3-9 E).
Interessanterweise konnten anders als flir T3 keine Veranderungen hinsichtlich der
T4-Transportaktivitdt von H192Q im Vergleich mit MCT8 sowohl in MDCK-1 Zellen als
auch in Xenopus Oozyten ermittelt werden (Abb.3-9 D). Die Trp-Aufnahme war in mit
H192Q-injizierten Oozyten im Vergleich zum Wildtyp ebenfalls nicht veréndert
(Abb.3-9 F). MCT10-exprimierende MDCK-1 Zellen (Roth et al., 2010) bzw. mit
MCT10-cRNA injizierte Xenopus Oozyten dienten als Kontrolle.
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Abbildung 3-10: (A + B) Expression der His415-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp (MCT8) im
Zellysat (A) und an der Zelloberflache (B) von MDCK-1 Zellen. pcDNA3-Leervektor diente als Negativ-
kontrolle. (C) Ts-abhangige Michaelis-Menten-Kinetik der His415-Mutanten im Vergleich mit MCT8
nach Abzug der Hintergrundaktivitit des Leervektors pcDNA3. Ansteigende Tjz-Konzentration:
0,5-15 pM. Messzeit: 3 min. Messpunkte stellen Triplikate dar. (D) Grafische Darstellung der Daten
aus (C) in einem Eadie-Hofstee-Diagramm. Die Steigung der Geraden beschreibt den K.,-Wert des

Transporters. Der Schnittpunkt mit der Y-Achse gibt die maximale Geschwindigkeit (vi,ax) des
Transports an. (Braun et al., 2013)

His415

Wahrend fur die Position His192 bereits eine pathogene Mutation in der Literatur
beschrieben wurde (Vaurs-Barriere et al., 2009), so konnte His415 bis jetzt noch

nicht mit einem gestdrten Substrattransport in Verbindung gebracht werden. Die
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Mutation von His415 zu Ala, Phe oder Gin hatte wie bereits fur His192 gezeigt keine
Auswirkungen auf die Translokation der Proteine an die Zelloberflache von MDCK-1
Zellen (Abb.3-10 B).

Die Messungen zur Ts-Transportaktivitdt offenbarten, dass His415 dabei eine
wichtige Rolle spielte (Abb.3-10 C). H415A war nicht mehr in der Lage, T3 zu
transportieren. H415Q und H415F hingegen zeigten eine signifikante Reduktion aber
keine komplette Hemmung des Transports um 70 % und 80 % im Vergleich zum
Wildtyp. Da die Experimente eine Michaelis-Menten-Kinetik aufzeigten, konnten die
Daten in einem Eadie-Hofstee-Diagramm grafisch dargestellt werden (Abb.3-10 D).
Der Kn-Wert fur H415F (2,0 £ 0,5 pM) war im Vergleich zu MCT8 (4,1 £ 0,6 puM)
verringert, wohingegen H415Q (3,4 = 0,5 pM) keine signifikante Verdnderung
offenbarte.

3.2.3. Arg301

Zur Klarung der Hypothese, ob Arginin301 (Arg, R) an der Substratbindung bzw. dem
Substrattransport beteiligt ist, wurde Arg301 gegen Alanin und Lysin (Lys, K)
ausgetauscht. Lysin als geladene aber etwas kleinere Aminosaure weist dhnliche
Eigenschaften wie Arginin auf. Alanin hingegen fehlt nicht nur die positive Ladung
des Arginins sondern die Polaritdt der Aminosaureseitenkette, was zu Stabilitats-
problemen in der Proteinstruktur flihren kénnte.

R301A konnte anders als R301K nicht stabil in MDCK-1 Zellen exprimiert werden
(Abb.3-11 A). R301K zeigte ahnliche Ts-Transporteigenschaften wie der Wildtyp
(Abb.3-11 B). Die grafische Darstellung der erhaltenen Michaelis-Menten-Kinetik in
einem Eadie-Hofstee-Diagramm offenbarte eine leichte Reduktion von vmax sowie
eine nicht signifikante Verringerung des K,-Wertes (Abb.3-11 C).

Da es nicht gelang R301A stabil in MDCK-1 Zellen zu exprimieren, wurde ein
weiteres Mal das Xenopus-Oozyten-Modell genutzt. Xenopus Oozyten, die mit
R301K-cRNA injiziert wurden, zeigten wie bereits in MDCK-1 Zellen beobachtet, die
gleiche Transportaktivitdt wie MCT8-Wildtyp-Oozyten (Abb.3-11 D). Die Expression
von R301A in Xenopus Oozyten und infolgedessen auch der Ts-Transport waren klar
verringert (Abb.3-11 D).
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Abbildung 3-11: (A + B) Expression von R301K im Vergleich zum Wildtyp (MCT8) im Zellysat und an
der Zelloberflache von MDCK-1 Zellen. pcDNA3-Leervektor diente als Negativkontrolle. (B)
Ts-abhangige Michaelis-Menten-Kinetik von R301K und MCT8 nach Abzug der Hintergrundaktivitat
des Leervektors pcDNA3. Ansteigende Ts;-Konzentration: 0,5-12 uM. Messzeit: 3 min. Messpunkte
stellen Triplikate dar. (C) Grafische Darstellung der Daten aus (B) in einem Eadie-Hofstee-Diagramm.
Die Steigung der Geraden beschreibt den K,-Wert des Transporters. Der Schnittpunkt mit der
Y-Achse gibt die maximale Geschwindigkeit (Vmax) des Transports an. (D) Expression und
125I-T3-Aufnahme der Arg301-Mutanten im Vergleich mit MCT8 in Xenopus Oozyten. Nicht injizierte

(n.i.) Oozyten dienten als Negativkontrolle, deren Hintergrundaktivitdt von den Messwerten abgezogen
wurde. (Braun et al., 2013)
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3.3. Die Identifizierung einer weiblichen AHDS-Patientin

Die Sequenzierung des SLC76A2-Gens einer weiblichen AHDS-Patientin offenbarte
eine zuvor noch nicht beschriebene Mutation. Die Mutation bestand in einem
Austausch von Asparagin gegen Isoleucin an Position 193 der MCTS8-
Aminosauresequenz (Institut fur Experimentelle Padiatrische Endokrinologie, Charité-
Universitatsmedizin, Berlin). Zur Untersuchung der Auswirkungen der N193I-Mutation
auf den Schilddrisenhormontransport wurde die Mutation molekularbiologisch
nachgebaut und in einem /n vitro Zellkulturmodell (siehe Abschnitt 3.2.1.) auf ihre
biochemischen Eigenschaften hin getestet.

3.3.1. Biochemische Eigenschaften der N193I-Mutation

Der Vergleich von N193Il- und MCT8-exprimierenden MDCK-1 Zellen hinsichtlich
ihrer Expression an der Zelloberflache zeigte, dass die Expression und Translokation
der N193I-Mutante an die Zelloberflache nicht gestort ist (Abb.3-12 A). Die Aufnahme
von T3 in stabil-exprimierende MDCK-1 Zellen hingegen offenbarte einen
gravierenden Unterschied zwischen MCT8 und N193l. N193l hatte jegliche
Transportaktivitat verloren (Abb.3-12 B). Experimente in Xenopus Oozyten ergaben
die gleichen Ergebnisse (Abb.3-12 C+D). Xenopus Oozyten wurden als Modell
ausgewahlt, da sie keine weiteren Schilddriisenhormontransporter an ihrer Ober-
flache exprimieren. So wurde deutlich, dass die N193I-Mutante zwar noch in der
Lage war T3 als Substrat zu binden (sichtbar an den héheren cpm-Werte der N193I-
Mutante im Vergleich mit nicht-injizierten Oozyten), aber nicht mehr zu transportieren
(Abb.3-12 D).

3.3.2. Aufnahme von radioaktiv-markiertem T3 in Fibroblasten einer AHDS-Patientin

Fibroblasten der betroffenen Patientin wurden dazu genutzt, um die Auswirkungen
der N193I-Mutation auf den Transport von Jodthyroninen ex vivo zu untersuchen.
Ebenso wie in Fibroblasten einer gesunden Probandin konnte die Expression von
MCTS8 in Fibroblasten der AHDS-Patientin nachgewiesen werden (Abb.3-13 A). Der
Ts-Transport in die Fibroblasten der Patientin war im Mittel um circa 45% verringert
(Abb.3-13 B+C).
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Abbildung 3-13: (A) Expression von MCTS8 in Fibroblasten einer gesunden Probandin (Kontrolle) und
der AHDS-Patientin, die die N193I-Mutation tragt. (B) Zeitabhangige Aufnahme von P1T; in
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3.4. Die Wirkung von Tyrosinkinase Inhibitoren (TKls) auf den MCT8-
vermittelten Transport von Jodthyroninen

3.4.1. Die Struktur der TKls im Vergleich mit ATP, Tz und T4

TKIs wurden entwickelt, um die ATP-Bindungsstelle verschiedener Tyrosinkinasen zu
blockieren und somit das Tumorwachstum zu hemmen. Die Strukturformel von ATP
(Abb.3-14 A) zeigt ein Doppelringsystem bestehend aus Ribose und Adenin.
Anhnliche Ringstrukturen wiederholen sich in der Struktur verschiedener TKIs
(Abb.3-14 B). Jodthyronine wie T3 und T4 weisen ebenfalls Strukturvarianten eines
Doppelringsystems auf (Abb.3-14 C). Dies fiihrte zu der Hypothese einer moglichen
Inhibition des MCT8-vermittelten Schilddrisenhormontransports durch TKI-

verursachte Blockierung der Substratbindungsstelle im MCT8-Protein.
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Abbildung 3-14: Vergleich der Strukturformeln von (A) ATP, (B) verschiedener TKls und (C) der
Jodthyronine T; und T4. (Braun et al., 2012)
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3.4.2. Inhibition des MCT8-vermittelten Jodthyronintransports durch TKIs der ersten

Generation

Die Untersuchung der Wirkung von Sunitinib und Imatinib erfolgte in dem unter
Abschnitt 3.2.1. beschriebenen /n vitro Zellkulturmodell. Die Inkubation von MCT8-
exprimierenden MDCK-1 Zellen mit radioaktiv-markiertem T3 bzw. T4 in Gegenwart
ansteigender Sunitinib-Konzentrationen flhrte zur Hemmung des Jodthyronin-
transports. Die Sunitinib-vermittelte Inhibition zeigte sich in einer sigmoidalen
konzentrationsabhangigen Kurve mit einem ICso-Wert von 22 uM fir T3 (Abb.3-15 A)
und 27 pM fir T4 (Abb.3-15 B). Der Modus der MCT8-Inhibition wurde durch die
Titration von '°I-T3 bzw. '®I-T,4 in Gegenwart von 7 uM Sunitinib ermittelt. Durch die
grafische Darstellung der Daten in einem Eadie-Hofstee-Diagramm wurde eine
Parallelverschiebung zweier Geraden sichtbar (Abb.3-15 C+D). Die Parallel-
verschiebung der Geraden in Gegenwart von Sunitinib steht far einen nicht-
kompetitiven Modus der Inhibition. Anhand der Steigung der Geraden liel3en sich die
Km-Werte der Substrate bestimmen. Die ermittelten K,-Werte fir T3 und T4 lagen bei
4 uM bzw. 8 uM und konnten somit friihere Resultate des gleichen Zellkulturmodells
bestatigen (Kinne et al., 2009). Imatinib, ein weiterer TKI der ersten Generation,
verhielt sich ahnlich wie Sunitinib. Der MCT8-vermittelte Ts-Transport wurde durch
ansteigende Imatinib-Konzentrationen mit einem [Csp-Wert von 38 pM nicht-
kompetitiv gehemmt (Abb.3-15 E+F).

3.4.3. Inhibition des MCT8-vermittelten Jodthyronintransports durch TKls der zweiten

Generation

Fir Dasa- und Bosutinib konnten ahnliche Beobachtungen gemacht werden wie
zuvor fir Suni- und Imatinib (Abb.3-15). Dasatinib flihrte zu einer nicht-kompetitiven
Hemmung des MCT8-vermittelten Ts-Transports mit einem ICso-Wert von 19 uM
(Abb.3-16 A+B). Interessanterweise konnte auch bei der Verwendung von Bosutinib,
einem TKI fir den noch keine Nebenwirkungen hinsichtlich der Schilddriisenfunktion
beobachtet werden konnten, ein nicht-kompetitiv gehemmter Ts-Transport mit einem
ICs0-Wert von 13 uM nachgewiesen werden (Abb.3-16 C+D).
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Abbildung 3-15: TKls der ersten Generation hemmen den MCT8-vermittelten Jodthyronintransport.
(A + B) Sunitinib-Inhibition der (A) '?°I-T;-Aufnahme (ICso =22 uM) und der (B) '®I-T,-Aufnahme
(ICs0 = 27 uM). MCT8 stabil-exprimierende MDCK-1 Zellen wurden mit radioaktiv-markiertem Tracer
und einer ansteigenden Sunitinibkonzentration fiir einen Zeitraum von 3 min inkubiert. (C + D) Inkuba-
tion von MCT8 stabil-exprimierenden MDCK-1 Zellen mit einer ansteigenden Jodthyronin-
konzentration (0,5 -12 pM) bei konstanter Sunitinibkonzentration (7 uM) fiir einen Zeitraum von 3 min.
Das Eadie-Hofstee-Diagramm der (C) '25_T,-Aufnahme und der (D) 15T ,-Aufnahme in Gegenwart
von Sunitinib offenbarte einen nicht-kompetitiven Modus der Inhibition. (E) Imatinib-Inhibtion der
12%_T,-Aufnahme (ICso = 38 pM). (F) Eadie-Hofstee-Diagramm der '?I-T;-Aufnahme in Gegenwart von
21 yM Imatinib offenbarte einen nicht-kompetititven Modus der Inhibition. Die Durchfiihrung der

Experimente erfolgte wie flr Sunitinib. Die Messungen erfolgten jeweils in Triplikaten. (Braun et al.,
2012)
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Abbildung 3-16: TKIs der zweiten Generation hemmen den MCT8-vermittelten Jodthyronintransport.
(A) Dasatinib-Inhibition der 125I-T3-Aufnahme (ICs50 =19 uM). MCT8 stabil-exprimierende MDCK-1
Zellen wurden mit radioaktiv-markiertem Tracer und einer ansteigenden Dasatinibkonzentration fiir
einen Zeitraum von 3 min inkubiert. (B) Inkubation von MCT8 stabil-exprimierenden MDCK-1 Zellen
mit einer ansteigenden Jodthyroninkonzentration (0,5 -12 puM) bei konstanter Dasatinibkonzentration
(19 uM) fir einen Zeitraum von 3 min. Das Eadie-Hofstee-Diagramm der 125I-T3-Aufnahme in
Gegenwart von Dasatinib offenbarte einen nicht-kompetitiven Modus der Inhibition. (C) Bosutinib-
Inhibtion der '®I-T3-Aufnahme (ICso = 13 uM). (D) Eadie-Hofstee-Diagramm der '®I-Ts-Aufnahme in
Gegenwart von 13 pM Bosutinib offenbarte einen nicht-kompetititven Modus der Inhibition. Die

Durchfuhrung der Experimente erfolgte wie fir Dasatinib. Die Messungen erfolgten jeweils in
Triplikaten. (Braun et al., 2012)

3.4.4. Inhibition des MCT8-vermittelten Efflux durch TKls der ersten und zweiten
Generation

MCT8 kann Schilddrisenhormone sowohl in eine Zelle hinein (Influx) als auch aus
einer Zelle heraus (Efflux) transportieren (Abb.3-17 A). Zur Untersuchung etwaiger
Beeintrachtigungen des Effluxs wurden MCT8-exprimierende MDCK-1 Zellen mit

radioaktiv-markiertem T3 beladen, danach mit 100 uM Suni- bzw. Bosutinib inkubiert
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und letztendlich die Freisetzung von '®I-T; (iber einen Zeitraum von 3 min gemessen
(Abb.3-17 B). Sowohl Sunitinib als auch Bosutinib konnten die Ts-Freisetzung
signifikant reduzieren (Abb.3-17 C).
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Abbildung 3-17: (A) Zeitabhangiger '25_T,-Efflux MCT8-exprimierender MDCK-1 Zellen. Die
Freisetzung von radioaktiv-markiertem T war flr die ersten 5 min linear. Die Messung erfolgte in einer
Sechsfach-Bestimmung. (B) Durchfiihrung des Experiments: Inkubation MCT8-exprimierender
MDCK-1 Zellen mit radioaktiv-markierten T3 fiir 30 min. Inkubation der Zellen fiir weitere 15 min mit
125I-T3 plus 100 uM eines TKls. Waschen der Zellen und Messung der Ts-Freisetzung im Medium.
(C) Der 125I-T3-Efflux in Gegenwart von 100 uM Sunitinib bzw. Bosutinib war signifikant reduziert.

Statistische Analyse: t-Test, ungepaart, zweiseitig mit ***P < 0,001. (Braun et al., 2012)
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4. Diskussion

4.1. Der L-Typ Aminosauretransporter 2 als méglicher kompensierender
Ts-Transporter bei Mct8-Defizienz in Mausen

Schilddrisenhormontransporter sind essentiell um die bei physiologischen pH-Wert
geladenen Schilddrisenhormone Uber Zellmembranen zu transportieren. Im Gehirn
sind Schilddriisenhormontransporter daflir verantwortlich, den Transport von Schild-
drisenhormonen uber die Bluthirnschranke zu vermitteln bzw. die Aufnahme der
Hormone in die verschiedenen Zelltypen des Gehirns zu vereinfachen. Dass die
Abwesenheit eines Transporters verheerende Auswirkungen haben kann, zeigt sich
im Allan-Herndon-Dudley Syndrom (AHDS). AHDS wird u.a. durch mentale
Retardierung, anormale Schilddrisenhormonwerte sowie  Muskelhypotonie
charakterisiert. Der Krankheit liegen inaktivierende Mutationen des Monocarboxylat-
transporter 8 zugrunde, die zu einer Unterversorgung des Gehirns mit
Schilddrisenhormonen wahrend der embryonalen Entwicklung flhren. Neueste
Erkenntnisse zeigen, dass die verringerte Expression eines weiteren Mitglieds der
Monocarboxylattransporter-Familie im Gehirn, des Lactattransporters MCT1
(SLC16A1), vermutlich eine Ursache fliir Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist, einer
degenerativen Erkrankung von motorischen Neuronen (Lee et al., 2012). Beide
Beispiele unterstreichen somit die Wichtigkeit von Transportmolekilen fir die
Entwicklung bzw. den Metabolismus verschiedener Zellen des Gehirns.

Im Unterschied zur kongenitalen Hypothyreose bezieht sich die Unterversorgung des
Gehirns mit Schilddriisenhormonen bei AHDS-Patienten nur auf die Zelltypen, die T3
ausschlieBlich MCT8-abhéangig transportieren. So ist die Entwicklung des Kleinhirns
wie z.B. die Reifung der Purkinje Zellen und die Verzweigung von Dendriten bei
MCTB8-Defizienz nicht gestért (Trajkovic et al., 2007; Morte et al., 2010), die
schilddrisenhormonabhangige Myelinisierung durch Oligodendrozyten hingegen
verzdgert (Holden et al., 2005; Namba et al., 2008). Die Expression von Mct8 konnte
bereits in Oligodendrozyten der Ratte nachgewiesen werden (Braun et al., 2011a).
Interessanterweise offenbaren Slc76aZ-defiziente Ma&use keine erkennbaren
neurologischen Defekte, obwohl die Ts-Aufnahme in kortikale Neurone signifikant
reduziert ist, allerdings nicht vollstdndig zum Erliegen kommt (Wirth et al., 2009).
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Pharmakologische Studien ergaben, dass die verbleibende Transportaktivitdt BCH-
sensitiv ist (Wirth et al., 2009), ein Hinweis auf die Koexpression von Mct8 mit
Transportern des Systems L wie z.B. Lat2. Anders als der Mensch exprimieren
Mause bereits im Embryonalstadium Mct8 und Lat2 in Pyramidenzellen, bei
Menschen setzt die LAT2-Expression hingegen erst nach der Geburt ein (Wirth et al.,
2009). Lat2 kdnnte demnach den Verlust der Mct8-Aktivitat in Mdusen kompensieren,
zumal die Koexpression beider Transporter sowohl in primaren Neuronen (Braun et
al., 2011a) als auch in primaren Astrozyten der Maus nachgewiesen werden konnte
(Abb.3-3 E). Zur Untersuchung der Bedeutung von Lat2 fur den Schilddrisenhormon-
metabolismus sowie seiner Rolle als mdglicher kompensierender Transporter in
Slc16aZ-defizienten Mausen (Abschnitt 1.3.1.2.) wurden S/c/7a&-defiziente Mause
generiert, deren Phanotyp Uberraschenderweise sehr mild ausfiel.

4.1.1. Lat2 als Aminosauretransporter

Lat2 in Niere, Diinndarm und Plazenta

Lat2 als Aminosauretransporter wird hauptsachlich in Epithelzellen exprimiert wie
z.B. in Zellen des Proximalen Tubulus der Niere, im Dunndarm und in der Plazenta.
Dort uUbernimmt der Transporter die Aufgabe Aminosduren zu (re-)absorbieren.
Mutationen ahnlicher Aminosauretransporter wie z.B. S/c/7a9 und S/c/a7/ fuhren bei
M&usen zu einer vermehrten Ausscheidung von Aminosduren uber den Urin,
Cystinurie (Feliubadalo et al., 2003) bzw. LPI (Sperandeo et al., 2007) genannt. Auch
in Slc7a8”-Mausen konnte eine Aminoazidurie nachgewiesen werden. Interessanter-
weise wurde allerdings nur ein Teil des Lat2-Substratspektrums vermehrt lber die
Niere ausgeschieden, einige neutrale Aminosduren sowie die aromatischen
Aminosauren waren nicht betroffen (Abb.3-2 B). So scheint der Transport von
neutralen Aminosauren durch alternative Transporter kompensiert zu werden. Die
Aufgabe des Transports aromatischer Aminosauren wird mdglicherweise durch
Mct10 (Slc16a10) iGbernommen, dessen Expression in der Niere S/c/a&-defizienter
Mé&use leicht erhdht war (Abb.3-2 C).

Lat2 ist wie viele andere Aminosauretransporter ein Antiporter (Broer, 2008). Durch
die Inaktivierung von Lat2 und den Verlust von Aminosauren Uber den Urin, gehen
Kosubstrate anderer Transporter verloren. Sic7a7 (ebenfalls ein Antiporter)

transportiert neben den geladenen Aminosauren Lysin und Arginin auch die neutrale
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Aminoséaure Leucin (Broer, 2008). Der Verlust von Leucin Uber den Urin Slc/7a&
defizienter Mause kénnte demnach Auswirkungen auf den Lysinhaushalt haben und
die erhohte Lysinkonzentration im Serum S/c/a&-defizienter Mause erklaren.

Die intestinale Absorption von Aminosauren in S/c/a&-defizienten Mausen ist
vermutlich nicht gestort, da keine Veranderungen hinsichtlich Korpergewicht und
Korperlange festgestellt werden konnten (Abb.3-1C). Auch der Transport von
Aminosauren Uber die Plazenta scheint nicht vermindert zu sein, da die
Nachkommen heterozygoter S/c/a8-Zuchtpaare keine Abweichungen in der
Mendelschen Verteilung der Genotypen aufweisen sowie S/c7a8”-Nachkommen ein
normales Wachstum zeigen. Der Funktionsverlust von Lat2 in Plazenta und

Dunndarm wird demnach von anderen Transportern kompensiert.

Lat2 im Gehirn

Die Wichtigkeit des Transporters fur das Gehirn ist beim Blick auf die Lat2-
Expressionsspiegel unverkennbar (Abb.3-1 D+F). Es wird angenommen, dass
astrozytares Lat2 fur die Alaninaufnahme verantwortlich ist (Broer et al., 2007).
Alanin wird als Ammoniumquelle fir den zerebralen Glutamin/Glutamat-Zyklus
gehandelt (Broer et al., 2007): Von exzitatorischen Neuronen in den synaptischen
Spalt ausgeschiedenes Glutamat wird durch Astrozyten aufgenommen und dort
mithilfe von Alanin als Ammoniumquelle in Glutamin umgewandelt. Nach dem
Transport des Glutamins zuriick in das Neuron wird die Aminosaure mithilfe der
Glutaminase in Glutamat umgewandelt, welches in den synaptischen Spalt
freigesetzt wird und als Neurotransmitter wirken kann (Edwards, 2007). Die
Inaktivierung von Lat2 konnte demnach den Glutamin/Glutamat-Zyklus
verlangsamen, indem die Konzentration an Alanin im Astrozyten durch einen
verringerten Import vermindert wird. Moglicherweise liegt hier die Ursache fur die
verlangsamten Bewegungen von S/c/a&-defizienten Mausen. Dieser Aspekt wurde
allerdings nicht weiter untersucht und wirde weitere detaillierte elektrophysiologische

Untersuchungen erfordern.

4.1.2. Lat2 als Schilddrisenhormontransporter

Lat2 im Astrozyten
Lat2 transportiert Schilddriisenhormone sowohl /n vitro (Ritchie et al., 1999; Friesema
et al., 2001; Braun et al., 2010) als auch ex vivo (Abb.3-3 A-D). Die Vermutung, dass
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ein BCH-sensitives Transportsystem an der Schilddrisenhormonaufnahme durch
Astrozyten beteiligt ist, konnte bereits zu einem friiheren Zeitpunkt bestéatigt werden
(Blondeau et al.,, 1993). Ein genetischer Beweis zeigte sich in der signifikant
reduzierten Aufnahme von T3 in primare Slc7a8’-Astrozyten (Abb.3-3 D). Die
gleichzeitige Inkubation von Wildtyp-Astrozyten zusammen mit T3 und BCH
verminderte ebenfalls die Aufnahme des Schilddrisenhormons (Abb.3-3 C). Die
Aufnahme sank auf ein Niveau, das zuvor in S/c7a8”-Astrozyten gefunden wurde. In
beiden Transportstudien wurde die Aufnahme von T3 allerdings nicht vollstandig
gehemmt. Mct8 als spezifischer Ts-Transporter wird ebenfalls in Astrozyten
exprimiert und trdgt somit zur Aufnahme von Schilddrisenhormonen in Astrozyten
bei, ein Vorgang, der durch BSP einen bekannten Mct8-Inhibitor, gehemmt werden
konnte. BSP und BCH fiihrten in Slc76a2”-Astrozyten ebenfalls zu einer signifikanten
Reduktion aber keiner vollstandigen Hemmung der Ts-Aufnahme (Abb.3-3 F). Das ist
ein Indiz dafur, dass neben Mct8 und Lat2 noch weitere Transporter an der
Aufnahme von T3 in Astrozyten beteiligt sein kdnnten oder aber einfach die Konzen-
tration an Inhibitor nicht ausreichte, um eine komplette Inhibition herbeizufihren.

Die ermittelten K-Werte fur den Schilddrisenhormontransport in Astrozyten lagen
bei 4,2 uM fir T3 und 3,7 puM flr T4. Aufgrund der Expression mehrerer Transporter in
diesem Zelltyp setzen sich die K,-Werte aus mehreren Systemen zusammen. Es
wurde beschrieben, dass der K-Wert von MCT8 zwischen 4 - 8 uM liegt (Friesema
et al., 2001). LAT2 hingegen zeigte eine hoéhere Affinitdt mit Kn-Werten zwischen
0,5 - 2 uM (Ritchie et al., 1999; Friesema et al., 2001). Die ermittelten K,-Werte lagen
demnach genau zwischen den Werten, die in der Literatur angegeben sind.

Die vorrangige Aufgabe eines Astrozyten ist laut Modell (Abschnitt 1.3.3.) weniger die
Aufnahme von T; als vielmehr die Aufnahme von T4. T4 wird durch die Aktivitat der
Dio2 in T3 umgewandelt und den Neuronen zur Verfugung gestellt. Die Transport-
mechanismen, die /in vivo fur den Export von T3 aus dem Astrozyten verantwortlich
sind, sind noch nicht bekannt. Allerdings konnte gezeigt werden, dass MCT8 sowohl
als Importer als auch als Exporter fungieren kann (Abb.3-17 A) (Visser et al., 2008).
Genauso ist Lat2 als Exchanger bekannt (Pineda et al., 1999). Beide Molekile
kénnten demnach sowohl den T4-Import steuern als auch die Aufgabe des Exports

von T3 ubernehmen.
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Lat? und die Schilddrisenhormonachse

Mct8-defiziente Mause zeigen erhdhte Ts- und verringerte T4-Spiegel im Plasma
(Dumitrescu et al., 2006; Trajkovic et al., 2007). Da Lat2 neben Aminosauren auch
Schilddriisenhormone transportieren kann, wurden die zirkulierenden Schilddrisen-
hormonwerte untersucht. Beide Transporter sind sowohl in der Niere, dem Gehirn
und der Hypophyse exprimiert (Abb.3-1 D+F). Die Feststellung unveranderter T3-, Ts-
und TSH-Werte in Slic7a8”-Méausen lieR darauf schlieRen (Abb.3-4), dass die Zellen,
die fur die Regulation der Schilddriisenhormonachse verantwortlich sind, mehr auf
Mct8 und weniger auf Lat2 angewiesen sind. Ob neben Aminosauren auch Schild-
drisenhormone vermehrt Uber den Urin ausgeschieden werden, muss an dieser
Stelle offenbleiben. Untersuchungen des 24 h-Urins S/c/7a&-defizienter Mause und
ihrer Wildtypkontrollen via LC-MS/MS brachten keine verwertbaren Ergebnisse. Das
T4-Signal lag nur knapp oberhalb des Hintergrundsignals, so dass keine
Unterschiede zwischen den Genotypen ermittelt werden konnten. Allerdings fanden
sich keine Veranderungen in der renalen Dio1-Aktivitdt (Abb.3-5 B), was auf einen

unveranderten Schilddrisenhormongehalt in der Niere schlie3en Iasst.

Lat2 als kompensierender Transporter

Mct8 ist nicht nur mit Lat2 im Gehirn kolokalisiert (Abb.3-1F), auch andere
Schilddriisenhormontransporter wie Mct10 oder Oatp1c1 kommen flir die Aufgabe
der Kompensation in Frage.

Mct10 als Mitglied der Monocarboxylattransporter-Familie wurde zuerst als
Tryptophantransporter charakterisiert bevor der Transport von Ts; durch diesen
Transporter nachgewiesen werden konnte (Kim et al., 2001; Visser et al., 2011). Die
mMRNA von Mct70konnte zwar im murinen Gehirn detektiert werden, ist dort aber weit
weniger stark exprimiert als beispielsweise in Dinndarm oder Niere (Ramadan et al.,
2006). Auch im humanen Gehirn konnte der Transporter nachgewiesen werden
(Alkemade et al., 2011; Chan et al., 2011; Friesema et al., 2012): MCT770 mRNA
konnte in undifferenzierten ZNS-Zellen und frihen Neuronen sowie der humanen
pluripotenten embryonalen Vorlauferzellinie NT2 (Differenzierung zu Neuronen) in
Kolokalisation mit MCT78 detektiert werden (Chan et al., 2011). Somit scheidet
MCT10 als potentieller Kandidat zur Kompensation bei MCT8-Mutation aus, da
dieser Transporter zwar exprimiert wird aber die Ausbildung von AHDS nicht

verhindern kann.
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Das Gehirn S/c76aZ-defizienter Mause weist einen hypothyreoten Zustand auf. Der
T3-Gehalt des Gehirns ist signifikant reduziert (Dumitrescu et al., 2004; Trajkovic et
al., 2007), wohingegen die T4-Aufnahme nicht gestort ist. Die Aktivitat der Dejodase 2
wird hochreguliert, wodurch vermehrt T, zu T3 umgewandelt und somit dem
hypothyreoten Zustand entgegengewirkt wird (Dumitrescu et al., 2006). Die
Aufnahme von T3 und T4 in das Gehirn wird begrenzt durch die Expression von
Schilddrisenhormontransportern an der Bluthirnschranke. Roberts et al. (2008)
konnten die Kolokalisation des T4-Transporters Oatpic1 (Slcolc1) zusammen mit
Mct8 in den Endothelzellen der Bluthirnschranke des Nagerhirns nachweisen.
Untersuchungen zur Expression zeigten, dass Oatp1c1 in Nagern bereits zu einem
frihen Zeitpunkt der Trachtigkeit detektiert werden kann, wohingegen man OATP1C1
im humanen Gehirn erst in der zweiten Halfte der Schwangerschaft findet (Chan et
al., 2011) und im Affen gar nicht nachweisen kann (Ito et al., 2011). Oatp1c1 kdnnte
demnach daflir verantwortlich sein, dass der Transport von T4 in das murine,
Slc16aZ-defiziente Gehirn wahrend sensibler Phasen der Entwicklung gewahrleistet
bleibt, eine mdgliche Kompensation, die im humanen Gehirn durch die fehlende
OATP1C1-Expression ausbleibt und letztendlich zur mentalen Retardierung fuhren
konnte. Dagegen spricht die Expression weiterer Mitglieder der OATP-Familie an der
Bluthirnschranke, die Schilddriisenhormone transportieren kdnnen (Gao et al., 2000;
Fujiwara et al., 2001; Bronger et al., 2005; Lee et al., 2005; Hagenbuch, 2007).

Das Gehirn Oaipici-defizienter Mause konnte wie das Gehirn S/c76aZ-defizienter
Mause als hypothyreot charakterisiert werden. Es zeichnet sich durch verringerte Ts-
und T4-Werte sowie eine erhoéhte Dio2- und eine verminderte Dio3-Aktivitat aus
(Mayerl et al.,, 2012). Das Fehlen von Oatpl1c1 an der Bluthirnschranke flhrte zu
einer verminderten T4-Aufnahme, die aber Uberraschenderweise scheinbar nicht
durch Mct8, einem Transporter, der sowohl T3 als auch T4 transportieren kann,
kompensiert wird (Mayerl et al., 2012). Die Inaktivierung beider Transporter flhrte in
der Slc16a2/Oaltp1c7-doppelt-defizienten Maus zu einem ernsteren Phanotyp als es
fur die einfach-defizienten Mause beschrieben wurde, da im Gehirn dieser Mause
sowohl der Ts- als auch der T4-Gehalt signifikant reduziert war (Mayerl et al., 2012,
American Thyroid Association Konferenz, Quebec City, Kanada, Thyroid 22 Suppl1:
A6-128). Das stark hypothyreote Gehirn weist eine gestdrte Differenzierung
inhibitorischer Neurone des cerebralen Kortex auf sowie einen Myelinisierungsdefekt,
der mit zunehmendem Alter allerdings verschwindet. Verhaltensstudien zeigten
aullerdem, dass die doppelt-defizienten Mause Defizite in der Bewegungs-
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koordination aufweisen. Da diese Ergebnisse Symptome der humanen MCTS8-
Defizienz widerspiegeln, kénnte die S/c76a2/Oalpic7-doppelt-defiziente Maus als
Tiermodel zur Untersuchung der Krankheit herangezogen werden.

Ein weiterer Angriffspunkt fur eine mdgliche Kompensation findet sich in der
Kolokalisation von Mct8 und Lat2 in murinen Neuronen und Astrozyten (Braun et al.,
2011a). Die Hypothese von Lat2 als potentiell kompensierender Transporter wurde
aufgestellt, nachdem gezeigt werden konnte, dass die verbliebene Transportaktivitat
in Slc16aZ-defizienten Neuronen BCH-sensitiv ist und LAT2Z im humanen
embryonalen Gehirn nicht nachgewiesen werden konnte (Wirth et al., 2009). Um eine
mdgliche Kompensation zu untersuchen, wurde das Gehirn S/c/a8-defizienter Mause
untersucht.

Die gewebeabhangige Aktivierung Ts-responsiver Gene des Gehirns ist in S/lc/7a&
defizienten Mausen nicht verandert (Abb.3-6 B-D; Abb.3-7 A-C). Zusammen mit den
unveranderten Schilddrisenhormonspiegeln spricht das fur eine normale
Entwicklung des Grof3- und Kleinhirns. Tatsachlich zeigen S/c/a&8-defiziente Tiere
eine leichte Beeintrdchtigung in der Bewegungskoordination, was aber weder mit
einer veranderten Morphologie des Gehirns (Abb.3-7 E-H) noch mit Verdnderungen
des Schilddrisenhormonmetabolismus erklart werden konnte (Abb.3-5). Mdéglicher-
weise sind Veranderungen im Metabolismus von Neurotransmittern wie Glutamat
beteiligt (s.0.). Eine weitere Erklarung ware eine gegenseitige Kompensation
hinsichtlich des Schilddrisenhormontransports. Zum einen koénnte Lat2 den
Funktionsausfall von Mct8 in Mct&-defizienten Mausen ausgleichen, was den milden
neurologischen Phanotyp dieser Tiere im Vergleich zu AHDS-Patienten erklaren
wuirde, zum anderen gleicht Mct8 moglicherweise die Lat2-Inaktivierung aus. Genaue
Erklarungen hinsichtlich dieser Hypothese kompensierender Transporter im Gehirn
konnen allerdings erst bei einer gleichzeitigen Inaktivierung beider Transporter
geliefert werden. Die anfangliche Zucht doppelt-defizienter S/ic/7a8/Sici16a2-Tiere
ergab drei Individuen, die in ihrer Bewegungskoordination eingeschrankt bzw.
verlangsamt waren. Die Ausschaltung beider Transporter filhrte demnach nicht zu
einer embryonalen Letalitdt. Dennoch konnten aus ungeklarten Grinden keine
weiteren doppelt-defizienten Tiere generiert und untersucht werden. Ein neuer
Versuchsansatz beschéftigt sich daher mit der Untersuchung konditioneller Mause,
bei denen zelltypspezifisch (entweder in Astrozyten oder Neuronen) das S/c76aZz-

Gen ausgeschaltet wird. Eva K. Wirth und Kollegen planen damit die Komplexitat des
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Gehirns zu reduzieren, die mogliche Rolle von Mct8 an der Bluthirnschranke zu
untersuchen und mogliche Interaktionen zwischen Astrozyten und Neuronen

aufzudecken.

4.2. |dentifizierung von Aminosauren in der MCT8-Sequenz, die am
Substrattransport beteiligt sind

Neben der Hypothese kompensierender Transporter zum Ausgleich der Mct8-
Defizienz in Mausen gibt es die Hypothese eines bis jetzt noch nicht identifizierten
MCT8-Substrats, dessen Abwesenheit beim Menschen zur Ausbildung von AHDS
fuhrt. Um einen Einblick in die Wirkungsweise eines Transporters zu erhalten
und/oder mogliche Bindungsstellen zu identifizieren, ist die Kristallstruktur des
Proteins unabdingbar. Die 3-dimensionale MCT8-Struktur konnte bis jetzt noch nicht
gelést werden, allerdings ermoglichte die Entwicklung eines MCT8-Homologie-
modells, biochemische Eigenschaften des Transporters genauer zu untersuchen
sowie bereits bestehende Daten zu interpretieren (Kinne et al., 2010; Kleinau et al.,
2011). Das MCT8-Homologiemodell basiert auf der bereits geldsten Struktur des
bakteriellen Glycerol-3-Phosphattransporters (GlpT) (Huang et al., 2003). Sowohl
MCTS8 als auch GIpT gehoéren der Major Facilitator Superfamilie (MFS) an, weisen
allerdings nur geringe Sequenzibereinstimmungen (25,5%) auf. Nichtsdestotrotz
diente der GIpT bereits als Vorlage zur Entwicklung weiterer Homologiemodelle wie
Oatpi1c1 (Ratte; T4-Transporter) und Mct1 (Ratte; Lactattransporter) (Manoharan et
al., 2006; Westholm et al., 2010).

Mithilfe des MCT8-Homologiemodells konnten geladene Aminosduren im Transmem-
branbereich identifiziert werden, die am Ts-Transport beteiligt sind (Kinne et al.,
2010). Des Weiteren zeigte sich, dass viele pathogene MCT8-Mutationen, um den
potentiellen Substrattransportkanal herum angeordnet sind (Kleinau et al., 2011).

Die Analyse der liganden-bindenden Doméne des T3-Rezeptors flihrte schliellich zur
Identifizierung von His-Arg-Paarungen, die potentiell an der Bindung des T3 durch
Interaktion mit dem Phenolrest bzw. der Carboxylgruppe beteiligt sein konnten.
Ahnliche His-Arg-Paarungen offenbarte das MCT8-Homologiemodell mit den Paaren
His192 - Arg445 und His415 - Arg301 (Kleinau et al.,, 2011). Die Wichtigkeit der
Aminosauren an den Positionen His192 und Arg445 fir die Aktivitat, zeigte sich
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bereits durch die pathogenen Mutationen H192R und R445C, die in AHDS-Patienten
gefunden wurden (Friesema et al.,, 2010). Arg445 bildet wahrscheinlich mit der
Aminosaure Asp498 eine Salzbriicke. Die Mutation beider Aminosauren zu Alanin
fuhrte entsprechend zur Transportinaktivitat (Kinne et al., 2010). Eine Salzbriicke an
ahnlicher Stelle ist mit Asp302 und Arg306 auch in Mct1 beschrieben (Manoharan et
al., 2006). Pathogene Mutationen an den Positionen His415 bzw. Arg301 sind bis
jetzt noch nicht bekannt, nichtsdestotrotz wurden diese Positionen untersucht, da sie
eine ahnliche Geometrie aufweisen wie die His-Arg-Paarung des Ts-Rezeptors
(Kleinau et al., 2011).

His415

Histidine besitzen aufgrund ihrer chemischen Struktur die Fahigkeit, mit
Jodthyroninen sowohl polare Wasserstoffbrickenbindungen als auch hydrophobe
Van-der-Waals-Wechselwirkungen einzugehen. Zur Untersuchung der Frage, welche
Interaktionen notwendig sind, um das Substrat zu transportieren, wurden
verschiedene Mutationen in die MCT8-Sequenz eingefuhrt.

Die verschiedenen Mutationen des Histidins415 hatten keine Auswirkungen auf die
Expression des jeweiligen Proteins an der Zelloberflache, verringerten den
Ts-Transport allerdings deutlich (Abb.3-10). Eine 90%ige Hemmung zeigte sich bei
H415A, da die Struktur des Alanins sowohl die Ausbildung von Wasserstoffbriicken-
bindungen als auch von Van-der-Waals-Wechselwirkungen mit dem Substrat
verhinderte. H415F und H415Q hingegen verringerten den Transport zwar jeweils um
mehr als die Halfte, die Mutationen fuhrten allerdings nicht zu einer kompletten
Inhibition des Transports. Die Verringerung des Ky-Wertes der Phenylalanin-Mutante
wies auf einen veranderten Modus der Substratbindung hin. Der K-Wert von H415Q
unterschied sich nicht signifikant vom Wildtyp. Die Vermutung, dass an Position 415
sowohl polare Wasserstoffbriickenbindungen als auch hydrophobe Van-der-Waals
Wechselwirkungen von Bedeutung sind, konnte somit bestatigt werden. Diese
Erkenntnis war Uberraschend, da Histidin415 zuvor noch nicht mit dem Transport von
T3 in Verbindung gebracht werden konnte.

Einen Hinweis auf die Wichtigkeit der Aminosaure fand sich allerdings in der Mutation
der korrespondierenden Aminosdure Phenylalanin360 des Monocarboxylattrans-
porters 1 (Mct1). Die Mutation von Phe360 zu Cystein fuhrte zu einer veranderten
Substratspezifitat, bei der der Transporter den Transport von Lactat und Pyruvat

einstellte und den Transport von Mevalonat aufnahm (Garcia et al., 1994).
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Arg3017

Der wahrscheinlichste Partner des Histidins415 in einer His-Arg-Paarung ist
Arginin301. Die Mutation von Arginin301 zu Lysin hatte keine Auswirkungen auf die
Expression des Proteins an der Zelloberflache (Abb.3-11 A). Die Expression von
R301A hingegen war in MDCK-1 Zellen gar nicht und in Xenopus Oozyten nur
schwach nachweisbar (Abb.3-11 A+D). Arginin ist im Gegensatz zu Alanin eine
geladene, hydrophile Aminosdure. Das Fehlen beider Eigenschaften scheint zu
Storungen in der Proteinstruktur und schneller Proteindegradierung zu fuhren.
Anders verhalt es sich bei der Mutation von Arginin301 zu Lysin. Hier wurde eine
positiv geladene Aminosaure gegen eine Aminosdure ausgetauscht, die ahnliche
Eigenschaften mit Arginin teilt. Sequenzvergleiche zwischen den verschiedenen
Mitgliedern der MCT-Familie ergaben, dass die Positionen 300 und 301 stark
konserviert sind (Kleinau et al., 2011). An diesen Positionen findet man entweder
Arginine oder Lysine.

Transportstudien zeigten, dass die positive Ladung der Aminosaureseitenkette an
Position 301 essentiell fur den Substrattransport ist (Abb.3-11 B+C). Wie durch die
verminderte Proteinexpression zu erwarten war, war der Substrattransport durch
R301A verringert, wohingegen R301K kaum Unterschiede zu MCT8 aufwies.
Ruckblickend wéaren wahrscheinlich die Mutationen von Arg301 zu Glutamin bzw.
Glutamat aufschlussreich gewesen. Beide Aminosdauren weisen &hnliche
Struktureigenschaften wie Arginin auf (hinsichtlich der Ausbildung potentieller
Wasserstoffbriicken), allerdings fehlt beiden Aminosauren die positive Ladung.
Arg301 ist Bestandteil der Transmembranhelix 5 und in der /nside-open Konformation
des MCT8-Homologiemodells so positioniert, dass es entlang des Transportkanal
liegt. Aufgrund von Wechselwirkungen zwischen dem positiv geladenen Arg301 mit
den geladenen Jodthyroninen konnte es womoglich zu einer Konformationsanderung
kommen aufgrund derer sich der Kanal zum Extrazellularraum hin o6ffnet. Ein
ahnliches Prinzip deutet das Homologiemodell des protonenabhangigen
Lactattransporters Mct1 an (Halestrap, 2012; Meredith and Christian, 2008). Der
vermutete Transportmechanismus beinhaltet den Wechsel zwischen zwei
Konformationen. Die gedffnete Konformation exponiert die Substratbindungsstelle
dem Extrazellularraum (outside-open), in der geschlossenen Konformation hingegen
wird die Substratbindungsstelle dem Intrazellularraum offenbart (inside-open).
Lysin38 ist eine Aminosdure der Transmembranhelix 1 und befindet sich in der
outside-open Konformation in einer hydrophoben Tasche am Ende des vermuteten
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Kanals. Lys38 interagiert sowohl mit einem Proton als auch dem Substrat (Halestrap,
2012). Die Protonierung von Lys38 und die Interaktion von Lactat mit weiteren
Aminosaureresten fuhrt zum Wechsel der Konformation in die geschlossene Form.
Durch die Freisetzung des Substrats und die Deprotonierung von Lys38 wechselt der
Transporter wieder in die gedffnete Konformation (rocker-switch Modell) (Halestrap,
2012).

Da der MCT8-vermittelte Transport von Jodthyroninen allerdings pH-unabhangig ist,
ist eine Interaktion von MCT8 mit Protonen flr den Transport nicht notwendig. Auch
ist die Positionierung von Arg301 in MCT8 und Lys38 in Mct1 unterschiedlich. Die
Aminosauren verschlieBen jeweils in der gegensatzlichen Konformation den
Transportkanal (Arg301 - /nside-oper;, Lys38 - outside-open). Nichtsdestotrotz ist die
Beteiligung von Arg301 am rocker-switch Modell nicht ausgeschlossen, da hier

womdglich ein &hnlicher Mechanismus wie in Mct1 verfolgt wird.

His192

Histidin192 ist zwischen den unterschiedlichen Mct8-Spezies aber nicht zwischen
den verschiedenen Mitgliedern der MCT-Familie konserviert (Kleinau et al., 2011).
Der Glycerol-3-Phosphattransporter weist an der korrespondierenden Position ein
Arginin auf (Arg45), deren Bedeutung fiir die Substratbindung bereits nachgewiesen
werden konnte. Arg45 im GIpT ist fur die Bindung von Phosphatresten (freies
Phosphat bzw. der Phosphatrest des Glycerol-3-Phosphats) verantwortlich (Lemieux
et al.,, 2004). Die pathogene H192R-Mutation ist ein weiterer Hinweis flur die
Wichtigkeit dieser Aminosaureposition fur die Funktion des Transporters.

H192A zeigte eine schnellere Transportgeschwindigkeit bei erhohtem Ky-Wert
(Abb.3-9 B+C). Die verkurzte Seitenkette der Aminosaure scheint bei ausreichender
Substratkonzentration den Transport von T3 zu erleichtern. Fir H192Q hingegen sind
der Ky-Wert und die Geschwindigkeit der Reaktion verringert (Abb.3-9 B+C).
Glutamin ist kleiner als Histidin und Phenylalanin. Fir H192F konnte keine
Veranderung hinsichtlich des K,-Wertes festgestellt werden (Abb.3-9 B+C). Daher
liegt die Vermutung nahe, dass nicht die Grolde der Glutaminseitenkette sondern eine
mogliche stérende Wasserstoffbrickenbindung zwischen dem Glutamin- und dem
Phenolrest des Tz-Molekils zu einer Erh6hung der Aktivierungsenergie fuhrt, durch
die die Konformationsdnderung und letztendlich der Ts-Transport verlangsamt
werden. Der Transport von T4 durch H192Q untermauert diese Vermutung, da die

Mutation zu Glutamin den Ts-Transport nicht beeinflusst. Die Madglichkeit der
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Ausbildung einer Wasserstoffbriickenbindung wird durch das fehlende Wasserstoff-
atom am Phenolat des T4 scheinbar verhindert (Abb.1-5).

Die korrespondierende Aminosaureposition zu His192 in MCT8 ist GIn88 in MCT10.
Sowohl MCT8 als auch MCT10 sind dazu in der Lage T3 zu transportieren. Zusatzlich
transportiert MCT8 im Gegensatz zu MCT10 weitere Jodthyronine wie T4 und rTs.
MCT10 hingegen hat die Fahigkeit aromatische Aminosduren wie Tryptophan zu
transportieren, eine Eigenschaft, die MCT8 génzlich fehlt. Sowohl His192 in MCT8
als auch GIn88 in MCT10 ragen in den potentiellen Transportkanal hinein und
kénnten somit potentiell an Substrattransport bzw. -erkennung beteiligt sein. Diese
Eigenschaften sind Grundlage einer Hypothese, bei der Glutamin fir die
unterschiedliche Substratspezifitdt von MCT8 und MCT10 verantwortlich ist. Wie
bereits erwahnt, zeigte sich eine &hnliche Beobachtung bei Mct1. Hier fungiert eine
einzelne Aminosaure (Phe360) als Spezifitatsfilter (Garcia et al., 1994).

Zum Test der oben beschriebenen Hypothese wurden Xenopus Oozyten verwendet,
da Tryptophan eine essentielle Aminosaure ist und Xenopus Oozyten anders als
MDCK-1 Zellen keine endogenen Tryptophantransporter aufweisen. Die Vermutung,
dass ein Glutaminrest am Erkennen von Tryptophan und somit an der Substrat-
spezifitat beteiligt ist, konnte allerdings nicht bestatigt werden (Abb.3-9 D-F). H192Q
transportiert weiterhin in gleichem Mal3e wie MCT8 T4 und konnte des Weiteren keine
erhdhte Tryptophanaufnahmeaktivitat aufweisen. Nicht auszuschlie3en sind jedoch
weitere Aminosaurereste, die in den potentiellen Transportkanal hineinragen und in
Kombination mit GIn88 bzw. His192 fur die unterschiedlichen Substratspezifitaten

verantwortlich sind.

Die erhobenen Daten demonstrieren, dass das MCT8-Homologiemodell dazu
geeignet ist, Hypothesen zu erstellen und einzelne Aminosauren zu identifizieren, um
deren Funktion zu untersuchen. Die genaue Funktionsweise von MCT8 kann
allerdings erst aufgeklart werden, wenn die 3-dimensionale Struktur des Proteins
geldst wurde, ein Projekt, welches durch Ulrich Schweizer und Jérg Johannes

weitergefihrt wird.
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4.3. Eine neue MCT8-Mutation als Ursache fir AHDS in einer weiblichen
Patientin

Das Allan-Herndon-Dudley Syndrom (AHDS) gehért zu den X-chromosomal
vererbten Krankheiten. Daher manifestiert sich diese Krankheit vor allem bei Knaben.
Die Miitter der Betroffenen sind meist heterozygote Ubertragerinnen des MCTS-
Gendefekts ohne selbst erkennbare Symptome zu offenbaren. Die Ubertragerinnen
weisen ein normales Wachstum auf und zeigen keine Hinweise auf eine gestorte
geistige Entwicklung.

Nichtsdestotrotz kdénnen auch Madchen AHDS-typische Symptome entwickeln. Diese
fallen allerdings meist milder aus als es bei Knaben beobachtet wurde. So wurden
erhdhte Ts-Werte im Serum nachgewiesen als auch Entwicklungsverzégerungen
beschrieben (Herzovich et al., 2007; Schwartz and Stevenson, 2007; Frints et al.,
2008).

Wahrend der Embryonalentwicklung kommt es beim weiblichen Geschlecht zu einer
zufalligen Inaktivierung eines der beiden X-Chromosomen. Die riuckgebildeten
X-Chromosomen werden als Barr-Koérperchen bezeichnet. Der Vorgang der
Inaktivierung dient der Gendosiskompensation. Die milde Auspragung AHDS-
typischer Symptome erklart sich durch die zufallige Inaktivierung des X-Chromo-
soms, das die SLC76AZ-Mutation tragt, was zur Uberwiegenden Expression des
Wildtyp-Allels flihrt. (Schwartz and Stevenson, 2007). Je nach Haufigkeit der
Inaktivierung des X-Chromosoms, das die SLC76A2-Mutation tragt, fallen die AHDS-
typischen Symptome bei Madchen milder oder schwerwiegender aus. Ahnliche
Beobachtungen wurden beim Fragilen-X-Syndrom (OMIM: #300624) gemacht, einer
Erbkrankheit, die flir 50% der X-gekoppelten mentalen Retardierung verantwortlich
ist. Das Fragile-X-Syndrom betrifft sowohl Manner als auch Frauen, die
Beeintrachtigungen kognitiver Fahigkeiten fallen allerdings unterschiedlich stark aus.
Auch bei dieser Krankheit sind die Symptome bei den weiblichen Tragerinnen des
Gendefekts aufgrund der zufalligen Inaktivierung eines X-Chromosoms milder

ausgepragt als bei mannlichen Betroffenen.

2008 wurde die erste weibliche AHDS-Patientin beschrieben (Frints et al., 2008).
Diese Patientin offenbarte einen AHDS-typischen Phanotyp wie er auch bei

mannlichen Patienten vorzufinden war: erhdhte Ts-Werte im Serum, mentale
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Retardierung und Muskelhypotonie. Sequenzanalysen ergaben, dass das SLC76AZ-
Gen der Patientin durch eine Chromosomentranslokation zerstért wurde. Eine
komplette Inaktivierung des ,gesunden X-Chromosoms flihrte dazu, dass kein

funktionsfahiges MCT8-Protein mehr exprimiert wurde (Frints et al., 2008).

Die Sequenzierung des SLC76AZ-Gens einer zweiten weiblichen Patientin mit
AHDS-typischen Symptomen ergab eine zuvor noch nicht beschriebene heterozygote
Mutation, die in 70 % der MCT78-Transkripte in Fibroblasten vorkam (Institut fur
Experimentelle Padiatrische Endokrinologie, Charité-Universitadtsmedizin, Berlin). Die
Mutation besteht in einem Aminosdureaustausch (Asparagin zu Isoleucin) an
Position 193 der MCT8-Sequenz. Im Zellkulturmodell flihrte diese Mutation zu einem
gestodrten Ts-Transports (Abb.3-12 B). Die verringerte Aktivitat konnte nicht mit einer
Fehlfaltung des Proteins oder mit einer gestorten Translokation in Verbindung
gebracht werden, da nachgewiesen werden konnte, dass N193| an der Zellober-
flache exprimiert wird (Abb.3-12 A). Vielmehr konnte in Xenopus Oozyten gezeigt
werden, dass die Mutation den Ts-Transport aber nicht die Ts-Bindung beeinflusst
(Abb.3-12 C+D).

Fibroblasten der Patientin wiesen keinen komplett gehemmten aber einen um circa
45% verringerten Ts-Transport auf (Abb.3-13), was auf eine Restaktivitat des MCT8-
Wildtypproteins oder auf die Expression weiterer Ts-Transporter an der Zellober-
flache von Fibroblasten zurlickzufiihren sein kénnte.

Analysen des MCT8-Homologiemodells offenbarten, dass die Seitenkette des
Asparagins in den potentiellen Substratkanal hineinragt. Da Isoleucin und Asparagin
in etwa die gleiche GroRe aufweisen, sind sterische Hindernisse als Erklarung fur den
gestorten Ts-Transport eher auszuschlieBen. Vielmehr sind Wasserstoffbriicken-
bindungen zwischen der hydrophilen Aminosaure Asparagin und den verschiedenen
MCT8-Substraten oder auch anderen Aminosauren des Transporters denkbar, die flir
die Transportfunktion von MCT8 notwendig sind und mit Isoleucin an dieser Position
nicht ausgebildet werden kénnen.

Sequenzvergleiche zeigen, dass Asparagin in MCT10 und vielen anderen Mct8-
Subspezies konserviert ist (Kleinau et al., 2011). Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass die korrespondierenden Aminosauren in GIpT (Lys46) und Mct1
(Lys38) jeweils an der Bindung bzw. dem Transport ihres Substrats beteiligt sind
(Huang et al., 2003; Wilson et al., 2009). Beide Beobachtungen sind Indizien fur die

Wichtigkeit dieser Aminosaure an dieser Position. Ein weiterer Hinweis fir die
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Beteiligung der Region an einem funktionsfahigen MCT8-Protein sind bereits
beschriebene pathogene Mutationen mit H192R und S194F (Abb.1-7 B) (Kleinau et
al., 2011). Genauere Betrachtungen zur Funktionsweise des Proteins kdnnen
allerdings erst angestellt werden, wenn die Kristallstruktur des Transporters gelost

wurde.

4.4. Der MCT8-vermittelte Jodthyronintransport wird durch Tyrosinkinase
Inhibitoren (TKIs) nicht-kompetitiv gehemmt

Tyrosinkinase Inhibitoren der ersten Generation wie Sunitinib und Imatinib werden
zur Behandlung einer Vielzahl von Krebsarten herangezogen (de Groot et al., 2005;
Desai et al.,, 2006; Rini et al., 2007; Dora et al., 2008). Sie inhibieren die ATP-
Bindungsstelle von Tyrosinkinasen und verhindern somit deren Mitwirkung am
Wachstum von Tumoren (Mendel et al., 2003; Arora and Scholar, 2005).
Nebenwirkungen dieser Behandlung auflern sich als primare Hypothyreose und
Thyreoditis sowie einem erhéhten Bedarf an Levothyroxin in athyreoten Patienten (de
Groot et al.,, 2005; Wong et al., 2007). Auch die TKIs der zweiten Generation,
eigentlich als Weiterentwicklung zur Verhinderung von Nebenwirkungen gedacht,

fuhren in Krebspatienten zu anormalen Schilddrisenfunktionstests (Kim et al., 2010).

Mehrere potentielle Mechanismen wurden vorgeschlagen, um die veranderten
Schilddrisenfunktionstest zu erklaren. So gibt es Hinweise auf Schilddriisenatrophie
(Faris et al., 2007) sowie die Ruckbildung von Kapillaren in der Schilddriise durch
Hemmung des VEGFR (Kappers et al.,, 2011). AuRerdem zeigte sich durch den
Nachweis erhdhter rTs- gegenlber T4-Spiegel, dass ein Tyrosinkinase Inhibitor
namens Sorafenib die Aktivitdt der 5-Dejodase-Aktivitat erhéht (Abdulrahman et al.,
2010). Anormale Schilddrisenhormonwerte konnten demnach durch eine Uber-
maliige Inaktivierung von T4 in der Peripherie ausgeldst werden.

Eine weitere Moglichkeit findet sich in der Inhibition von MCT8. MCT8 wird sowohl in
der Schilddruse als auch in der Hypophyse exprimiert. In der Schilddrise kdnnte
MCT8 am Export von Schilddrisenhormonen beteiligt sein. Dessen Inhibition wirde
dazu fiihren, dass Schilddriisenhormone in der Drise akkumulieren und nicht mehr

ins Blut abgegeben werden, so dass der Schilddrisenhormongehalt im Serum sinkt.
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Die Akkumulation von Schilddrisenhormonen in der Schilddriise wurde bereits flr
Mct8-defiziente Mause prognostiziert (Di Cosmo et al., 2010; Trajkovic-Arsic et al.,
2010). Auch die Hypophyse als eines der Regulationszentren des thyreotropen
Regelkreises exprimiert MCTS8. Inhibition von MCT8 durch TKIs auf dieser Ebene
wirde somit zu einer mangelhaften Bestimmung der Schilddrisenhormon-

konzentration flihren, was eine Erhéhung von TSH im Serum zur Folge hatte.

Die durchgefiihrten Experimente offenbaren, dass TKls der ersten und zweiten
Generation die MCT8-vermittelte Schilddrisenhormonaufnahme nicht-kompetitiv
hemmen (Abb.3-15 und 3-16). Nun kénnte man spekulieren, dass MCT8 ein Substrat
von Tyrosinkinasen darstellt. Allerdings sind keine funktionellen Phosphorylierungs-
stellen in MCT8 bekannt und auRerdem kann aufgrund des kurzen Zeitraumes von
3 Minuten davon ausgegangen werden, dass sich die Inhibition der Zielkinasen nicht
negativ auf die MCT8-Funktion auswirkt.

Ein nicht-kompetitiver Modus der Inhibition deutet entweder auf eine Verringerung
der MCT8-Molekule an der Zelloberflache oder aber auf die Blockierung des
Transportkanals bzw. der Substratbindungsstelle von MCT8 hin. Indizien fur die
Blockierung des Kanals liefert eine Substanz namens Desipramin. Desipramin
hemmt a&hnlich wie die TKls den MCT8-vermittelten Transport von
Schilddriisenhormonen nicht-kompetitiv (Roth et al., 2010). Studien zeigten, dass
Desipramin den zerebralen Schilddriisenhormonmetabolismus in einer Weise
beeinflusst, die vergleichbar mit einer Inhibition der Ts;-Aufnahme an der Bluthirn-
schranke ist (Bauer et al., 1998). Es ist aullerdem bekannt, dass Desipramin an
vesikulare Monoamintransporter von Nervenzellen bindet. Monoamintransporter
weisen Strukturhomologien zum bakteriellen Transporter LeuT auf. Auch die
Sensitivitdt von LeuT gegenuber Desipramin ist vergleichbar mit der Sensitivitat der
Monoamintransportern gegenuber dem Inhibitor. Die Kristallstruktur von LeuT
zusammen mit gebundenen Desipramin zeigt, dass der Inhibitor den Transportkanal
blockiert (Zhou et al., 2007). Ahnlich kénnte es sich auch bei der Bindung der TKls an
MCTS8 verhalten.

Interessanterweise wurden fur Bosutinib, einem TKI der zweiten Generation, noch
keine Nebenwirkungen hinsichtlich der Schilddriisenfunktion in Patienten
beschrieben, dennoch weisen die erhaltenen Daten auf eine MCT8-Inhibition hin.
Neue Erkenntnisse zeigen allerdings, dass es sich bei dem in dieser Arbeit

verwendeten Material (Bosutinib von LC Laboratories) um ein falschlicherweise in
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Umlauf gebrachtes Isomer der besagten Substanz handelt (Levinson and Boxer,
2012). Mdglicherweise gibt es Unterschiede in der Wirkungsweise beider Isomere,
die aber noch nicht herausgearbeitet wurden. Flr den kinftigen Bestand der
erhaltenen Ergebnisse sprechen nichtsdestotrotz die Wirkungen von Sunitinib,
Imatinib und Dasatinib, die strukturell weiter von Bosutinib entfernt sind als sein

Isomer und trotzdem MCTS8 inhibieren.

Die TKI-Konzentrationen, die im Plasma von Patienten gemessen wurden, liegen
zwischen 0,1-4puM (www.ema.europe.eu). Im Experiment werden |Cso-Werte
ermittelt, die zwar ebenfalls im micromolaren Bereich zu finden sind, allerdings
teilweise um eine Zehnerpotenz hoher liegen (Abb.3-15 und 3-16). Nichtsdestotrotz
kdonnten diese TKI-Konzentrationen ausreichen, um MCT8 teilweise zu hemmen. Die
partielle Inhibition von MCT8 konnte unter anderem Auswirkungen auf die
Verflugbarkeit von Schilddrisenhormonen im Gehirn haben. Ein geringerer
Schilddrisenhormongehalt im Gehirn ist eine mogliche Erklarung fur eine der am
weitesten verbreiteten Nebenwirkungen der TKI-Behandlung, Miudigkeit. Die
Hemmung von MCT8 héatte ebenso Auswirkungen auf Hypophyse und
Hypothalamus. Die Inhibition von MCT8 in Hypophyse und Hypothalamus wére ein
Grund flr den erhéhten Bedarf an Levothyroxin in athyreoten Patienten, um normale
Werte in Schilddrisenfunktiontests zu erreichen. Die Beobachtung, dass sich die
abweichenden Schilddriisenwerte in athyreoten Patienten normalisieren sobald die
Behandlung mit TKIs beendet wird, ware mit dieser Hypothese erklarbar. TKIs
kénnten ebenso die Absorption von Schilddrisenhormonen im Darm hemmen. MCT8
konnte bis jetzt noch nicht im Darm nachgewiesen werden. Dennoch kénnte auch die
Hemmung eines bis jetzt noch nicht identifizierten, intestinalen T4-Transporters den

erhdhten Bedarf an Levothyroxin erklaren.

Auch wenn TKIs Nebenwirkungen aufweisen, so steht doch die positive Wirkung der
Substanzen hinsichtlich der Hemmung des Tumorwachstums im Vordergrund. Das
Verstandnis flr die Substanzen kann jedoch dabei helfen, Nebenwirkungen wie

Hypothyreose durch die Gabe von héheren Dosen Levothyroxin zu behandeln.
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