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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Schilddriisenhormone (SDH) sind fiir das Zellwachstum, den Metabolismus und die Entwick-
lung essentiell. Uber transmembranire Transporterproteine (TT) gelangen die SDH durch
die Plasmamembran in die Zielzellen. Im Zellkern bindet das biologisch aktive SDH an den
thyroid hormone receptor (THR) und initiiert die Bindung des Komplexes an die DNA. Bis-
lang wurden unterschiedliche Subfamilien von SDH-TT identifiziert. Dazu gehoren unter an-
derem der SDH-spezifische Monocarboxylattransporter (MCT) und die L-Typ Aminosdure-
transporter (LAT). Eine wichtige Rolle in der ontogenetischen Entwicklung spielt der MCTS.
Pathologische MCT8-Mutationen verhindern den SDH-Transport und verursachen das Allan-
Herndon-Dudley-Syndrom (AHDS), welches durch starke neurologische Defekte gekennzeich-
net ist. Im Gegensatz dazu ist kein neurologisch defizienter Phénotyp bei Mct8-Knockout-
Méusen zu erkennen. Daraus entwickelte sich die Hypothese der sekunddren SDH-TT, die
einen Funktionsverlust von MCT8 ausgleichen konnten. Der LAT2 ist ein potentieller Kan-
didat, um SDH zu transportieren. Seine SDH-Transportfihigkeit ist allerdings noch unzurei-
chend erforscht. Die molekulare Struktur sowie der Transportmechanismus von LAT2 waren

bislang ebenfalls nicht bekannt.

Das Ziel dieser Arbeit war, die Substratspezifitit von LAT2 zu charakterisieren und dessen
Rolle beim SDH-Transport zu kldren. LAT2 wird nur zur Plasmamembran transportiert,
wenn das Eskortprotein CD98 (Cluster of differentiation 98) vorhanden ist. Daher wurden
beide Proteine in Xenopus laevis Oozyten koexprimiert und die LAT2-vermittelte Aufnahme
von verschiedenen radioaktiv markierten SDH untersucht. Interessanterweise konnten nur die
Natrium-unabhéngige Aufnahme von Ty und eine geringe Aufnahme von T3 gezeigt werden,

dagegen war kein Import von r'T's oder T4 messbar.

Die Aufkldrung der Struktur-Funktionsbeziehung des SDH-Transports durch LAT2 erfolgte
zum einen durch spezifische LAT2 Mutationen, zum anderen war aber auch eine Auswahl von
Substratvarianten Gegenstand dieser Untersuchung. Hierfiir wurde erstmals ein Homologie-

modell des murinen LAT2 generiert. Mit dessen Hilfe wurden Aminosiurepositionen (Asn®!,
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Tyr'30 Thr!32 Asn!33) GIn'34, 11e37, Thr!40) Tyr!'# Lys'93, Phe?42, Asn?*®, Phe?%?) ausge-
wahlt, die im Inneren des Transportkanals lokalisiert sind und damit am Substrattransport
beteiligt sein konnten. Mutationen, die nach dem Homologiemodell den Transportkanal ver-
grofern (N51S, Y130A, N133S, N248S), zeigten eine starke Erhohung des 3,3’-T9-Transports.
Hervorzuheben ist, dass bereits nach einer Substitution von Tyr!3 durch Alanin die Aufnah-
me des voluminésen T4 ermdéglicht wurde, obwohl dessen Transport tiber den Wildtyp (WT)
nicht méglich war. Seitenkettenverlingerungen fiithrten hingegen zu einem verschlechterten
SDH-Transport (Y130R, I137M, T140F). Eine Ausnahme ist F242W, welches nach Seiten-
kettenvergrofserung einen gesteigerten SDH-Transport zeigte. Diese spezifische Position 242
benotigt eine aromatische Seitenkette, um SDH zu transportieren, denn eine konservativ hy-

drophobe Substitution von Phe?*? zu Valin zeigte keinen SDH-Transport.

Fir den zweiten Teil der Substratcharakterisierung wurden chemische Substanzen ausge-
wahlt, die in Teilen dem Molekiilgeriist von Schilddriisenhormonen oder dem spezifischen
LAT-Inhibitor (BCH) &hnlich sind. Diese Inhibitionsuntersuchungen trugen dazu bei, erste
charakteristische Merkmale fiir den Substrattransport durch LAT2 abzuleiten. Die Ergebnis-
se weisen darauf hin, dass fiir den Transport sowohl die Amino- als auch die Carboxylgruppe
der Substrate notwendig sind. Somit ist die vollstdndige Aminosdurefunktion wichtig und
spielt wahrscheinlich eine Rolle in der Substraterkennung. Sperrige hydrophobe oder hydro-
phile Substitutionen am Phenol- oder Tyrosyl-Ring sind limitierend, denn die Flexibilitét
der beiden aromatischen Ringe muss erhalten bleiben. Deshalb wird T4 nicht transportiert,
denn es besitzt an beiden Ringen zwei Iodatome, welche die sterische Hinderung verursachen.
Eine bestimmte rdumliche Dimension sowie die Flexibilitéit des gesamten Molekiils zur An-
passung an die Bindungstasche sind hoch relevant. Inhibitionsstudien mit Iod-substituierten

Substraten zeigten, wie vermutet, eine hohe Affinitdt zur Bindungstasche von LAT2.

Erstmalig wurde in dieser Arbeit neben dem Import auch der Export von SDH iiber LAT2
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass LAT2 keinen SDH-Export ermoglicht. Lediglich
die verkiirzten Mutationen Y130A und N133S befidhigten den modifizierten Transporter zur
3,3-Ty-Abgabe, jedoch nicht zu einem Export von T3 oder T4. Zusammenfassend ldsst sich
schlussfolgern, dass LAT2 aufgrund seiner Fahigkeit Ts aufzunehmen, tatsichlich als Kom-
pensator beim MCTS8-Funktionsverlust dienen kénnte. Welche Rolle LAT2 allerdings beim
3,3’-Ty-Transport im physiologischen Zusammenhang spielt, bleibt noch zu kléren. Die Re-
sultate dieser Arbeit geben erstmals einen Einblick in die Rolle des murinen LAT2 beim

SDH-Transport und in dessen Transportmechanismus.
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Abstract

Abstract

Thyroid hormones (THs) are essential for cell growth, metabolism and development. THs pass
through the plasma membrane into the target cells via transporter proteins. In the cell nucleus,
only the biologically active TH bind to the thyroid hormone receptor and initiate binding of the
complex to the DNA. Several subfamilies of thyroid hormone transporters have been identified
until now. These include the TH specific monocarboxylate transporter (MCT) and the L-type
amino acid transporter (LAT). MCTS8 plays an important role in ontogenetic development.
Pathologic MCT8 mutations cause the Allan-Herndon-Dudley syndrome (AHDS), which is
characterized by severe neurological defects. In contrast, no neurologically deficient phenotype
is seen in Mct8 knockout mice. Consequently, the hypothesis of secondary TH transporters was
developed, which could compensate MCTS8’s loss of function. LAT2 is a potential candidate
for TH transport, but its TH transport capability is insufficiently explored. The molecular

structure and the transport mechanism of LAT2 are not yet known.

The aim of this work was to characterize the substrate specificity of LAT2 and to clarify its
role in TH transport. LAT2 is only transported to the plasma membrane when the escort
protein CD98 (cluster of differentiation 98) is present. Therefore, both proteins were co-
expressed in Xenopus laevis oocytes and it was investigated in LAT2 mediated uptake of
various radiolabeled THs. Interestingly, only the sodium-independent uptake of 3,3’-T9 and a

low uptake of T3 could be shown. Furthermore, no import of rT'3 or T4 was measurable.

The elucidation of the structure-function relationship of LAT2 was carried out by specific
LAT?2 mutations as well as substrate variants. For this purpose, a homology model of the
murine LAT2 was generated for the first time. With the help of the model, amino acid positions
(Asn®!, Tyr'30, Thr'32) Asn!33, Gln!34, 11e!37, Thr'40, Tyr!44, Lys'93, Phe?*2, Asn%8, Phe2%)
were predicted to potentially interact with the substrate 3,3’-T2. Results of the modified LAT?2
protein with an enlarged transport channel (N51S, Y130A, N133S, N248S) showed a strong
increase in the 3,3’-T9 transport. It is important to note, that T4 uptake was enabled by

one substitution of Tyr!3Y to alanine, whereas Ty is not transported by LAT2-WT. Most side
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chain extensions lead to a worsened TH import (Y130R, 1137M, T140F). Only F242W showed
an increased TH transport after side chain enlargement. This specific position 242 requires an
aromatic side chain to transport TH since substitution of Phe?*? to valine did not show any

TH transport.

For the second part of the substrate characterization, chemical substances were selected which
are partly similar to the molecular skeleton of thyroid hormones or to the LAT specific in-
hibitor (BCH). Competitive inhibition studies were carried out with these substrates on the
3,3’-Ty transport. These inhibition studies helped to derive first characteristic features for
the substrate transport by LAT2. The results indicate that both, the amino and carboxyl
groups of the substrates, are necessary for transport. This amino acid function probably plays
a crucial role in substrate recognition. Bulky hydrophobic or hydrophilic substitutions on the
phenol or tyrosyl ring are limiting the competition, since the flexibility of the two aromatic
rings must be maintained. However, a certain spatial dimension and the flexibility of the en-
tire molecule to adapt to the binding pocket are nevertheless relevant. Inhibition studies with
iodine substituted substrates showed a high affinity for the binding pocket of LAT2.

For the first time, it was investigated in the export of TH by LAT2. It was shown that
LAT?2 does not allow TH export. Only the mutations Y130A and N133S enabled the modified
transporter to yield the 3,3’-To export, but not the export of T3 or T4. In summary, it
was shown that LAT2 could presumably be used as a compensator for the loss of function
mutations of MCTS8. The role of LAT2 in the 3,3’-T9 import in the physiological context
should still be clarified. The results of this work provide an insight into the role of murine

LAT?2 in TH transport and its transport mechanism.
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Kapitel 1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die humane Solute Carrier-Transporterfamilie

Die solute carrier (SLC) sind Integralproteine in der Zellmembran und vermitteln den Trans-
port von gelosten Molekiilen iiber die Membran. Dies erfolgt entweder sekundér aktiv oder
durch erleichterte Diffusion, das heift ATP-unabhéngig entlang eines Konzentrationsgradi-
enten (Hediger et al., 2004). Zu Substraten dieser Transportproteine zidhlen geladene und
ungeladene endogene Molekiile sowie anorganische Tonen. Transporter allgemein werden zu-
nehmend dafiir genutzt, Pharmaka und Xenobiotika iiber die Zellmembranen zum Wirkort zu
schleusen (Lin et al., 2015). Im humanen Genom sind SLC nach den G-Protein gekoppelten
Rezeptoren (GPCR) die zweitgrofite Familie der membransténdigen Proteine (Hediger et al.,
2013). Nach heutigem Erkenntnisstand besteht die SLC-Familie aus 456 humanen Trans-
portern, die in 52 verschiedene humane Genfamilien eingeteilt (Hediger et al., 2013) und in
Datenbanken fiir Proteinfamilien (Pfam) gruppiert werden (Hoglund et al., 2011). Die Rolle
von Transportern in der Pathophysiologie humaner Erkrankungen wichst stetig mit den Er-
kenntnissen {iber ihre Funktion, Gewebeexpression und ihrem physiologischen Zusammenspiel
mit anderen Transportern. Bislang wurde die Forschung im Bereich der SLC-Proteine vernach-
lassigt. Allerdings gewinnen sie derzeit immer mehr an Bedeutung aufgrund ihrer ubiquitéren
Expression und ihrem umfassenden Spektrum an Substraten (César-Razquin et al., 2015).
Ferner sind diverse Kristallstrukturen und molekulare Modelle der SLC-Transporter vorhan-
den, die zur schnellen Aufschliisselung des Transporters beitragen kénnen (Hediger et al.,
2013). Vorwiegend konnte hier eine gemeinsame Grundstruktur der SLC-Proteine festgestellt
werden. Sie durchspannen meistens die Membran mit zwolf a-Helix-Bereichen. Aufgrund der
simplen Diffusion von Substraten {iber die Membran mithilfe eines Konzentrationsgradienten
versucht man Strategien aufzubauen, um neue Inhibitoren, Pharmaka oder neue Substrate
zu finden, die den spezifischen Transporter passieren kénnen (César-Razquin et al., 2015).
Generell werden die SLC-Transporter wie folgt klassifiziert (Abbildung 1.1). Mit Hilfe der

Pfam, Datenbank einer umfassenden Sammlung von Proteindom#nen und Proteinfamilien,
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CLAN PFAM Transporter Familie SDH-Transporter
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Abbildung 1.1: Reprisentative Ubersicht der SDH-Transporter und ihre Einordnung in die
SLC-Familie. Dargestellt ist die SLC-Familie, die sich in 23 Superfamilien einteilt. Davon sind 17 Transporter
Pfam- Clan unabhéngig. Es gibt drei grofie wichtige Pfam-Clans, die den grofiten Teil der SLC abdecken. Dazu
gehoren die Transporterproteine der MFS-, APC- und der CPA /AT-Familien. Der MFS-Clan (blau) setzt sich
aus sechs Pfam zusammen (u.a. die MFS1- und die OATP-Familie). Der APC-Clan (griin) setzt sich ebenfalls
aus sechs Pfam zusammen, wihrend der CPA /AT-Pfam- Clan nur aus drei Gruppen besteht. An die jeweiligen
Pfam gliedern sich die unterschiedlichen Transporterfamilien ein. Die gelb markierten Transporterfamilien
enthalten spezifische Transporter, die SDH transportieren kénnen.

wird ein Clan gruppiert, fiir den eine Homologie aus unterschiedlichen Quellen manuell er-
mittelt wurde (Hoglund et al., 2011). Die SLC-Familie wird in sechs Clan-Familien geglie-
dert und besteht aus 17 Clan unabhingigen Gruppen. Die Abbildung 1.1 zeigt detailliert
die Eingliederung von SLC-Transporterfamilien in die major facilitator Superfamilie (MFS)-
und die Aminosiure-Polyamin-Organokation-Superfamilie (APC) . Die MFS formt den grof-
ten Clan (Tacobuzio-Donahue et al., 2003). Sie bilden mit 25 %, die wohl grokte Gruppe
von SLC-Transportern (Pao et al., 1998). Der zweitgrofte Teil der SLC-Familie besteht aus
der APC-Superfamilie (Jack et al., 2000), die im Unterkapitel 1.2.1 n&her erldutert wird. Die
Schilddriisenhormon /e (SDH)-Transporter gehoren alle zur SLC-Familie. Sie werden allerdings
anderen Pfams und dementsprechend auch anderen Pfam- Clans zugeordnet. Der gelb markier-
ten Transporterfamilie werden einzelne SLC-Transporter zugeordnet, die fahig sind SDH zu
transportieren, obwohl sie anderen Pfam zugeordnet sind (siche Abbildung 1.1). Dazu gehéren
u.a. die Transporterfamilien SLC16 (z.B. Monocarboxylattransporter (MCT) 8) und SLC43
z.B. der L-Typ Aminosauretransporter (LAT) 3, die beide zur MFS1-Pfam zugeteilt werden.
Stattdessen wird die SLC7-Familie (z.B. LAT2) im APC-Clan eingruppiert, der sich wiederum

in die Aminosiure-Permease-Pfam-Gruppe eingliedert. Die SLC7-Familie unterscheidet sich
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strukturell zwar sehr stark von der SLC43-Familie, da sie einem anderen Pfam-Clan zuge-
ordnet ist. Sie weisen jedoch ein &hnliches Substratspektrum auf, weshalb sie u.a. als L-Typ
Aminosduretransporter bezeichnet werden. Strukturell unterschiedlich sind die Tim Barrel-
Transporterproteine, dazu gehoren die Proteine der SLC3-Transporterfamilie. Sie bilden einen
heteromeren Aminosduretransporter (z.B. cluster of differentiation 98 (CD98)/LAT) und die-
nen u.a. als Eskortprotein fiir die SLC7-Familie. Die SLC10-Familie (Natriumtaurocholate co-
transportierende Polypeptide (NTCP)) zeichnet sich durch weniger als zwolf a-Helices aus. Sie

besitzen dennoch die Eigenschaften der SLC-Transporter und transportieren ebenso SDH.

1.2 Membranproteine in Lebewesen

1.2.1 APC-Superfamilie

In der vorliegenden Arbeit steht LAT2 als Mitglied der APC-Superfamilie im Vordergrund.
Transporter dieser Familie sind sekundéar aktive Proteine und spielen eine essentielle Rolle in
der Aufnahme von Néahrstoffen, fiir das Recycling von Neurotransmittern, in der Homdoostase
von lonen und in der Regulation des Zellvolumens. Eine Subfamilie, die APC-Familie mit
der Transporter-Klassifikations-Datenbank (TCDB) (www.tcdb.org) TC-ID # 2.A.3. umfasst
- wie oben beschrieben - einen grofsen Teil der SLC-Transporter (beim Menschen 6 Pfam)
und setzt sich bei allen Lebewesen aus 15 Proteinfamilien zusammen. Die SLC7-Familie ge-
hort u.a. zu dieser APC-Familie (siehe Abbildung 1.1). Fiir die APC-Transporter bestehen
mehrere Moglichkeiten der kinetischen Transportmechanismen. Der Antiport vermittelt den
Austausch von endogenen Substraten und exogenen Substanzen in Zellen und transportiert
hierbei zwei Substrate in entgegengesetzter Richtung iiber die Membran. Die typische Poren-
Grundstruktur der zwdlf a-Helices dieser Transporter setzt sich charakteristisch aus zwei
invertierten Biindeln, die jeweils aus fiinf sich wiederholenden a-Helices bestehen, und zwei
weiteren aufsenstehenden Helices zusammen. Die Helix-Biindel-Aufteilung ist schematisch in
Abbildung 1.2 dargestellt. Typisch fiir die APC ist auch die variable Doméne zwischen Helix
2 und 3 bzw. 7 und 8 mit einem kurzen, in die Membran eintauchenden a-helikalen Bereich
(Gasol et al., 2004). Als Transportverlauf wird ein Kippmechanismus (rocking bundle) vermu-
tet (Rudnick, 2011), der aus einer dreidimensionalen Struktur abgeleitet wird. In dieser Arbeit
wird im Detail auf die APC-Antiporter eingegangen, fiir die sich folgende Transportreaktion
im Rahmen des Antiports von Substraten (Sub) ergibt:
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Suby (raus) + Suby(rein) = Suby(rein) + Subz(raus)

APC - Transporterfamilie

i e

U U U

Abbildung 1.2: Das typische Faltungsmuster der APC-Transporter. Die typische Grundstruktur der
zwolf a-Helices dieser Transporter setzt sich charakteristisch aus zwei invertierten Biindeln zusammen, die
jeweils aus fiinf sich wiederholenden a-Helices bestehen (blau/griin). Zudem besitzen die APC-Transporter
zwei aufenstehende Helices (orange), die wahrscheinlich als Anker dienen und zumindest unabhingig vom
Transportdurchgang sind.

1.2.2 Bekannte Kristallstrukturen der APC-Familie

Kristallstrukturen, die eine Auflésung von mindestens 3,0 A aufweisen, bieten eine gute Vor-
aussetzung, um sie als Strukturtemplate fiir dhnliche Transporter zu verwenden. Mit Hilfe
der daraus generierten Homologiemodelle konnen unter anderem die APC-Transporter ohne
molekularer Struktur charakterisiert werden. Es gibt bereits sieben gelosten Kristallstruktu-
ren die eine Leucin-Transporter (LeuT) &hnliche Faltung aufweisen (siehe Abbildung 1.3, in
Rot dargestellt). Zwei dieser kristallisierten Transporter besitzen eine hohe Sequenzhomologie
zu SLCT7-Transportern und stellen das strukturelle Paradigma fiir heterodimere Aminoséure-
transporter (HAT) dar. Auf der Grundlage dieser zwei Kristallstrukturen wird im Zuge dieser
Arbeit ein LAT2-Strukturmodell aufgebaut und aufgrund dessen hier néher erldutert. Der
Aminosdure-Polyamin-Organokation-Transporter (ApcT), Subtyp (PDB: 3GI9) von der Spe-
zies Methanocaldococcus jannaschii, transportiert ein breites Spektrum an Aminosduren (AS).
Dieser Transport ist an Protonen gekoppelt. Der ApcT ist phylogenetisch in Bezug auf LeuT
ahnliche Strukturen den SLCT7-Transportern sehr &hnlich (graue Ellipse in Abbildung 1.3). Die
Kristallstruktur mit einer Auflésung von 2,35 A liegt im Apo-Zustand vor (siehe Abbildung
1.4) (Shaffer et al., 2009). Sie zeigt eine Interaktion von Protonen mit der Aminosdure Lysin
(Lys) an der Position 158. Die gleiche Interaktion ist auch in der LeuT-Struktur (PDB: 3tt3)
vorhanden. Im LeuT ist das Lys fiir den Natriumsymport essentiell (Shaffer et al., 2009). Be-
kannt sind drei weitere Kristallstrukturen des Aginin/Agmatin Transporter (AdiC)-Proteins
aus dem FEscherichia coli Bakterium (PDB: 3L1L, 3NCY, 30B6) (Fang et al., 2009; Kowalczyk

et al., 2011). Diese liegen in zwei unterschiedlichen Zustédnden vor und sind in der Darstel-
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lung 1.4 abgebildet. Das Substrat Arginin (Arg) bindet an die nach aufen gerichtet gedfinete
Struktur. Durch eine Konformationsdnderung verschliefit sich der Kanal mit einer diinnen Bar-
riere, gefolgt von einer weiteren Konformationsinderung, die den vollstdndig verschlossenen

Zustand beschreibt. Der Transporter &ffnet sich schlieflich nach innen und gibt das Arg intra-

ABT
AA-H*
sz pep  Adc RO
Na(K)-CF ; )
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‘ SGP
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Abbildung 1.3: Beziehungen zwischen Transporterfamilien mit Ahnlichkeit zur LeuT-Struktur.
Identifizierung der Transporterfamilien mit homologen Sequenzen, die strukturell &hnlichen zu LeuT sind und
der TCDB entnommen sind. Die Relation zwischen den jeweiligen Familien wurden von einem multiplen
Sequenzalignment mittels CulstalW abgeleitet. Die Bezeichnungen der Familien setzen sich aus den SLC-
Nummern, den transportierten Substraten und fiir Antiport mit Schragstrich oder Symport mit Bindestrich
getrennt zusammen. Die in rot hervorgehobenen Transporterfamilien sind Familien, in denen es Kristallstruk-
turen gibt.

zellulér frei. Dies ist eine mdgliche Konformationsverdnderung des APC-Transporters, diese
Verdanderungen sind vermutlich der LeuT-Struktur dhnlich. Die verschlossene Konformation,
die Arg im Transportkanal gebunden hat, ist eine Kristallstruktur mit 3 A (PDB: 3L1L mit
zwei Mutationen N22A, L123W) (Gao et al., 2010). Sie zeigt das positiv geladene Arg in

einer sauren Bindungstasche. Die Amino- und Carboxylgruppe von Arg interagiert iiber je
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eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen zwei a-Helices (TMH1 und TMH6) jeweils mit dem
Riickgrat. Damit dient das Aminosdure-Motif als Erkennungsstelle fiir die Interaktion mit dem
Transporter. Der aliphatische Teil von Arg wird iiber konservierte hydrophobe Seitenketten
eingeschlossen. Die aromatischen Reste und das Glu208 spielen womdoglich eine entscheidende
Rolle fiir die Aufnahme und Freisetzung von Arg und Agmatin (Gao et al., 2010). Asn?? ist in
der unmittelbaren Ndhe der Aminosdure-Wechselwirkungsstelle lokalisiert. Durch die N22A
Mutation erhéht sich die Bindungsaffinitét fiir Arg um das Sechsfache bei dhnlicher Transpor-
taktivitat. Dies ermdglicht erst die Kristallisation des Transporters mit gebundenem Substrat.
Besonders interessant ist, dass in der Kristallstruktur auch das Substrat Arg gebunden ist.
Zur Generierung eines LAT2-Interaktionsmodells ist das von grofsem Vorteil und kann fiir

Bindungsuntersuchungen genutzt werden, da auch das SDH eine Aminosidurefunktion besitzt.

Mhpl (2JNL)
AdiC (3LRB) LeuT (2A65)
ApcT (3GI9) Mhpl (2JLO)
LeuT (3TT1) AdiC (30B6) AdiC (3L1L)
extrazellulir
JL }/) “ <: ‘.‘ <:> /\[—K‘
intrazelluldr
BetP  (4AIN)
Apo-Zustand Substrat-gebundener verschlossener
Zustand Zustand
extrazelluldr
. BetP  (2WIT)
£k
P >
L> - -, - W iim =
intrazelluldr ’
Mhpl (2X79) CaiT (3HFX) vSGLT (3DH4)
CaiT (2WSX) (2WSX) BetP  (2WIT)
GadC (4DJK) BetP  (3PO3)
LeuT (3TT3) (4DOVJ)
SGLT (2XQ2) (4AIN)

Abbildung 1.4: Alternative Konformationsverinderung der LeuT &hnlichen Transporter. Das
Substrat (griin, rot) bindet an die nach aufen oder nach innen offene Struktur im Apo-Zustand. Der Substrat
gebundene Zustand verschlieftt den Kanal mit einer dicken und einer diinnen Barriere, die eine Diffusion der
Substrate iiber die Membran verhindern. Der Zustand zwischen der nach innen oder nach aufien gerichteten
Konformation wird als voriibergehend vollsténdig verschlossen bezeichnet. Dargestellt sind Kristallstruktu-
ren (PDB Code in Klammern), die fiir die jeweilige Konformation gelést sind. Die Abbildung wurde nach
Kowalczyk et al. (Kowalczyk et al., 2011) modifiziert.
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1.2.3 Die Major-Facilitator-Superfamilie

Die MFS ist die grofte Proteinfamilie der sekundér aktiven Transporter. Analog zu den
APC-Transportern passieren niedermolekulare Substanzen mittels MFS-Proteinen die Zell-
membran. Es wurden dabei drei verschiedene Transportmechanismen beobachtet: Der Uni-
port, bei dem das Substrat in eine Richtung transportiert wird; der Symport, wobei zwei
oder mehr Substrate gleichzeitig durch die treibende Kraft des elektrochemischen Gradienten
in eine Richtung tibermitteln und der Antiport, der nach dem gleichen Prinzip wie bei der
APC-Familie funktioniert. Zum gegenwirtigen Zeitpunkt sind mehr als 1000 Transporterfa-
milien mit iiber 10 000 redundanzfreien Proteinen aller Organismen bekannt (www.tcdb.org)
(Saier et al., 2016). Sie besitzen alle die gleiche dreidimensionale Struktur, die sich von der
APC-Superfamilie unterscheidet. MFS-Transporter bestehen aus zwei Domé#nen mit je sechs
a-Helices, die den Transportkanal umgeben. Dies ist in der Abbildung 1.5 schematisch darge-

stellt. Desweiteren zeichnen sie sich durch den rocker switch-Mechanismus aus, bei dem sich

MES - Transporterfamilie

)uuuuuk

Abbildung 1.5: Das typische Faltungsmuster der MFS-Transporter. Die typische Porengrundstruktur
der zwolf a-Helices dieser Transporter setzt sich charakteristisch aus zwei Helix-Biindel (blau und griin)
zusammen. Ein Biindel besteht aus sechs einzelnen a-Helices, die einen Transportkanal formen.

die Helix-Biindel zueinander bewegen und dabei das Substrat durch den Kanal schleusen (Law
et al., 2009). Fiir die MFS-Transporter sind viele Kristallstrukturen in unterschiedlichen Kon-
formationen bekannt, mit deren Hilfe u.a. 2011 (Glycerol-3-Phosphattransporter (GlpT)) das
erste Strukturmodell fiir den SDH-Transporter MCT8 generiert wurde (Kinne et al., 2010).

1.3 Identifizierung der unterschiedlichen SDH-Transporter

Die Geschichte der SDH-Transporter ist noch sehr jung. Die ersten Vermutungen, dass SDH
nicht einfach passiv iiber die Zellmembran diffundieren kénnen, wurden bereits 1970 postuliert,
jedoch fehlten sehr lange die Beweise fiir die Existenz von SDH-Transportern (Hennemann
et al., 2001). Studien zeigten, dass die Permeabilitat von ungeladenen Molekiilen stark abhén-

gig von der Grofe ist. Sogar Molekiile mit einem Molekulargewicht kleiner als 100 Da haben
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eine sehr niedrige Permeabilitdt (Stein and Litman, 2015). Daraufhin intensivierten Forscher
ihre Suche nach potentiellen SDH-Transportern und wurden Ende der 90er Jahre fiindig.
Der erste Transporter, der beschrieben wurde, ist der Organo-Anion-Transporter (OATP).
Eine japanische Forschergruppe deutete an, dass OATP2 und OATP3 moglicherweise multi-
funktionale Transporter sein kénnten und sich am Transport von Schilddriisenhormonen in
das Gewebe von Gehirn, Netzhaut, Leber und Niere beteiligen wiirden (Abe et al., 1998).
Dies wurde 1999 von Friesema und anderen bestitigt und um den NTCP (SLC10) erweitert
(Friesema et al., 1999) (Familienzuordnung in Abbildung 1.1). Sie fanden schlieflich 2003
den spezifischen Schilddriisenhormontransporter MCTS8 (Friesema et al., 2003). Somit konnte
bewiesen werden, dass SDH nicht passiv iiber die Plasmamembran diffundieren. Obwohl in
der Veroffentlichung von Zhou et al. (Zhou et al., 1990, 1992) bereits erste SDH-Transporte
in Erythrozyten gezeigt werden konnten, dauerte es fast zwei Jahrzehnte bis MCT10 ein-
deutig als SDH-Transporter identifiziert werden konnten (Friesema et al., 2008). Die phy-
siologische Relevanz des SDH-Transports verdeutlichte sich 2004, als eine Mutation im Gen
mct8 mit einem pathophysiologischen Phénotyp identifiziert wurde (Friesema et al., 2004).
Auch die Mitglieder der Familie des L-Typ Aminosauretransporters (LAT) wurden als SDH-
Transporter charakterisiert (Ritchie et al., 1999). Einige Arbeitsgruppen befassten sich mit
dem SDH-Transport iiber LAT, wobei sie entweder nur den LAT1 alleine betrachteten oder
nicht zwischen LAT1 und LAT2 differenzierten (Ritchie et al., 1999; Friesema et al., 2001;
Uchino et al., 2002). Bisher ist nur wenig iiber LAT2 bekannt, weder iiber seine Struktur-
Funktionsbeziehung noch iiber seine Transportmechanismen. Es ist daher von groffem In-
teresse, weitere Kenntnisse iiber LAT2 zu gewinnen und seinen SDH-Transport aufzukléren.
Es gibt unterschiedliche Proteine mit spezifischen Eigenschaften, die iiberlappende Fahigkei-
ten besitzen. Somit wird der Transport von SDH iiber die Zellmembran nicht ausschlieflich
den spezifischen MCTs zugeschrieben, sondern auch den OATPs und NTCPs, aber ebenso
den LATs. Sie werden als sekundire SDH-Transporter bezeichnet und riicken immer mehr in
den Vordergrund, obwohl die physiologische Rolle des Zusammenspiels der Transporter noch
lange nicht verstanden ist. So wichst das Verstindnis der Transportmechanismen jedes einzel-
nen Transporters stetig und dadurch kénnen u.a. genetische Defekte aufgeschliisselt werden.
Die meisten SDH-Transporter sind ubiquitdr exprimiert (Bernal et al., 2015; Nakada et al.,
2014; Halestrap, 2013; Wirth et al., 2014). In der Abbildung 1.6 ist die Expression der unter-
schiedlichen SDH-Transporter im Mausgehirn dargestellt. Der NTCP-Transporter ist bisher
ein Einzelgdnger und weist einen Natrium-abhéngigen Substrattransport als Homo- oder He-
terodimer auf. Er ist in den Lebersinuszellen exprimiert und unterscheidet sich strukturell

stark von den anderen SDH-Transportern. Wahrend flir den NTCP nur sieben oder neun
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putative Transmembranhelices (TMHs) vorhergesagt sind (Bijsmans et al., 2012; Mareninova
et al., 2005), wird die Struktur der drei anderen Transporterfamilien MCT, OATP und LAT
mit zwolf putativen TMHs angegeben. Trotz der dhnlichen Topologie zeigen Studien, dass
die verschiedenen Transporter unterschiedliche Substratspezifititen besitzen. Dies liegt darin
begriindet, dass sie zwei unterschiedlichen Transporterklassen angehoren, denen ein ande-
res Faltungsmuster und damit auch ein anderer Transportmechanismus zugrunde liegen (wie
oben beschrieben). Experimentelle Kristallstrukturen in atomarer Auflosung sind derzeit fiir
die SDH-Transportproteine nicht verfiigbar. Um schneller neue Erkenntnisse zu erzielen, wird
immer haufiger die Homologiemodellierung verwendet. Zu Beginn dieser Arbeit waren bereits
Modelle fiir den MCTS8 und den OATP1C1 bekannt, jedoch gab es noch kein Modell fiir LAT1
oder LAT2. Das Generieren eines LAT2-Strukturmodells wurde als ein Ziel der vorliegenden
Arbeit definiert.

1.3.1 Der Monocarboxylattransporter 8 und seine pathologischen
Mutationen

Der MCTS8 und der MCT10 unterscheiden sich von den anderen Mitgliedern der SLC16-
Familie. Wahrend beide SDH transportieren und der MCT10 zusétzlich aromatische AS, sind
MCT1-4 fiir den Austausch von Monocarboxylate wie Pyruvat oder Lactat zustindig (Hale-
strap and Meredith, 2004). Der MCT8 vermittelt den Import und Export von T3 (Visser et al.,
2008; Friesema et al., 2008), T4, reverses 3,3’,5-Triiodthyronin (r'T3) und Diiodthyronin (Ts),
aber keinen Transport von aromatischen AS oder Lactat (Friesema et al., 2003). Wie bereits
erwiahnt, wurden fiir den MCTS8 unterschiedliche pathologische Mutationen gefunden, welche
im Menschen zu einem schwer defizienten neurologischen Phanotyp fithren (Allan-Herndon-
Dudley Syndrom (AHDS)). Die Erkrankung wird X-chromosomal-rezessiv vererbt. Da das
Mct8 Gen Slc16A2 auf dem X-Chromosom lokalisiert ist, sind Manner am héufigsten betrof-
fen, withrend Frauen meist nur Ubertriigerinnen ohne Merkmalsausprigung sind. Um einen
Defekt dieser Art besser beleuchten zu kénnen, wurde zur pathophysiologischen Untersu-
chung des Syndroms ein Mausmodell mit einem abgeschalteten Mct§ Gen entwickelt. Das
iiberraschende Resultat zeigte, dass eine normale Gehirnentwicklung méglich war, obwohl der
endokrinologische Phénotyp dem des pathologischen bei Menschen, die am AHDS erkrankt
sind, entsprach (Dumitrescu et al., 2006; Trajkovic et al., 2007). Offensichtlich iibernahmen
in dem Mausmodell nach Ausfall von MCTS8 andere Proteine den Transport der SDH. Somit
kénnten u.a. Familienmitglieder der OATPs (SLC21) oder der LATs (SLC7/SLC3 und SLC43)
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Abbildung 1.6: Skizze zum SDH-Transport im Gehirn der Maus. Experimentelle Untersuchungen sind
grau hinterlegt. In der Blut-Hirn-Schranke enthalten Endothelzellen MCT8 und OATP1C1. In Abwesenheit
von MCTS8 wird der T3 Transport beeintrichtigt, aber T4 noch iiber OATP1C1 transportiert. Das Gleiche
gilt fiir die Astrozyten, die im Kontakt mit Endothelzellen sind. In Astrozyten ist T4 ein Substrat fiir DIO?2,
die T4 zu T3 deiodiniert. So kénnen sie das Gehirn mit ausreichend T3 versorgen und dadurch den fehlenden
Ts Transport kompensieren. Ein potentieller Transporter (z.B. LAT2), der Ts vermitteln kann, ist noch nicht
identifiziert. Der Abbau von T4 und T3 erfolgt in Neuronen durch DIO3, die in der Membran lokalisiert
sind. Bei inaktivem MCT8 Gen ist die DIO3-Aktivitdt aufgrund der reduzierten Zufuhr von T3 niedrig. Die
Tanyzyten exprimieren MCT8, OATP1C1, aber auch DIO2. Sie kénnten moglicherweise bei der T3 Zufuhr
beteiligt sein und folglich das SDH an den Hypothalamus vermitteln. Die Abbildung wurde nach Bernal et al.
(Bernal et al., 2015) modifiziert.
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als Kompensatoren vermutet werden. Daraus ist die Hypothese der kompensierenden SDH-
Transporter entstanden, die nach dem Ausfall des MCT8-Proteins eine Rolle spielen kénnten.
Die Darstellung 1.6 zeigt im Detail die SDH-Transporterexpression in den unterschiedlichen
Zellen. Neurone sind auf die Zufuhr von T3 angewiesen, da sie ausschlieklich die DIO3, die Ty
zu T3 und T3 zu Ty abbaut, besitzen. Bei einem Mct8 Defekt ist der T Transport jedoch
beeintrichtigt. Trotzdem gelangt T4 iiber OATP1C1 in die Astrozyten, wo T4 durch Deiodase
2 (DI02) in T3 abgebaut wird. Aukerdem konnte bei MCTS8 defizienten M#usen in der em-
bryonalen Entwicklung gezeigt werden, dass ihre isolierten Neurone wider den Erwartungen
einen T3 Transport aufweisen (Wirth et al., 2009). Darauthin wurde der Expressionsstatus in
der Entwicklungsphase ermittelt, sodass schlieflich verschiedene kompensierende Transporter
in den Neuronen identifiziert werden konnten. Dies ist in der Abbildung 1.6 ausfiihrlich darge-
stellt (Bernal et al., 2015). Ein potentieller Transporter, der den T3 Transport vermittelt, ist
noch nicht identifiziert. Der OATP1C1 scheint eine wichtige Rolle im Mausgehirn zu spielen,
da Proteinuntersuchungen eine hohe OATP1C1 Expression wihrend der Entwicklung zeigten
(siche Abbildung 1.6). Tatsachlich wurde fiir OATP1C1 defiziente Mause eine Herunterre-
gulierung der SDH-aktivierenden Gene festgestellt. Neueste Erkenntnisse iiber die Mct8 und
Oatplcl defizienten Méause belegen den neurologisch eingeschréankten Phénotyp und weisen
einen hypothyreoten Status auf (Mayerl et al., 2014). Weitere Kandidaten fiir die Kompen-
sation des SDH-Transports sind dariiber hinaus die murinen LAT1 und LAT2. Vor allem fiir
LAT?2 konnte in den Mausneuronen eine hohe Expression gemessen werden. In der humanen
embryonalen Hirnentwicklung konnte dies jedoch nicht nachgewiesen werden (Wirth et al.,
2009). Tatséchlich wurden fiir Mct8/Lat2 defiziente Mause gleichbleibende endokrinologische
Level, sowie keine Verdnderung der Genexpressionslevel im Vergleich zu Mct§ defizienten
Méusen nachgewiesen (Nufiez et al., 2014). Das ldsst vermuten, dass die Ts-Aufnahme in der

perinatalen Phase im zerebralen Cortex tiber den LAT2 gesteuert wird.

1.3.2 Aufbau der heteromeren Aminosiuretransporter

In der vorliegenden Arbeit liegt der Fokus auf dem SLC7-Transporter LAT2 (SLCTAS), der
sehr homolog zu LAT1 (SLC7A5) ist (Bassi et al., 1999). Die SLC7-Familie wird in zwei Grup-
pen unterteilt: die kationischen Aminosédure-Transporter (CAT) und die LATs. Sie durchspan-
nen die Membran mit zwolf a-Helices, wobei der N- und C-Terminus intrazellular lokalisiert
sind. LAT ist die leichte Kette und eine HAT-Untereinheit, die durch eine Disulfidbriicke mit
der schweren Kette, dem CD98 (SLC3A2) oder einer neutrale Aminosauretransporter (rBAT)-
Untereinheit, verbunden ist. Die CD98 Untereinheit ist ein Glykoprotein, welches eine N-

11
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terminale Transmembranhelix (TMH) und eine C-terminale, extrazellulire Ektodomé&ne mit
vier moglichen Glykolysierungsstellen besitzt. Bisher ist eine gut aufgeloste Kristallstruktur
(PDB: 2DH2) nur fiir die Ektodoméne bekannt. Die neuesten Ergebnisse einer spanischen
Arbeitsgruppe zeigen elektronenmikroskopische Aufnahmen, die das gesamte Heterodimer
umfassen (Abbildung 1.7 (A)) (Rosell et al., 2014; Meury et al., 2014). Das Eskortprote-
in CD98 (Synonym: 4F2 cell surface antigen heavy chain/ schwere Kette (4F2hc)) und der
rBAT sind Mitglieder der SLC3-Familie (siehe auch Abbildung 1.1). Sie interagieren mit sechs
Transportern der SLC7-Familie: LAT1, LAT2, y+LAT1 (SLCTAT), y+LAT2 (SLC7TA6), Asc-
Typ Aminosduretransporter (ASC)1 (SLC7A10) und Cystin/Glutamat-Transporter (xCT)
(SLC7A11). Nur bei Heterodimeren ist ein Transport von AS nachweisbar, da das CD98 als
Eskortprotein dient, um u.a. den LAT in die Membran zu integrieren. Nur die leichten Ketten
sind fiir die Transporteraktivitdt verantwortlich (Fotiadis et al., 2013). In Abbildung 1.7 (B)
ist schematisch der Heterodimer LAT2/CD98 dargestellt. Seine Expression ist hauptséchlich
basolateral gelegen. Er ist vor allem in der Niere fiir die renale Reabsorbtion und im Diinn-
darm zur Resorption der AS von grofser Bedeutung. Der Transporter ist aber auch in Geweben
wie Plazenta und Gehirn nachgewiesen. Aufferdem wird er in der Leber, im Skelettmuskel, der
Prostata, den Eierstdcken und im Herz exprimiert (Pineda et al., 1999; Rossier et al., 1999;
Segawa et al., 1999). Das Protein ist etwa 120 kDA grof; dabei nimmt der LAT2 etwa 40 kDA
und das CD98 etwa 80 kDA ein.

1.3.3 Die L-Typ Aminosiuretransporter 1 und 2

Die Aminosiuretransporter LAT1 und LAT2 sind sehr homolog. Die humanen Transporter
besitzen eine Sequenzidentitiat von 50 %. LAT1 transportiert nur groke neutrale AS, wohin-
gegen LAT2 ein breiteres Spektrum an AS transportiert. So gelangen sowohl grofie als auch
kleine neutrale AS tiber die Membran (Segawa et al., 1999). Der Austausch von AS in und
aus der Zelle ist Natrium-unabhéngig (Pineda et al., 1999). Der Aminosduretransport iiber
LAT2 wurde zum ersten Mal 1999 bekannt (Bassi et al., 1999). Unabhéngig davon fiihr-
ten andere Arbeitsgruppen bereits Transportassays mit injizierten Qozyten des afrikanischen
Krallenfroschs durch (Rossier et al., 1999) und bestdtigten den Influx und den Efflux von
L-AS iiber LAT2 (Pineda et al., 1999; Segawa et al., 1999). Die intrazelluldre Selektivitdt des
Transporters ist ahnlich der extrazelluldren Selektivitat. Die Affinitédt scheint fiir intrazellulére
Substrate jedoch geringer zu sein als fiir Substrate auf extrazelluldrer Seite des Transporters
(Verrey, 2003). Sehr friith wurde die Hypothese von LAT als SDH-Transporter aufgestellt, als

eine amerikanische Gruppe in der T3 abhingigen Oozyten-Entwicklung herausfand, dass das
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B HAT-Familie

Ektodomaine - CD98

Abbildung 1.7: Die Rekonstruktion und schematische Darstellung des Heterodimers
LAT2/CD98. A, Eine 3D-Rekonstruktion des menschlichen Heterodimers LAT2/CD98. Die zweilappige
elektronenmikroskopische Struktur entspricht einem Mafistab von 50 A. Die Kristallstruktur der Ektodoméne
wurde manuell in der Struktur ausgerichtet (Rosell et al., 2014). B, Die schematische Darstellung des Dimers
LAT2/CD98 mit einer Disulfidbindung.

Gen fiir den TU12 (LAT1) hochreguliert war (Liang et al., 1997). Die ersten Studien zum
SDH-Transport erfolgten schon 1999: Die Arbeitsgruppe von P. Taylor zeigte einen CD98
abhéngigen T3 und sogar T4 Import in die Xenopus Oozyten (Ritchie et al., 1999). Diese
Ergebnisse von LAT1 wurden von der Arbeitsgruppe von T. Visser bestétigt und um die
SDH-Transporterspezifitit erweitert: Sie zeigten némlich, dass 3,3’-Ty am stirksten transpor-
tiert wird, gefolgt von T3, gleichgesetzt mit r'I's und dann T4. In deren Verdffentlichung wird
zudem iiber LAT2 als SDH-Transporter berichtet, jedoch sind dazu keine genaueren Daten
zur Unterstiitzung dieser Aussage hinterlegt (Friesema et al., 2001). Um die physiologische
Bedeutung des Transporters herauszustellen, wurden LAT2-defiziente Mause generiert (Braun
et al., 2011a). Diese zeigten hingegen weder Verdnderungen im Serum-SDH, noch wiesen sie
neurologische Defekte auf. Es konnte lediglich ein etwas erhdhtes Level von kleinen AS im
Urin nachgewiesen werden (Chillarén et al., 2010). Der Ausfall des Gens konnte vermutlich
durch andere Transporter kompensiert werden. Wie oben bereits beschrieben, gibt es immer
mehr Hinweise darauf, dass LAT2 ein SDH-Transporter ist, jedoch wurde der Import bzw.
Export noch nie im Detail untersucht. Die Koexpression von MCT8 und LAT2 in Neuro-
nen und Astrozyten bietet zumindest die Mdoglichkeit iiberlappende Fahigkeiten auszuspielen
(Wirth et al., 2009) und den MCT8-Defekt zu kompensieren (sieche Abschnitt 1.3.1). Um die
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Rolle von LAT2 im SDH-Transport zu verstehen, sind Transportuntersuchungen von SDH
iiber LAT2 Gegenstand dieser Arbeit.

1.3.4 Die Charakterisierung von LAT

Die 2-Amino-Bicycloheptan-2-Carbonsiure (BCH), ein spezifischer kompetitiver Inhibitor fiir
LAT, dient der Definition der L-Typ Aminosiuretransporter, die sich folglich aus der Spe-
zifitdt im Aminosduretransport ableiten 1dsst. Alle LAT zeigen die gleichen Transporteigen-
schaften: Sie sind Natrium-unabhingig und fiir den Austausch von grofsen neutralen AS zu-
stindig. Eine weitere Einteilung entsteht iiber die Sensitivitdt zum BCH. Dariiber werden sie
schlieflich als LAT charakterisiert (Taylor and Ritchie, 2007). LAT3 und LAT4 sind eben-
falls L-Typ Aminosduretransporter von grofsen neutralen AS. Allerdings benétigen sie keine
schwere Kette, um an die Plasmamembran zu gelangen. Der Austausch von Substraten ist
sowohl Natrium- als auch Energie-unabhingig. LAT1 (SLC7A5) und LAT2 (SLC7A8) un-
terscheiden sich strukturell von LAT3 (SLC43A1) und 4 (SLC43A2). Obwohl sie alle ein
ghnliches Substratspektrum transportieren, sind die Transportmechanismen aufgrund ihrer
Familienzuordnungen wahrscheinlich unterschiedlich (siehe Abbildung 1.1). LAT3 und LAT4
sind Mitglieder des MFS-Clans und haben eine stiirkere Ahnlichkeit zu MCTS als zu LAT2,
der der APC-Superfamilie zugeordnet ist. Neueste Studien, die wiahrend dieser Arbeit in Ko-
operation mit unserer Arbeitsgruppe entstanden sind, identifizierten zwei LAT-Mitglieder als
SDH-Transporter (Zevenbergen et al., 2015): Sie zeigten, dass LAT3 und LAT4 am Efflux von
T9 beteiligt sind, jedoch keine SDH-Aufnahme aufweisen.

1.4 Schilddriisenhormone

1.4.1 SDH und ihre physiologische Rolle

Im Fokus dieser Arbeit stehen auferdem die SDH und ihre Derivate. Die Wirkung der SDH ist
komplex. Sie haben wichtige Auswirkungen auf die Entwicklung des Zentralen Nervensystems,
auf das Wachstum und den Stoffwechsel (Yen, 2001). Sie werden iiber die unterschiedlichen
SDH-Transporter in die Zielzellen transportiert. Das inaktive T4 wird lokal durch zytoplasma-
tische Deiodasen zum aktiven T3 umgewandelt, welches nur im Zellkern an den THR binden

kann. Der THR bildet mit dem Retinsdure-Rezeptor (RXR) einen Dimer, welcher wiederum
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an das genomische thyroid hormone response element (TRE) bindet und dadurch die T3 spe-
zifische Gentranskription reguliert. Neugeborene mit einer kongenitalen Hypothyreose wurden
erstmals 1890 als kleinwiichsig, mental retardiert, lethargisch und adipos beschrieben. Durch
eine friihzeitige Substitutionstherapie mit T4 kann eine normale korperliche und geistige Ent-
wicklung ermdéglicht werden. Allerdings konnte auch in Studien gezeigt werden, dass bei einer
schweren mentalen Retardierung die Ty Behandlung keine Verbesserung der neurokognitiven
Reifung bewirkte (Krude et al., 2015). Die Erklarung dafiir kénnte eine fehlende Deiodierung
von T4 zu T3 (Abbildung 1.8 (1)), mangelnde Bindung von T3 an den Schilddriisenhormonre-
zeptor (1.8 (2)) oder eine gestorte SDH-Transportfunktion (1.8 (3)) sein (Krude et al., 2015).

SN - . i
R mRNA AN
\ e TAY
Nukleus Nukleus Nukleus

Abbildung 1.8: Ubersicht der SDH-Wirkung in der Zelle. SDH (T4/T3) gelangen iiber SDH-
Transporter in die Zielzelle, wo die lokale Umwandlung von inaktivem T4 zum aktiven T3 durch zytoplas-
matische Deiodasen erfolgt. Im Zellkern bindet nur das aktive T3 am THR und bildet mit dem RXR einen
Dimer, der gebunden an das genomische TRE die Gentranskription reguliert. Die SDH-Funktion kann unter-
schiedlich beeinflusst sein: 1, Keine Umwandlung durch z.B. inaktive Deiodasen. 2, Keine Bindung am THR
durch z.B. Fehlfaltung des Rezeptors. 3, Kein Transport von T3 und T4 iiber SDH-Transporter in die Zielzelle
hervorgerufen durch u.a. Transporterdefekt aufgrund von pathogenen Mutationen (z.B. MCTS).

1.4.2 Die Biosynthese der SDH

Iod ist fiir die Biosynthese der SDH von entscheidender Bedeutung. Damit es zu keiner Man-
gelerkrankung kommen kann, sollte Iod téglich mit der Nahrung zugefiihrt werden, sodass
es sich zur Hormonproduktion in der Schilddriise ansammeln kann. Die SDH werden in den
Follikeln der Schilddriise synthetisiert. Dabei werden das Prohormon T4 und das stoffwech-
selaktive T's im Verhdltnis 10:1 gebildet. Im biochemischen Prozess erfolgt die lodierung von
Thyreoglobulin (Tg) gebundenen Tyrosinen, die dann als Monoiodtyrosin (MIT) oder als
Diiodtyrosin (DIT) bezeichnet werden. Anschliekend werden die iodierten Tyrosine gekop-
pelt, wodurch T4, T3 und rT3 als Glied einer Molekiilkette entstehen und im Lumen der
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Follikel als Tg gespeichert werden. Thyreoidea stimulierendes Hormon (TSH) abhingig wird
das Tg-Molekiil pinozytiert und mit Lysosomen verschmolzen. Uber Proteasen werden Ty
und T3 nach Bedarf freigesetzt. Der folgende Transport in den Blutkreislauf ist noch nicht
abschliefend aufgeklért (Jung, 1970). Es liek sich bereits zeigen, dass vor allem der MCT8 eine
entscheidende Rolle in der Sekretion von T4 und Ts aus den Thyreozyten spielt (Di Cosmo
et al., 2010). In die Zielzellen gelangt das T4 mithilfe von SDH-Transportproteinen durch die
Plasmamembran und wird mittels Deiodinasen durch Abspaltung eines Iodatoms zum akti-
ven T3 umgewandelt. Die Deiodierung des Phenol-Rings (5~ oder Aufsenring- Deiodierung)
bewirkt die Aktivierung von T4 zu T3, wihrend die Deiodierung des Tyrosyl-Rings (5- oder
Innenring- Deiodierung) die Deaktivierung von T4 zu rT3 hervorruft (siche Abbildung 1.9

(A)).

1.4.3 Die chemische Struktur der SDH

Die klassischen SDH sind nicht-proteinogene a-AS. Thre Struktur ist in der Abbildung 1.9
(A) dargestellt. Wie AS besitzen auch SDH jeweils eine Carboxyl- und eine Aminogruppe.
Sie bestehen aus zwei aromatischen Thyrosin-AS und weisen damit zwei Ringsysteme auf.
Sowohl am aromatischen Tyrosin-Ring (innen), als auch am aromatischen Phenyl-Ring (au-
fen) konnen die Positionen 3 und 5 zwei- (T2), drei- (T3) oder viermal (T4) iodiert sein. Das
aktive T3 unterscheidet sich demnach nur in der Anzahl eines Iodatoms vom inaktiven T4.
Am &ufseren Ring befindet sich zusétzlich eine Hydroxylgruppe in para-Stellung. Durch das
Iod sind die SDH stark hydrophob und deshalb gering in Wasser 16slich. Die wichtigsten SDH
sind T4 und T3, wobei aktuelle Erkenntnisse zeigen, dass T9 auch ein schwach aktives SDH
sein kann (Pietzner et al., 2015; Padron et al., 2014; Orozco et al., 2014).

1.4.4 Die Regulation der SDH T, und T;

Die Ausschiittung der SDH in den Blutkreislauf ist in eine negative Riickkopplung integriert.
Das Thyroliberin (TRH) wird im Hypothalamus produziert und gelangt in hoher Konzentra-
tion zum Hypophysenvorderlappen. Das TRH stimuliert die Hypophyse zur Produktion und
Ausschiittung von TSH aus den thyreotropen Zellen. Das T'SH bewirkt in den Schilddriisen-
zellen eine gesteigerte Bildung der SDH (T4 und T3). Bei hoher T4 und T3 Blutkonzentration
wird durch einen negativen Feedback-Mechanismus die SDH-Synthese inhibiert. Die Hormon-

synthese steht im thyreotropen Regelkreislauf, der in der Darstellung 1.9 (B) skizziert ist.
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Abbildung 1.9: Die Struktur und der Regulationskreislauf der SDH. A, Chemische Strukturen der
klassischen SDH. Das von der Schilddriise hauptsachlich produzierte T4, das metabolisch aktive T3, das durch
Deiodasen umgewandelte r'Ts und 3,3’-T2. B, Schematische Darstellung des Schilddriisenhormon-Regelkreises.
Das vom Hypothalamus gebildete TRH fiihrt in der Hypophyse zur Freisetzung von TSH. Durch TSH wird
die Bildung der SDH T4 und T3 stimuliert. Die SDH hemmen iiber einen negativen Feedback-Mechanismus
ihre eigene Produktion.

Er wird indirekt durch die Hormone selbst zur héheren Synthese angeregt oder durch eine

negative Riickkopplung in der Hypophyse und im Hypothalamus gehemmt.

1.4.5 Die physiologische Rolle der SDH-Derivate

Neben den SDH Ty, T3, r'Ts und 3,3’-T4 gibt es weitere endogene Metabolite, wie Thyronin
(To), Monoiodthyronin (T;) und 3,5-T9 Derivate. Sie wurden bislang als inert betrachtet, da
sie nicht am SDH-Rezeptor binden. Die Rolle der SDH-Derivate im humanen Stoffwechsel
wurde lange Zeit als nebenséchlich eingestuft. Erst kiirzlich begannen Forschungsgruppen,
sich mit der Funktion und Wirkungsweise des Ta-Derivats 3,5’-To auseinander zu setzen. Sei-
ne Herkunft ist noch nicht geklart. Die beste Erklarung fiir die Entstehung von 3,5-T ist
die Aufenringdeiodierung von T3 durch DIO3. In ersten Versuchsmodellen mit Ratten zeigte
sich, dass die Gabe von 3,5-T9 den metabolischen Ruheumsatz erhoht. Die Ratten hatten ein

geringeres Korpergewicht. Die Leberfettanteile, die Triglyceride und das Cholesterol waren
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ebenfalls reduziert. Daher wird vermutet, dass T einen direkten Einfluss auf den Leberstofl-
wechsel hat und durch die erhdhte Stoffwechselrate keine iiberschiissigen Blutfette anfallen
(Lanni et al., 1996). Durch die Gabe von Tg konnte die abdominale Fettmasse erheblich
vermindert werden und die Gewichtszunahme unter einer Uberernihrung um 30 % redugziert
werden (Padron et al., 2014). Die Untersuchungen zeigten aber auch, dass der TSH-Wert durch
die Ty Substitution sinkt, wodurch eine Verringerung der Synthese von T4 hervorgerufen wird
und konsekutiv zu wenig T3 zur Verfiigung steht (Accorroni et al., 2016). Dariiber hinaus ent-
stand eine weitere Hypothese: Da ein Uberschuss an TSH das Schilddriisenwachstum fordert
und damit das Risiko fiir Schilddriisenmalignome erh&ht, wurde die Vermutung aufgestellt,
dass sich durch die Gabe von Ty, das ein Sinken der TSH-Konzentration im Blut bewirkt,
das Wachstum von Malignomen einschriinken lassen kénnte. Diese Annahme kénnte man sich
aukerdem therapeutisch im Kontext der Schilddriisenvergréfserungen (Struma) bei Autoim-
munerkrankungen, wie z.B. Morbus Basedow, von Nutzen machen. Dahingegen zeigte sich
allerdings auch, dass durch unphysiologisch hohe Ty Konzentrationen Nebenwirkungen wie
eine Herzmuskelhypertrophie hervorgerufen werden kénnen (Jonas et al., 2015). Des Weiteren
ist unklar, ob die Antwort auf T durch spezifische Rezeptoren, die noch nicht identifiziert
wurden, vermittelt wird, oder ob eine thyreomimetische Wirkung zugrunde liegt. Es gibt Hin-
weise darauf, dass Tg eine Vorstufe von Iodothyronamin (T;AM) und die Auswirkung von
exogener To Gabe eine erh6hte T1AM Produktion sein kénnte, wodurch die kardiovaskuldren
Effekte dann auf das T;AM zuriickzufithren wéren. Welche Rolle T{AM im Physiologischen
spielt, wurde durch die Gabe von T1AM in isolierten Rattenherzen ermittelt. Es zeigt sich,
dass T1AM innerhalb weniger Sekunden eine signifikante, negativ inotrope Wirkung in Form
von reduziertem Aortenfluss, reduziertem Herzminutenvolumen und reduziertem Blutdruck

auf die isolierten Rattenherzen hat (Frascarelli et al., 2011).
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1.5 Xenopus laevis Oozyten als Expressionssystem

In der Wissenschaft gibt es viele Anwendungsmdglichkeiten fiir Amphibien-Oozyten. Im Jahre
1971 wurden erstmalig die Qozyten von Xenopus laevis als Expressionssystem von fremder,
injizierter mRNA entdeckt (Gurdon et al., 1971). Das Expressionssystem ist ein in vitro Trans-
lationssystem aus intakten Oozyten im Reifestadium V bis VI des siidafrikanischen Krallenfro-
sches Xenopus laevis (Dumont, 1972). In diesem Stadium besitzen die Oozyten eine Grofse von
etwa 1,2 mm. Der vegetative Teil der Oozyte beinhaltet hauptsichlich Dottersack-Proteine
und dient als Energiespeicher. In der animalen Seite der Oozyte befindet sich der Zellkern, in
dem die Proteinbiosynthese stattfindet. Der hohe Anteil gespeicherter Proteine und Néahrstoffe
versorgt die Oozyten, sodass sie auf keine externe Versorgung durch die Umwelt angewiesen
sind. Der Membranproteinanteil ist bei Oozyten deshalb sehr niedrig. Sie besitzen stattdes-
sen einen hohen Anteil an Ribosomen und demnach eine hohe Kapazitit fiir die Translation.
Bei Injektion einer gewiinschten Menge exogener cRNA in die Oozyten wird im Gegensatz
zu endogenen mRNAs, die unter Translationskontrolle stehen, bei exogener cRNA mit hoher
Effizienz translatiert. Die Gene von Membranproteinen fiir u.a. Transporter sind endogen in
den Oozyten sehr niedrig exprimiert (Van Winkle, 1993). Dadurch bietet sich die Moglich-
keit, kleine Unterschiede des normalen Transporterproteins im Vergleich zu einem mutierten
Transporterprotein zu charakterisieren (Gasol et al., 2004). So koénnen Fragestellungen be-
zliglich intrazelluldrer Signalkaskaden, biochemischer Signalwege, der Entwicklungsbiologie
oder des Stofftransports tiber die Plasmamembran untersucht werden (Weber, 1999). Fiir
Untersuchungen dieser Art haben sich Oozyten von Xenopus laevis bewéhrt. Das Ovar ist
operativ einfach frei zu praparieren. Die anschliefsende Vereinzelung der Oozyten ist mit et-
was Aufwand durchzufiihren: Dazu werden die Oozyten mit Kollagenasen behandelt, sodass
die umgebenden Follikelepithelzellen entfernt werden kénnen und schlieflich die Oozyte frei-
gelegt ist. Vorher wird die spezifische mRNA der zu untersuchenden Transporterproteine in
ausreichender Menge in vitro in einem zellfreien System hergestellt und danach in die Oozy-
ten mikroinjiziert. Die Eigenschaften des Transportproteins kénnen in einem weiteren Schritt
iiber Aufnahme- und Abgabeuntersuchungen von radioaktiv markierten Substraten analysiert
werden. In diesem System kénnen die Eigenschaften des Wildtyp-Proteins untersucht und die
Verdnderungen der mutierten Transporterproteine herausgefiltert werden. Auf diese Weise
lassen sich einzelne Mutationen des Transporterproteins bestimmten Funktionen zuordnen.
In dieser Arbeit sollen Transporter in Oozyten iiberexprimiert werden, um sie fiir Aufnahme-
studien von radioaktiv markierten Substraten zu verwenden. Dazu werden neben der Analyse

des Transporter-W'Ts auch Transporter mit Mutationen im Detail charakterisiert.
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1.6 Zielstellung

In der vorliegenden Promotionsarbeit soll der LAT2-vermittelte SDH-Transport auf molekula-
rer Ebene aufgeklédrt werden. Die Motivation dieser Arbeit basiert auf der bislang unzureichend
erforschten molekularen Struktur des LAT2. Es gibt Hinweise darauf, dass der murine LAT2
das Potential zum SDH-Transport hat.

Hierzu sollen die spezifische SDH-Erkennung und mégliche Unterschiede zum Aminosiu-
retransport mit Hilfe von Sequenz-Struktur-Funktionsbeziehungen untersucht werden. Be-
trachtet werden sowohl die LAT2-vermittelte Aufnahme als auch die Abgabe von SDH iiber
die Zellmembran. Zur Aufklirung des Transportmechanismus sollen Aminosidureseitenketten
identifiziert werden, die an der SDH-Translokation beteiligt sind. Mithilfe einer generierten
dreidimensionalen LAT2-Homologiestruktur sollen intra- und intermolekulare Interaktionen
des Transporters mit seinen Substraten analysiert werden. Abgeleitet von dem generierten
LAT2-Homologiemodell sollen Aminosidureseitenketten ausgewihlt werden, um diese mittels

ortsgerichteten Mutagenesen auf funktionelle Eigenschaften zu untersuchen.

Gleichermafsen ist das Ziel dieser Arbeit die Charakterisierung spezifischer Substratmerkmale
von LAT2 aufzukldren, um potentielle Substrate zu identifizieren. Aufserdem soll untersucht
werden, unter welchen Bedingungen diese Substrate durch LAT2 transportiert werden. Dafiir
werden die SDH- und BCH-3hnlichen Substrate aus der hausinternen Bibliothek verwendet.

Mit LAT2 und LAT2-Varianten iiberexprimierenden Xenopus laevis Qozyten sowie Hek293-
Zellen, werden Transportstudien durchgefiihrt, um die SDH-Aufnahme bzw. -Abgabe iiber
diese Transportervarianten zu charakterisieren. Ergdnzend dazu sollen verschiedene SDII-
ghnliche Substrate analysiert werden. Diese Varianten werden nach ihren funktionellen Grup-
pen systematisch ausgewéhlt, um sie fiir die LAT2-Transportstudien zur kompetitiven Hem-

mung des SDH-Transports zu verwenden.

Durch die Kombination beider Ansétze sollen die molekularen Eigenschaften des SDH-Trans-
ports aus Sicht des Transporters LAT2 sowie potentielle Substratinteraktionen aus Sicht des
Substrates ermittelt werden. Aus diesen Studien gewonnene Struktur-Funktionszusammen-
hénge ermdglichen Riickschliisse auf den molekularen Mechanismen des Imports sowie des
Exports spezifischer SDH {iber LAT2. Das molekulare Verstéindnis iiber den LAT2-Trans-
portmechanismus sowie deren SDH-Charakteristika konnte im Hinblick auf Defizite im SDH-

Transport gezielte Therapiemdoglichkeiten iber LAT2 er6ffnen.
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2 Materialien

2.1 Chemikalien

Wenn nicht gesondert vermerkt (Tab. 2.1), wurden alle verwendeten Reagenzien von Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschland bezogen.

Tabelle 2.1: Verwendete Chemikalien

Chemikalien Hersteller, Niederlassung

Albumin Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Amikacin Alfa Aesar, Karlsruhe, D
Ammoniumperoxodisulfat Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Ampicillin Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Aquasafe 300 Plus Zinsser Analytic,Frankfurt am M., D
Ciprofloxacin Enzo Life Sciences, Lorrach, D
Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich, Steinheim, D

DMEM + Glutamax, Gibco® ThermoFisher Scientific, Schwerte, D
DNA-Marker New England Biolabs, Frankfurt am Main, D
DPBS 10x Gibco® ThermoFisher Scientific, Schwerte, D
Enhanced Chemiluminescence (ECI) GE Healthcare, Little Chalfont, UK
EDTA Sigma-Aldrich, Steinheim, D

FBS Superior (FCS) Biochrom, Berlin, D

Kanamycin Appli Chem, Darmstadt, D
L-Aminosiuren Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Mineraldl Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Nuklease-freies Wasser Life Technologies GmbH, Darmstadt, D
Penicillin/ Streptomycin (P/S) Biochrom, Berlin, D

Ponceau-S Losung Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Proteinstandard, Precision Plus Protein  BioRAD, Miinchen, D

Reinst Ethanol Appli Chem, Darmstadt, D

RNase Away VWR International GmbH, Darmstadt, D
Saccharose Sigma-Aldrich, Steinheim, D

TEMED Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Tricain MS-222 Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Trypanblau Seromed GmbH, Wien, A
Trypsin/EDTA Solution 10x (T/E) Biochrom, Berlin, D
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2.1.1 Substrate fiir Transportstudien

Die verwendeten Substrate wurden in den Transportstudien mit Laufnummern bezeichnet
(Tab. 2.2). Alle Substrate wurden mit einer Reinheit von > 90 % geliefert. Die nicht markierten
SDH sowie AS wurden von der Firma Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland bezogen.
Stark hydrophobe Substrate wurden vor der Verwendung in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelést.
Hingegen erfolgte das Solubilisieren der hydrophilen Substrate entweder in bidestilliertem und

entionisiertem Wasser oder direkt im Puffer.

2.1.2 Radioaktiv markierte Substrate

Alle radioaktiv markierten Substrate wurden von der Firma Hartmann Analytic GmbH,
Braunschweig, Deutschland bezogen (Tab. 2.3). Die AS wurden in einem Ethanol-Wasser-
Gemisch (2:98) und die SDH in einem Propanol-Wasser-Gemisch (1:1) geliefert. Die Substrate
wurden bei 4 °C gelagert.

Tabelle 2.3: Radioaktiv markierte Substrate

Bezeichnung Name Aktivitit Verwendung
°H-Leu Leucin, L-[4,5-°H(N)] 37 [MBq/ml| 10 nM
3H-Phe Phenylalanin, L-|3,4,5->H] 37 [MBq/ml] 10 nM
1251.T, L-3,3-[> -'**I]-Diiodothyronin 9,25 [MBqg/ml] 0,1 nM
12517, L-3,5,3-[T3-'%°1]-Triiodothyronin 7,4 [MBq/ml] 0,1 nM
1251y L-[T4-'%*1-Thyroxin 7,4 [MBq/ml] 2,7 M

2.2 Reagenzien

2.2.1 Verwendete Kits

Bei der Verwendung von Kits wurde stets nach dem Herstellerprotokoll verfahren (Tab. 2.4).

Kleine Protokollabweichungen wurden im Kapitel Methoden detailliert beschrieben.

Tabelle 2.4: Verwendete Kits

Name Firma, Herkunft
NucleoBond® Xtra Midi MACHEREY-NAGEL, Diiren, D
NucleoSpin® Plasmid MACHEREY-NAGEL, Diiren, D

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up MACHEREY-NAGEL, Diiren, D
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Tabelle 2.4: Verwendete Kits

Name Firma, Herkunft
mMessage mMachine SP6 Life Technologies GmbH, Darmstadt, D
Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene, Heidelberg, D

2.2.2 Enzyme

Die verwendeten Enzyme hatten unterschiedliche Enzymaktivitdten. Sie wurden fiir die Ver-
suchsreihen unabhéngig ihrer Aktivitdt mit einer Menge von 0,5 oder 1 pl eingesetzt (Tab.
2.5).

Tabelle 2.5: Verwendete Enzyme

Bezeichnung Aktivitat Firma, Herkunft

BamHI-HF 20000 [U/mL] New England Biolabs, Frankfurt am Main, D
Xbal 20000 [U/mL] New England Biolabs, Frankfurt am Main, D
Blpl 10000 [U/mL] New England Biolabs, Frankfurt am Main, D
Smal 20000 [U/mL] New England Biolabs, Frankfurt am Main, D
Dpnl 20000 [U/mL] New England Biolabs, Frankfurt am Main, D
Mlul 10000 [U/mL] New England Biolabs, Frankfurt am Main, D
T4 DNA Ligase 200 [U/pL] New England Biolabs, Frankfurt am Main, D
Collagenase A - Roche, Berlin, D

Plasmid DNA 1 pg/20 4L  Volumen Firma, Herkunft

BamHI FastDigest 1 uL ThermoFisher Scientific, Schwerte, D
HindIII FastDigest 1 puL ThermoFisher Scientific, Schwerte, D

2.2.3 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma BioTez, Berlin, Deutschland bezogen (Tab. 2.7,
2.6). Alle Primer hatten eine Stockkonzentration von 50 pmol/uL. Bei der Erstellung von
Primern wurden drei allgemeine Kriterien beriicksichtigt: Es sollte keine Doppelstranghybri-
disierung vorliegen, Cystein oder Guanin sollten das jeweilige Strangende belegen und die
Schmelztemperatur sollte méglichst bei 60 °C' liegen. Zur Sequenzierung der unterschiedli-
chen Plasmidvektoren wurden Primer (forward (fwd), reveres (rev)) generiert (BioTez) oder

Stockprimer der Sequenzierungsfirma verwendet.
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Tabelle 2.2: Substrate fiir die Inhibitionsstudien

Laufnr. Name Firma, Niederlassung

3-T1 L-Thyronin Henning Berlin GmbH, Berlin, D
3-T1Ac  3-Todothyroacetate Henning Berlin GmbH, Berlin, D
3-T1AM  3-Iodothyronamin ABX advanced biochemical compounds, Radeberg, D
BCH 2-Aminobicyclo-(2,2,1)-Heptan-2-CarbSre Sigma-Aldrich, Steinheim, D

S1 3,5-Bis(Trifluoromethyl)L-Phenylalanin Apollo Scientific, Cheshire, UK

S2 3-Amino-L-tyrosin Dihydrochloridmonohydrat InterBioScreen, Chernogolovka, RUS
S3 3,4-Dihydroxy-L-Phenylalanin Sigma-Alderich GmbH, Schnelldorf, D
S4 4-(3,5-Diiodo-4-Methoxyphenoxy)3,5-Diiodophenylalanin

S5 2-Amino-3-(3,5-Dibromo-4-Hydroxyphenyl)essigsiure Key Organics Ltd, Cornwall, UK

S6 2-Amino-2-Cyclopropylessigsdure

S7 3,5-Dijod-L-Tyrosin Labotest KG, Niederschoena, D

S9 1-Amino-3-Methylcyclohexan-1-CarbSre Uorsy Ltd., Riga, LVA

S10 1-Amino-5-Methyl-2-(Propan-2-yl)Cyclohexan-1-CarbSre

S11 1-Amino-2-Methylcyclohexan-1-CarbSre

S12 2-[1-(Aminomethyl)Cyclohexan]-Essigséure

S13 3-Fluoro-4-(2-Hydroxyphenoxy)-Benzamid

S14 4-(4-Hydroxyphenoxy)3-Methylbenzamid

S17 3’-Isopropyl-3,5-Dimethyl-L-Thyronin Josef Kohrle, Charite Berlin, D

S18 3’-Isopropyl-3,5-Diiod-L-Thyronin

S19 3,5-Diiod-3’,5’-Dimethyl-L-Thyronin
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Tabelle 2.6: Oligonukleotide

Mutation 5’-3° WT 5’-3’> Mutation Primer

N51A fwd AAC GCA CATTGTAGGGGCAATCATTGGC
Nb51A rev AAC GCA GCCAATGATTGCCCCTACAATG
N51S fwd AAC TCA CATTGTAGGGTCAATCATTGGC
N51S rev AAC TCA GCCAATGATTGACCCTACAATG
Y130R fwd TAC CGC GCTGGTGATCCGCCCCACCAAG
Y130R rev TAC CGC CTTGGTGGGGCGGATCACCAGC
Y130A fwd TAC GCC CTGGTGATCGCCCCCACCAAG
Y130A rev TAC GCC CTTGGTGGGGGCGATCACCAG
T132A fwd ACC GCA GTGATCTACCCCGCAAACCAAGCTG
T132A rev ACC GCA CAGCTTGGTTTGCGGGGTAGATCAC
N133A fwd AAC AGT GATCTACCCCACCAGTCAAGCTGTCATC
N133A rev AAC AGT GATGACAGCTTGACTGGTGGGGTAGATC
Q134T fwd CAA ACA CCCACCAACACAGCTGTCATCG
Q134T rev CAA ACA CGATGACAGCTGTGTTGGTGGG
1137M fwd ATC ATG CAAGCTGTCATGGCCCTCACC
1137M rev ATC ATG GGTGAGGGCCATGACAGCTTG
T140F fwd ACC TTC CGCCCTCTTCTTCTCCAAC

T140F rev ACC TTC GTTGGAGAAGAAGAGGGCG

Y144A fwd TAC GCA CTTCTCCAACGCAGTGCTGCAGCC
Y144A rev TAC GCA GGCTGCAGCACTGCGTTGGAGAAG
K193A fwd AAG GCA CTTCACAGCTGGGGCACTCCTGGC
K193A rev  AAG GCA GCCAGGAGTGCCCCAGCTGTGAAG
F242V fwd TTT GTT CAGGGCTCCGTTGCCTATGGTG
F242V rev TTT GTT CACCATAGGCACCGGAGCCCTG
F242W fwd TTT TGG CAGGGCTCCTGGGCCTATGGTG
F242W rev TTT TGG CACCATAGGCCCAGGAGCCCTG
N248S fwd AAC AGC GGCTGGAGCTTCCTTAATT

N248S rev AAC AGC AATTAAGGAAGCTCCAGCC

F249A fwd TTC CGC GTGGCTGGAACGCCCTTAAT

F249A rev TTC CGC ATTAAGGGCGTTCCAGCCAC

Die nachstehenden Oligonukleotide wurden zum einen zur Sequenzanalyse und zum ande-

ren zur Generierung von Schnittstellen verwendet. Die Gensequenzen, die im pTLB-Vektor

integriert waren, wurden mit dem SP6 forward- oder dem generierten LAT2-fwd-2 (for-

ward )-Primer und dem generierten pTLB-rev (reverse)-Primer sequenziert, sodass die ge-

samte Gensequenz zuverlissig ermittelt werden konnte. Zur Sequenzierung der Gensequenzen
im pcDNA3-Vektor wurden der pCMVF-pCDNA3 (forward)- und der T7 (reverse)-Primer
verwendet. Fiir die Analyse des pEGFP-N1- und des pmCherry-N1-Vektors kamen nur die
Primer pCMVF-fwd (forward) und EGFP _Nrev (reverse) in Frage.
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Tabelle 2.7: Primersequenzen

Bezeichnung Sequenz 523 °

Synthese

CMVF_pcDNA3 CAACGGGACTTTCCAAAATG

Source BioScience GmbH, Berlin, D
(S BioSc GmbH, Ber, D)

EGFP_Nrev CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG S BioSc GmbH, Ber, D
LAT2-fwd-2 CTAAGTCTGGAGGTGATTAC BioTez, Berlin, D

pCMVF-fwd GAGCTCGTTTAGTGAACCGTC S BioSc GmbH, Ber, D
pTLB-rev GGAGCAGATACGAATGGCTAC BioTez, Berlin, D

SP6 ATTTAGGTGACACTATAG S BioSc GmbH, Ber, D
T7 TAATACGACTCACTATAGGG S BioSc GmbH, Ber, D
LAT2-HindIII GGGTGGTCGGAAAGCTTCGGAGAACC S BioSc GmbH, Ber, D
LAT2-Agel GCCCTCTAGACCGGTGGCTGCTCCTCC S BioSc GmbH, Ber, D
HC-HindIII GGAGACCCAAAGCTTACCGTTTCTGC S BioSc GmbH, Ber, D
HC-Agel GCATAGGAAGACCGGTGCCACAAAGG S BioSc GmbH, Ber, D

2.2.4 Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikoérper (AK) sind in Tabelle 2.8 aufgelistet. Die AK
wurden in 3 %igem Milchpulver angesetzt. Die primiren AK wurden iiber Nacht (UN) bei
4 °C' und die sekundéren AK fiir eine Stunde bei RT inkubiert.

Tabelle 2.8: Verwendete Antikorper

Antikoérper Spezies Verdiinnung Hersteller, Niederlassung
Primarantikérper

LAT2/Slc7a8 Hase 1:200 immunoGlobe®, Himmelstadt, D
DYKDDDDK Tag (D6W5B) Hase 1:1200 Cell Signaling, Leiden, NL

CD98/Slc3a2 (HPA017980) Ziege 1:200 Atlas Antibodies, Stockholm, SWE
a-Tubulin Maus 1:4000 Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, D
Sekundéarantikorper

Anti-Ziege - POD Esel 1:4000 Jackson ImmunoResearch, Newmarket, UK
Anti-Maus - POD Ziege 1:2500 Jackson ImmunoResearch, Newmarket, UK
Anti-Hase - POD Ziege 1:5000 Jackson ImmunoResearch, Newmarket, UK
Anti-Ziege - AlexaFluor647 Esel 1:200 Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen, D

2.2.5 Verwendete Plasmid-DNA

Die Expressionsvektoren wurden um die jeweilige Proteinsequenz erweitert und anschliefend

mit einem Flag-Tag, His-Tag oder einem Fluoreszenzlabel modifiziert. Sie sind in der Tabelle

2.9 aufgelistet. Der Expressionsvektor pTLB wurde von der Arbeitsgruppe T. J. Jentsch
(FMP, Berlin, D) zur Verfiigung gestellt.
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Tabelle 2.9: Verwendete Plasmid-DNA

Vektor Gen Modifikation Firma, Herkunft

pTLB LAT2 Flag AG Jentsch, FMP, Berlin, D
pTLB LAT2-Mutanten Flag

pTLB CD98 His AG Jentsch, FMP, Berlin, D
pmCherry-N1 ~ CD98 mCherry Clontech Laboratories, CA, USA
pcDNA3 CD98 His Clontech Laboratories, CA, USA
pEGFP-N1 LAT2 GFP Clontech Laboratories, CA, USA
pEGFP-N1 LAT2-Mutanten GFP

2.2.6 Verwendete Zellsysteme

Alle verwendeten Zellsysteme sind im Labor gut etabliert. Sie konnten erfolgreich in dieses

Projekt integriert werden und sind in der Tabelle 2.10 aufgelistet.

Tabelle 2.10: Verwendete Zellsysteme

Zellsysteme Bezugsquelle, Niederlassung
E. coli DH5« FMP, Berlin, D
NEBb5« New England Biolabs, Frankfurt am Main, D

Human Embryonic Kidney (Hek)293  Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Xenopus laevis Oozyten
Xenopus laevis Albino-Oozyten
Xenopus laevis OQozyten

AG Jentsch, FMP, Berlin, D
AG Jentsch, FMP, Berlin, D
Ecocyte Bioscience, Castrop-Rauxel, D

2.3 Gerite, Zubehor und Verbrauchsmaterialien

2.3.1 Gerate

Alle hier verwendeten Geréte sind in der Tabelle 2.11 aufgelistet.

Tabelle 2.11:

Verwendete Gerate und Zubehor

Bezeichnung

Hersteller, Niederlassung

1470 Wizard Gamma Counter
Blotkammer, Mini Trans Blot

Cell Counter, CASY

Sterilbank

Durchflusszytometer, LSM-Fortesa
Elektrophoresekammern
Geldokumentationssysteme
Zentrifuge, Heraeus Bifuge Pico

Wallac/Perkin Elmer Inc., Rodgau, D

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D
Roche, Berlin, D

BDK, Luft und Reinraumtechnik, Sonnenbiihl, D
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, D

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D
Thermo Fisher Scientific, Langenselbold, D
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Tabelle 2.11: Verwendete Geriate und Zubehor

Bezeichnung Hersteller, Niederlassung

Imager Lumi Image F1 Boehringer Mannheim, Ingelheim am Rhein, D
Incubator Innova 4230 New Brunswick Scientific/Eppendorf Ag, Hamburg, D
Incubator Binder, Tuttlingen, D

Inkubator Innova 4230 New Brunswick Scientific/Eppendorf AG, Hamburg, D
LSM 510 META ConfCor2 Carl Zeiss, Jena, D

Lumilmager F1 Boehringer Mannheim, Ingelheim am Rhein, D
Zentrifuge, Mikro 22 R Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, D

Mikroskope STEMI DV4 Carl Zeiss, Jena, D

Mikro-Zentrifuge Biofuge pico Heraeus Instruments, Osterode, D

Mini Trans Blot BioRAD, Miinchen, D

NanojectII Drummond Scientific Company, Broomall, USA
Nanoliterpipette Drummond Scientific Company, Broomall, USA
pH-Meter KnickPortamess, Berlin, D

Pipettenziehgerét SUTTER, Novato, USA

PVDF-Membran, Immun-Blot® Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, D

Stemi DV4 Zeiss, Oberkochen, D

Szintillationszahler Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, D

Zentrifuge 3K12 Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Zellhomogenator Braun Biotech Int. GmbH, Melsungen, D

2.3.2 Verbrauchsmittel

Die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmittel sind in der Tabelle 2.12 aufgelistet.

Tabelle 2.12: Verbrauchsmittel

Verbrauchsmittel Frima, Herkunft

FASC-Réhrchen Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Filterspitzen TipOne®Starlab GmbH, Hamburg, D
Gamma-Counter-Réhrchen Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Glas-Kapillaren 3,5’ Drummond Scientific Company, Broomall, US
Latex-Handschuhe Ninja®Black Amercare Inc, North Charleston, US
Parafilm Laboratory Film, Chicago, US

Pasteur-Pipetten VWR International GmbH, Darmstadt, D
Pipettenspitzen Eppendorf AG, Hamburg, D

Reaktionsgefifie Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

RNase-freie Reaktionsgefafse  Life Technologies GmbH, Darmstadt, D
Szintillationsmessflaschen Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

versch. Zellkulturplatten TPP, Ziirich, CH
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2.4 Programme & Software

Die in dieser Arbeit verwendeten Programme sind in der Tabelle 2.13 aufgelistet.

Tabelle 2.13: Verwendete Software und Programme

Software Entwickler, Niederlassung
Adobe Master Collection CS5  Adobe Systems GmbH, Miinchen, D
BioEdit Ibis Biosciences, Carlsbad, CA

Marvin Sketch
Clone Manager 8.04
Geneious 5.4.6
ImagelJ software
Prismb

PyMOL v1.7.2
Sybyl-X2

Zen2010 Software
BLAST®

ChemAxon, Budapest, HU

Sci-Ed Software, Morrisville, USA
Biomatters, Auckland, NZ

NIH, Bethesda, Maryland

GraphPad Prism Software, La Jolla, USA
Schrédinger LLC, New York, USA
Certara Inc., St. Louis, MO

Carl Zeiss, Jena, D

Basic Local Alignment Search Tool, USA
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3 Methoden

3.1 Zellbiologische Arbeiten

3.1.1 In vitro-Arbeiten mit der Hek293-Zelllinie

Die Kultivierung der mammalischen Zelllinie erfolgte stets in einem Inkubator bei einer Tem-
peratur von 37 °C, einem COy-Gehalt von 5 % und einer Luftfeuchtigkeit von 95 %. Zur
Vermeidung von Kontaminationen wurde sowohl unter sterilen Bedingungen gearbeitet, als
auch ein Antibiotikum eingesetzt. Die humane Nieren-Endothelienzelllinie (human embryonic
kidney) (Hek293) wurde fiir verschiedene Experimente verwendet. Das Kulturmedium wurde,
wie in Tabelle 3.1 aufgelistet, zusammengesetzt. Um die Zellen zu 16sen und zu vereinzeln,
wurden 5 mL Trypsin/EDTA (T/E) (1x) hinzugegeben und nach einem kurzen Moment wie-
der abgesaugt. Weiterhin wurden die Hek293-Zellen fiir 1-2 Minuten (min) bei 37 °C inkubiert
und die Trypsin-Reaktion mit Kulturmedium wieder gestoppt. Die Aussaat der Zellen erfolgte
abhéngig von dem jeweiligen Experiment in Kulturplatten mit unterschiedlichem Durchmesser

der Kavititen.

Tabelle 3.1: Zusammensetzung der Losungen fiir die Hek293-Zellen

Lésung Konzentration Menge
Kulturmedium

DMEM + Glutamax 500 mL
mit 1 g/L Glucose und Pyruvat

FCS 10 % 50 mL
(Cat.No. S0615; Lot.No. 0979 B)

P/S 1% 5 mL
10000 U/mL / 10000 ug/mL

DPBS 1x

DPBS 10 x CaCl;y u. MgCl, 10 mL
ddH»0O 90 mL

Trypsin/EDTA 1x
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Tabelle 3.1: Zusammensetzung der Losungen fiir die Hek293-Zellen

L6sung Konzentration Menge
T/E 10 x 0,5 %/ 0,2 % in DPBS ohne Ca u. Mg 1 mL
ddH>0 9 mL

Beschichtung mit Poly-L-Lysin

Die Kulturplatten wurden vor Zellaussaat mit dem positiv geladenen Poly-L-Lysin beschich-
tet, um eine verbesserte Haftung der Hek293-Zellen bzw. deren negativ geladener Zellmem-
bran iiber elektrostatische Krafte am Untergrund zu gewihrleisten. Die Kavitdten wurden
vollstdndig mit der Poly-L-Lysin-Losung (0,1 mg/mL) benetzt und fiir 30 min inkubiert. Die
Trocknung der Oberfliche erfolgte fiir eine Stunde bei RT unter sterilen Bedingungen. Bis
zur Verwendung wurden die Platten im Kiihlschrank gelagert und vor Zellaussaat auf RT

gebracht.

Transiente Transfektionsmethode

Die transiente Transfektion der Hek293-Zellen erfolgte ein Tag nach Zellaussaat von 2 x 10°
Zellen pro Kavitit einer 35 mm Schale oder pro Kavitét einer 12 Well-Platte. Die Kotransfek-
tion wurde mit dem Transfektionsreagenz Polyethylenimin (PEI) durchgefiihrt, wobei von der
LAT2-DNA und der CD98-DNA stets dquivalente Mengen verwendet wurden. Die Plasmid-
DNA und das Transfektionsreagenz wurden fiir 5 min in jeweils DMEM inkubiert. Anschlie-
$end wurden die Ansitze gemischt und fiir weitere 20 min bei RT inkubiert. Die dazu einge-

setzten Reagenzmengen und -verhéltnisse sind der Tabelle 3.2 zu entnehmen.

Tabelle 3.2: Transfektion von adhérenten Hek293-Zellen
DNA-Konzentration [ug] Transfektionsreagenz [pL] Verhiltnis Medium [uL]
6- Well-Platte

je 1,6 3,2 1:2 DMEM 200
12- Well-Platte
je 0,8 1,6 1:2 DMEM 100
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3.1.2 In vitro-Arbeiten mit Xenopus laevis Oozyten

Dass Qozyten fihig sind, eine injizierte RNA in Proteine zu translatieren, wurde bereits 1971
herausgefunden (Gurdon et al., 1971). Seither wurden Oozyten fiir die Expression von Rezep-
toren, Tonenkanédlen und Transporter etabliert. In der Arbeit wurden Qozyten des afrikani-
schen Krallenfroschs Xenopus laevis verwendet. Die Haltung der Oozyten vor und nach der
Préaparation erfolgte stets bei 16 °C im Inkubator. Um bakterielle Kontaminationen einzugren-
zen und ein erfolgreiches Arbeiten mit den Oozyten zu gewdhrleisten, wurden unterschiedliche
Antibiotika eingesetzt. Fiir die durchgefiihrten Experimente wurden sowohl pigmentierte Oo-
zyten als auch Albino-Oozyten verwendet, die entweder von der AG Jentsch zur Verfligung

gestellt oder von der Firma EcoCyte Bioscience bestellt wurden.

Oozytenentnahme

Mit einem kleinen operativen Eingriff wurden einem Frosch Oozyten entnommen. Dafiir wurde
er 5-10 min in eine 0,1 %ige Tricain-Methansulfonatlosung getaucht. Aufgrund des hautgén-
gigen Anésthetikums war er fiir ca. 60 min analgosediert. Nach Eréffnung der Bauchhéhle
wurde eine gewiinschte Menge des Ovars entnommen und in ORII-Puffer iiberfiihrt. Der 1-
2 c¢m lange Schnitt durch die Bauchdecke wurde mit Nahtmaterial vern&ht und die Frésche

bis zum Nachlassen der Betdubung in einer Box mit etwas Leitungswasser gehalten.

Priparation von Oozyten

Das Ovar wurde in ORII-Puffer bis zur weiteren Priparation auf Eis gelagert. Zur Entfer-
nung von Bindegewebe wurde das Ovar in kleine Teile gerissen und anschliefend mit 2 mg/mL
Kollagenase A in ORII-Puffer inkubiert. Der Verdau erfolgte fiir etwa 90 min bei RT. Alle 15-
20 min wurde die Kollagenase-Losung gewechselt und das Ovar mehrmalig mit ORII-Puffer
gewaschen. Nach Vereinzelung wurden die Oozyten in ND96-Puffer iiberfiihrt und optisch
selektiert. Hierbei wurden lebende Oozyten mit einem Durchmesser von 1,0-1,3 mm (Stadi-
um V-VI), einer gleichméfig kugeligen Form und einem vitalen Aussehen ausgewéhlt. Die
Oozyten wurden bis zur Injektion in einem Inkubationspuffer (siche Tabelle 3.17) bei 17 °C
inkubiert. Innerhalb der drei Versuchsjahre haben die Oozyten eine Antibiotikaresistenz ent-
wickelt, weshalb das Antibiotikum im Inkubationspuffer zweimal gewechselt wurde (O’Connell
et al., 2011).
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Selektion und Mikroinjektion der membranfreien Oozyten

Vor der Injektion wurden die Oozyten nochmals optisch kontrolliert und ggf. nach oben ge-
nannten Kriterien selektiert. Zur Injektion der kodierende RNA (cRNA) wurden die Injekti-
onsspitzen zunédchst aus Glaskapillaren mit einem Pipettenziehgerét hergestellt. Anschliefend
wurden die Injektionsspitzen mit Mineraldl luftblasenfrei befiillt und in eine Nanoliterpipette
eines Nanoinjektors eingespannt. Die ausgezogene Glasinjektionsspitze wurde mit einer Pin-
zette abgebrochen, um eine scharfe Glasnadel mit dem gewiinschten Durchmesser zu erhalten.
Die cRNA von LAT2 und CD98 wurden im Verhéltnis 1:1 gemischt. Davon wurden 1-2 ulL
aufgezogen und schliefslich 9,6-46 nL/Oozyte injiziert. Die Inkubation der Oozyten erfolgte
bei 17 °C fiir 48 Stunden in einem Inkubationspuffer. Nach 24 Stunden fand ein Wechsel des

Puffers und das Aussortieren von unbrauchbaren, avitalen Qozyten statt.

Tabelle 3.3: Zusammensetzung der Losung fiir das Arbeiten mit Oozyten

Loésung Chemikalie Menge
ND96-Puffer (pH 7,5); 0,20 - 0,23 osm/kg
NaCl 96 mM
KClI 2 mM
CaCl; (Dihydrat) 1,8 mM
MgCl, (Hexahydrat) 1 mM
HEPES 5 mM
ORII-Puffer (pH 7,5); 0,20 - 0,23 osm/kg
NaCl 100 mM
KClI 2 mM
MgCl, (Hexahyrat) 1 mM
HEPES 5 mM
Kollagenase A-Puffer
in ORII
Kollagenase 1,5 mg/ml
Inkubationspuffer (pH 7,5); 0,20 - 0,23 osm/kg
in ND96
Gentamicin 50 mg/ml
oder
Amikacin 0,2 mg/ml
oder
Amikacin 0,2 mg/ml
Ciprofloxacin 0,2 mg/ml
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3.2 Molekularbiologische Arbeiten

3.2.1 Ortsspezifische Mutagenese

Das Prinzip der ortsspezifischen Mutagenese basiert auf einer Polymerasekettenreaktion (PCR)
mit fehl-gepaarten Oligonukleotiden. Die Sequenzen der Primer sind im Bereich der geplanten
Mutation komplementér zur Gensequenz mit Ausnahme der Nukleotide, die eine Mutation
hervorbringen. Die Durchfithrung erfolgte dquivalent zum Protokoll des QuickChange ® 1II
Site-Directed Mutagenesis Kits. Die Plasmide, die zuvor aus Bakterien isoliert wurden (siehe
Kapitel 3.2.2), dienten als Ausgangskonstrukte fiir den PCR-Ansatz. Dieser Ansatz (Tabelle
3.4) wurde zur optimalen Amplifizierung unter verschiedenen Bedingungen ausgetestet. Dabei
variierte die Temperatur, die Zyklen und die Zyklenzahl. Die optimalen Bedingungen wurden
fiir alle zu generierenden Konstrukte verwendet (Tabelle 3.5). Im Anschluss an die Amplifizie-
rung wurde 1 ul. des Restiktionsenzyms Dpnl zum Reaktionsmix gegeben und der Ansatz fiir
eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Dpnl schneidet lediglich die methylierten Ausgangsplasmide.
Da die neu synthetisierten mutierten Plasmide nicht methyliert waren, blieben sie erhalten. Es
folgte die Amplifikation von Plasmid-DNA durch Transformation in Escherichia coli (E.Coli)
Dhb5a, welche im Abschnitt 3.3.5 beschrieben wird.

Tabelle 3.4: PCR-Ansatz zur Plasmid-Amplifizierung

Reagenz Einheit Volumen [uL]
Puffer 10 x 2

dNTPs 10 upM 1
Vorwiérts-Primer 10 pM 1
Riickwérts-Primer 10 uM 1
Plasmid-DNA 100 ng/pL 1

PFU Turbo Polymerase 500 U/mL 1

ddH,0O 13

Tabelle 3.5: Ermittelte, optimale Bedingungen zur Amplifizierung der Mutations-tragenden Plasmid-DNA

Zyklus Temperatur Zeit
Denaturierung 95 °C 3 min
16 Zyklen

Denaturierung 95°C 30 sec
Anlagerung 55°C 1 min
Elongation 68°C 12 min
Kiihlung 12°C
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3.2.2 Plasmid-Isolierung

Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte mit kommerziell erhéltlichen Kits. Fiir die Sequen-
zierungen wurden nur kleine Mengen Plasmid-DNA benétigt, um die Mutation nachzuweisen.
Die Isolierung dafiir erfolgte mit dem NucleoSpin® Plasmid Kit. Zur Gewinnung groRerer
Mengen der Plasmid-DNA fiir die Transfektionen wurde das NucleoBond® Xtra Midi-Kit
verwendet. Die Priparation erfolgte jeweils nach dem Protokoll des Herstellers. Die Elution
erfolgte mit 20 pl Elutionspuffer. Die Konzentration und die Reinheit der DNA wurde schlief-
lich mittels spektrometrischer Absorptionsmessungen bei Wellenldngen von 260 und 280 nm
am NanoDrop ermittelt. Die Plasmid-DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C

gelagert.

3.2.3 Einfiihren von Restriktionsschnittstellen iiber die PCR

Die Proteinexpression erfordert eine Klonierungsstrategie. Insbesondere die Auswahl der Re-
striktionsenzyme und die damit zur Verfiigung stehenden Restriktionsschnittstellen miissen
genauestens geplant werden. Mit Hilfe der Software Clone Manager wurden die Klonierungen
und die Einfiihrung von Schnittstellen virtuell konstruiert. Zur Klonierung von LAT2 und
CD98 wurden zwei Schnittstellen, HindIIT und Agel, iiber die PCR-Amplifizierung in den
EGFP-N1-Vektor eingefiigt. Die dazu verwendeten Oligonukleotide sind in der Tabelle 2.7
aufgelistet.

3.2.4 Restriktionsspaltungen durch Endonukleasen

Die Restriktionsspaltungen dienten den hier betrachteten Forschungsarbeiten zum einen zur
Herstellung passender Verkniipfungsstellen zwischen Vektoren und unterschiedlichen cDNA-
Fragmenten und zum anderen dienten sie der einfachen DNA-Kontrolle durch die Bestimmung
von Fragmentlingen. Der Verdauungsansatz (Tabelle 3.6) wurde fiir ein bis zwei Stunden bei
der vom Enzym vorgegebenen Temperatur inkubiert und der vom Hersteller vorgeschlagene
Puffer wurde unter den vorgegebenen Restriktionsbedingungen verwendet. Die Aktivitdten
der verwendeten Enzyme (U/ml) kénnen dem Kapitel Material 2.2.2 entnommen werden. In
der Vektor-Karte sind die Details der verwendeten Plasmide eingetragen (Abbildung 3.1).
Hieraus kann entnommen werden, welche Enzyme fiir die Linearisierung oder Umklonierung
verwendet wurden. Aus der Graphik geht ebenso die Orientierung der Mutanten in der Sequenz

hervor.
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Tabelle 3.6: Restriktionsansatz zum Verdau von Plasmid-DNA

Reagenz Volumen
Plasmid-DNA (50 ng/pL) 1 uL
Restriktionsenzym 1 uL

10 x Puffer 2 uL
ddH>0 15 puL
Ansatz 20 pL

3.2.5 Plasmidauftrennung, -aufreinigung und -Ligation

Im Anschluss an den Restriktionsverdau erfolgte die Auftrennung mit Hilfe der Agarose-
Gelelektrophorese. Dazu wurden 5 uli oder der gesamte, verdaute Ansatz mit einem Proben-
puffer vermengt und in einem 1 %igen TAE-Agarosegel, welches mit RedSafe, einem DNA-
Farbstoft, 1:80000 verdiinnt war, fiir 120 min bei 80 Volt aufgetrennt. Nach der Auftrennung
wurden einzelne Gel-Banden unter einer UV-Lampe ausgeschnitten und in ein 2 mL Reakti-
onsgefif iiberfiihrt. Die Aufreinigung erfolgte mit dem NucleoSpin® Gel- and PCR Clean-up
Kit nach den Angaben des Herstellers. Die Elution wurde mit 20 ul. Elutionspuffer durch-
gefithrt. Im Falle einer Umklonierung von Fragmenten aus einem Vektor x in einen Vektor y

schloss sich eine Ligation mit der T4-DNA-Ligase nach dem Protokoll des Herstellers an.

Tabelle 3.7: Zusammensetzung der verwendeten Puffer

Loésung Chemikalie Menge
Tris-Acetat-EDTA Puffer (TAE)
Tris-Acetat 400 mM
EDTA 10 mM

3.2.6 Sequenzierung

Die Sequenzierung der PCR-Produkte bzw. der Plasmide erfolgte nach der Sanger-Methode
(Sanger et al., 1977). Diese wurde von der Firma SourceBioScience durchgefiihrt. Zur voll-
stindigen Uberpriifung der Sequenzen wurden sowohl ein forward- als auch ein reverse-Primer
verwendet (sieche Tabelle 2.7). Die erhaltene Sequenz wurde mit der Originalsequenz vergli-
chen, um auf Richtigkeit zu kontrollieren. Eine weitere Sequenz-Uberpriifung erfolgte online

durch die Generierung eines Sequenzalignments mit BLAST® und durch die Visualisierung
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Abbildung 3.1: Vektor-Karte der Plasmide. Die Vektor-Karten skizzieren die sechs verwendeten
Plasmide pTLB-LAT2-Flag, pTLB-CD98-His, pcDNA3-LAT2-His, pcDNA3-CD98-His, EGPF-LAT2-N1 und
pmCherry-CD98-N1. Eingezeichnet sind zum einen die Positionen der Mutationen im LAT2-Vektor und zum
anderen sind alle verwendeten Restriktionsstellen in der Karte aufgefiihrt.
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der Ergebnisse mit Hilfe des Programmes Clone Manager Professional Suite 8.

3.2.7 cRNA-Synthese

Fiir die Expression der Proteine in Oozyten mussten die Plasmid verschliisselten Genabschnit-
te in cRNA umgeschrieben werden. Die cRNA kann sehr schnell durch RNasen abgebaut
werden. Deshalb war es wichtig, beim Arbeiten mit RNA einige Details zu beachten. Um
Kontaminationen vorzubeugen, wurde stets mit sauberen Handschuhen gearbeitet. Zudem
wurden alle Flachen sowie Arbeitsmaterialien mit einem Anti-RNase-Spray (RNaseAway) be-
handelt. Die verwendeten Verbrauchsmaterialien waren ausschlieflich RNase und DNase-frei.
Eine Voraussetzung fiir die in wvitro-cRNA-Synthese war, das Plasmid am 3’-Ende des In-
serts durch Restriktion mit der Mlul-Endonuklease in der Multiple CloningSite zu lineari-
sieren. Im Anschluss an die Restriktion (Ansatz wie in 3.2.4 und 3.2.5) erfolgte die DNA-
Aufreinigung und die Konzentrationsbestimmung am NanoDrop, wie zuvor beschrieben. Die
¢cRNA-Synthese erfolgte unter der Anwendung des mMESSAGE mMASCHINE® SP6 Ultra
Kits. Es wurde entsprechend den Angaben des Herstellerprotokolls gearbeitet; jedoch wurde
die Inkubationszeit auf 150 min verldngert. Die Menge und die Qualitdt der cRNA wurde
im Photometer tberpriift und auf eine dquivalente Konzentration von 1000 ng/uL fiir alle
Konstrukte eingestellt. Zur Uberpriifung der cRNA-Integritit wurde 1 gl cRNA mit 4 ul Pro-
benpuffer vermengt und auf ein 2 %iges Agarosegel aufgetragen. Nach Auftrennung fiir 20
min bei 100 Volt sollte eine klare Bande zu erkennen sein ohne Anzeichen von Degradation
unterhalb der Bande. Die cRNA wurde aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C

gelagert.

3.3 Mikrobiologisches Arbeiten

3.3.1 Anzucht von Bakterien in Losung

Fiir die Herstellung einer Ubernachtkultur (UNK) wurden 5 mL Medium mit einem Anti-
biotikum verwendet. Bakterien, transformiert mit dem pTLB-Vektor, wurden in TB-Medium
kultiviert, da pTLB ein low copy-Plasmid ist und das TB-Medium eine bessere Wachstums-
grundlage als LB-Medium bietet. Die Wahl des Antibiotikums richtete sich nach dem jewei-
ligen Resistenzgen. Zum Animpfen einer Bakterienkultur wurden Pipettenspitzen verwendet,

die entweder mit Bakterienmaterial direkt von der Agarplatte oder aus einer Glycerinkultur
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versehen wurden. Die Kultur wurde anschliefend UN bei 37 °C unter stindigem Schiitteln
inkubiert. Zum Erhalt einer hohen Proteinexpression wurden Fliissigkulturen von 200 mL
Volumen angesetzt. Diese wurden in autoklavierten Kolben am Folgetag mit 100 pL der UNK
angeimpft und bei gleichen Bedingungen UN inkubiert.

Tabelle 3.8: Zusammensetzung der Losung fiir die Plasmidarbeiten

Lésung Chemikalie Menge
Antibiotika-Stamml&sung
Ampicillin 100 mg/mL
Kanamycin 30 mg/mL
LB-Medium (pH 7,5)
Peptone 10 g/L
Hefeextrakt 5g/L
NaCl 5 g/L
Ampicillin 100 pg/mL
oder
Kanamycin 30 pug/mL

Kaliumphosphatpuffer (steril)

Kaliumhydrogen-phosphat 0,17 M
Dikaliumhydrogen-phosphat 0,72 M
TB-Medium (pH 7,5)

Tryptone 12 g/L
Hefeextrakt 24 g/L
Glycerol 4 mL/L
destilliertes Wasser 100 mL/L
Kaliumphosphatpuffer 100 mL/L
Ampicillin 100 pg/mL
oder
Kanamycin 30 pug/mL

3.3.2 Anzucht von Bakterien auf Agarplatten

Mit Agar versetztes LB-Medium wurde vor Gebrauch in der Mikrowelle gelést. Nach Abkiih-
lung auf etwa 42 °C wurde dem Medium je nach Resistenz ein Antibiotikum zugesetzt und
danach auf sterile Petrischalen verteilt (Zusammensetzung siehe 3.10). Zur Kultivierung von
kompetenten Bakterien wurden 20 uL einer bereits transformierten DNA und 1000 ul einer
neu transformierten DNA auf den Platten mit einem sterilen Drygalski-Spatel gleichméfig
verteilt und UN bei 37 °C im Brutschrank kultiviert.

40



Kapitel 3. Methoden

Tabelle 3.9: Zusammensetzung der Losung fiir die Plasmidarbeiten

Loésung Chemikalie Menge
LB-Agarplatten (pH 7,5)
in LB-Medium in 350 mL
Agar 5g
Ampicillin 100 pg/mL
oder
Kanamycin 30 pg/mL

3.3.3 Herstellung von Glycerinkulturen

Die Herstellung von Glycerinkulturen diente der Aufbewahrung und lingeren Erhaltung von
einzelnen Bakterienkolonien. Hierzu wurden 600 pL einer UNK mit 300 uL sterilem Glycerin

vermischt und bei -80 °C eingefroren.

3.3.4 Priparation von chemisch kompetenten Bakterien

Eine Fliissigkultur von 100-200 mL wurde mit dem Bakterienstamm FE. coli DH5« angeimpft
und bei 37 °C UN inkubiert. Am Folgetag wurde in einem 2 L Kolben 200 mL LB-Medium
mit der Vorkultur angeimpft und bei 37 °C bis zum Erreichen einer OD600 von 0,2 inkubiert.
Die Inkubation wurde auf Eis gestoppt und die Kultur bei 4 °C und 4000x g fiir 10 min

pelletiert.
Tabelle 3.10: Zusammensetzung der Losung fiir die Plasmidarbeiten
Losung Chemikalie Menge
CK-Puffer
CaCl, 1 M 1 mL/10 mL
Glycerol 30 % 5 mL/10 mL
ddH>O 4 mL/10 mL

Das Bakterienpellet wurde zweimal in eiskaltem 0,1 M CaCly resuspendiert und erneut pelle-
tiert. Schlieflich wurde das Pellet in CK-Puffer aufgenommen, in sterile 0,5 mL Reaktionsge-
fafse aliquotiert und sofort in fliilssigem Stickstoff schockgefroren. Die chemisch kompetenten

Bakterien wurden schlieflich bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.
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3.3.5 Amplifikation von Plasmid-DNA durch Transformation in E. col:
Dhb5a

Eine Transformation bezeichnet die Aufnahme von Fremd-DNA in ein Bakterium. Dabei muss
die entsprechende DNA in Ringform (Plasmid-DNA) vorliegen, damit sie vom Bakterium nicht
abgebaut werden kann. Zusétzlich muss ein Replikationsursprung in der DNA vorliegen, der
vom jeweiligen Bakterium erkannt werden kann. Aufserdem wird zur Selektion der Plasmid-
DNA ein Gen fiir Antibiotika-Resistenz bendtigt. Zur Transformation wurden 50 uL chemisch
kompetente Bakterien auf Eis aufgetaut und mit 50 ng DNA oder 4 ul, eines Ligations-
Ansatzes vermengt. Dieser Ansatz wurde fiir 30-60 min auf Eis inkubiert, sodass ein Anlagern
der DNA an die Zellen moglich war. Ein anschliefsender Hitzeschock bei 42 °C fiir 2 min
fiihrte zur kurzzeitigen Permeabilitéit der Lipiddoppelschicht und damit zur Aufnahme der
Plasmid-DNA in die Bakterien. Das Inkubieren auf Eis fiir 5 min schloss die Poren wieder.
Die transformierten Bakterien wurden mit 1 mL LB-Medium versetzt und fiir 60 min bei
37 °C geschiittelt. Schlieklich wurde der Ansatz auf Selektionsplatten ausplattiert und UN im
Brutschrank bei 37 °C kultiviert.

3.4 Proteinbiochemische Arbeiten

3.4.1 Isolierung des Gesamtproteins aus den Oozyten

Zwei Tage nach der Expression des Transporterproteins wurden 30-40 Zellen in ein 1,5 mL
Reaktionsgeféf iiberfithrt und zunéchst mit ND96 zweimal gespiilt. Anschliefend wurde 8 ul
Homogenisationspuffer pro Oozyte (Tabelle 3.15) hinzugegeben. Es wurde stets auf Eis gear-
beitet, sodass die Proteine vor dem Abbau durch Proteasen geschiitzt waren. Zum Lysieren
der Zellen und zum Aufschluss der Zellmembran wurde eine mechanische Methode gewahlt.
Mit einer Pipette wurden die Oozyten im Puffer homogenisiert und die Zellwand mit Ultra-
schall aufgeschlossen. Anschliefend wurden die Zelltriimmer in einem Zentrifugationsschritt
(10000x g, 20 min, 4°C) als Pellet vom Uberstand, in dem das Gesamtprotein vorhanden
war, abgetrennt. Die Proben wurden mit 2 uL/Oozyte eines 6x Probenpuffers (Tabelle 3.15)
vermengt und bei 65 °C fiir 20 min inkubiert. Bis zur weiteren Analyse wurden die Proben

bei -20 °C eingefroren.
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Tabelle 3.11: Zusammensetzung der Losung fiir Western Blots

Loésung Chemikalie Menge
Homogenisationspuffer (pH 7,4)
Saccharose 250 mM
HEPES 20 mM
EDTA 1 mM
DTT 1 mM
Probenpuffer (6x)
Tris-HCI (pH 6.8) 352 mM
Glycerol 3,3 %
SDS 10 %
DTT 603 mM
Bromphenolblau 1 mg

3.4.2 Auftrennung von Proteinen durch die
SDSPolyacrylamid-Gelelektrophorese

Der Nachweis der spezifischen Proteine, LAT2 und CD98, wurde mittels Western-Blot-Analyse
erbracht. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte aufgrund des unterschiedlichen Mole-
kulargewichts der einzelnen Proteinkomponenten. Dazu wurden die Proteinproben zu Beginn
mit dem Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) in Gegenwart von Dithiothreitol (DTT) als
Reduktionsmittel denaturiert. Das SDS fiihrt zur vollstdndigen Entfaltung des Proteins, um
die Auftrennung der Polypeptidketten zu ermoglichen. Die Zusammensetzung der SDS-Gele,
erfolgte wie in Tabelle 3.15 aufgefiihrt. Zunéchst wurde das Trenngel zu 3/4 in die Kammer
gegossen und sofort mit bidestilliertes Wasser (ddH50) {iberschichtet. Nach erfolgreicher Po-
lymerisation wurde die Wasserschicht entfernt, das Sammelgel auf das Trenngel gegossen und

ein Kamm mit 12 Z&hnen in das noch nicht polymerisierte Sammelgel gesteckt.

Tabelle 3.12: Zusammensetzung der Losung fiir Western Blots

Losung Chemikalie Menge

Trenngel (x4)
Bis-Acrylamid 7,5 mL
Tris-HCL (pH 8,8; 0,75 M) 11,25 mL
SDS 20%ig 113 mL
Wasser 3,5 mL
TEMED 11,3 uL
Ammoniumpersulfat (APS) 158 uL

43



Kapitel 3. Methoden

Tabelle 3.12: Zusammensetzung der Losung fiir Western Blots

Loésung Chemikalie Menge

Sammelgel (x4)

Bis-Acrylamid 1670 pL
Tris-HCL (pH 6,8; 0,625 M) 1250 pL
SDS 20%ig 50 puL
Wasser 7 mL
TEMED 10 pL
APS 50 pL

Elektrophorese

Die Proteinproben wurden auf Eis aufgetaut. Wahrenddessen wurden die Gele in die Elek-
trophoresekammer eingespannt und mit Laufpuffer befiillt. Die Taschen wurden mit je 16 pL
Probe beladen, wobei hier ein dquivalentes Proteinvolumen von je 2 Oozyten vorlag. Der
Proteinstandard wurde zur Grofenbestimmung der Banden aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte bei konstanter Stromstirke von 30 mA fiir etwa 15 min im Sammelgel. Zur anschlie-
fenden Auftrennung im Trenngel wurde der Stromfluss fiir weitere 120 min auf 70 mA erhéht.

Das Gel wurde schlieRlich kurz nach dem Austritt der Bromphenolblau-Lauffront gestoppt.

Tabelle 3.13: Zusammensetzung der Losung fiir die Elektrophorese

Lésung Chemikalie Menge
Laufpuffer
Glycin 192 mM
Tris-Base 25 mM
SDS 0,1 %

Elektrotransfer mit Hilfe der Tank Blot-Methode

Im Anschluss an die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine
auf eine Polyvinylidendifluorid-Membran (PVDF) transferiert. Als Elektrotransfer wurde das
Tunk Blot-System verwendet. Die PVDF-Membran wurde 5 min in Blot-Puffer aktiviert und
dquilibriert. Ein Transfer-Sandwich war aus folgenden Bestandteilen in einem Blot-Puffer-Bad
zusammengesetzt: Anoden-Seite; Faser- Pad, dickes Filterpapier, PVDF-Membran, SDS-Gel,
dickes Filterpapier, Faser- Pad; Kathoden-Seite. Dabei war es wichtig, mogliche Luftblasen
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zwischen Membran und Gel zu beseitigen. Die Blot-Apparatur wurde mit eiskaltem Blot-
Puffer befiillt und eine Kiihleinheit zusédtzlich hinzugelegt. Der Transfer erfolgte schlieflich

bei einer konstanten Stromstirke von 100 mA fiir 60 min.

Tabelle 3.14: Zusammensetzung der Losung fiir die Tank Blot-Methode

Lésung Chemikalie Menge
Blot-Puffer
Glycin 192 mM
Tris-Base 25 mM
Methanol(frisch) 20 %

Spezifische Antik6rperbindung und Detektion der LAT2-exprimierenden

Zelllinien

Die Effizienz des Transfers wurde durch die Ponceau-Farbung der Proteine auf der PVDF-
Membran visualisiert. Dadurch wurde aufserdem eine quantitative Proteinbestimmung der
unterschiedlich aufgetragenen Proben erméglicht. Es folgten die immunologischen Analysen
der PVDF-Membran. Sie wurde 60 min bei RT im Tris-Puffer-Tween (TBST) mit 3 % Mager-
milchpulver inkubiert, um freie Proteinbindungsstellen abzuséttigen. Im Anschluss wurde die
Membran mit dem primédren AK unter stindigem Rotieren in einem 50 mL Reaktionsgefifs
im Kiihlraum inkubiert. Die verwendeten Verdiinnungen der jeweiligen AK sind im Material-
abschnitt 2.2.4 beschrieben. Zur Entfernung von nicht gebundenen AK wurde die Membran
dreimal fiir fiinf min mit TBST-Puffer gewaschen. Danach folgte die Inkubation des zweiten
AKs bei RT fiir 60 min: Dieser war an Peroxidase gekoppelt, sodass ein Substratumsatz ermog-
licht wurde. Im Anschluss an drei Waschschritte wie oben beschrieben - wurde die Membran
bis zur Analyse in Tris-Puffer (TBS) gelegt. Fiir die Western Blot-Analyse wurde das ECL-
System verwendet. Dazu wurden dquivalente Volumina des Peroxidasesubstrats Luminol und
des Co-Substrates HoOo vermischt und unter Lichtausschluss auf die Membran gegeben (ca.
1 min). Die Membran wurde feucht in eine Klarsichtfolie gegeben und von der enzymatischen
Umsetzung der Substrate wurden zu verschiedenen Expositionszeiten zunehmender Dauer
am Lumineszenz-Gerét Bilder aufgenommen. Je nach Intensitét waren Expositionszeiten von

wenigen Sekunden bis zu einigen Minuten notwendig.
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Tabelle 3.15: Zusammensetzung der Losung fiir die Antikérperfarbung

Loésung Chemikalie Menge
TBS(T)-Puffer (pH 7,4)
Tris-Base 50 mM
NaCl 150 mM
TWEEN-20 0,1 %

Semiquantitative Auswertung der Immunfirbung

Die digital festgehaltenen Bilder der zuvor analysierten PVDF-Membran wurden mit Hilfe der
Software ImageJ ausgewertet. Die jeweilige Signaldichte der angeférbten Areal wurde ermit-
telt. Die positiven Kontrollen mit GAPDH erfolgten jeweils zum Abgleich der Proteinbeladung
und um den Vergleich verwendeter Gele durchfiihren zu kénnen. Die Signaldichte (Bandenfla-
che) des LAT2-WTs wurde als relativer Bewertungsmalstab beziiglich der Proteinexpression

der Signaldichte der Mutanten verwendet.

3.5 Durchflusszytometrische Messungen zur Untersuchung der

Proteinexpression

Um die Expression durchflusszytometrisch zu untersuchen, wurden die Fluoreszenz-markierten
Proteine LAT2-GFP und CD98-mCherry verwendet. Fiir die Versuche wurden 4 x 10° Hek293-
Zellen ausgesit und am Folgetag transient transfiziert (vgl. Abschnitt 3.1.1). Zwei Tage nach
LAT2-GFP und CD98-mCherry Transfektion wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA abgespiilt
und bei 4 °C durch sanftes Mischen mit PBS und 5 mM EDTA gewaschen. Nach dem dritten
Waschschritt waren die Zellen bereit zur Messung der Fluoreszenz am BD LSRFortessa™ Zel-
lanalysator. Die Daten wurden mit FCS Express 4 (De Novo Software) und Microsoft Excel
analysiert. Ausgehend vom spezifischen Bereich (Gate) im FSC/SSC-Punkt-Diagramm wur-
den 20000 Zellen ausgewertet. Die GFP-Intensitét wurde mit einem 488 nm Laser angeregt
und innerhalb eines Bandpasses von 530/30 detektiert. Die mCherry-Intensitét wurde durch
Anregung mit einem 561 nm Laser erkannt und mit einem 610/20 Bandpassfilter detektiert.
Die mittlere GFP- und mCherry-Expression von LAT2 oder Mutanten und CD98 wurde als
quantitative Maf fiir die Gesamtproteinexpression von LAT2 (oder Mutanten) und CD98

berechnet.
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3.6 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (LSM) von
Hek293-Zellen

Fiir den mikroskopischen Bereich ermdglicht die Technik der konfokalen LSM die Darstellung
von Proteinen. Hiermit er6ffnen sich Visualisierungsoptionen gegeniiber den anderen protein-
biochemischen Methoden. Bei der konfokalen LSM tritt das Laserlicht durch eine Loch-Blende.
Mittels elektronischer Steuerung kann der Strahl das Objekt zeilenweise scannen. Reflektiertes
Licht trifft wieder auf den Rasterspiegel und erreicht nach einer zweiten Loch-Blende einen
Detektor. Diese so entstandene Punkt-zu-Punkt-Abbildung wird im Rechner durch Korrelati-
on des mechanischen Rastervorganges mit den Lichtintensitdten erzeugt. In der vorliegenden
Arbeit wurde das LSM 510 META - ConfoCor2 verwendet, um die zelluldre Lokalisation
der GFP- und mCherry- Fusionsproteine zu untersuchen. Als Anregungslichtquellen standen
am Mikroskop folgende Laser zur Verfiigung: Argonionen-Laser (364 nm) und Argon-Laser
(458 nm, 488 nm, 514 nm). Die Aufnahmen erfolgten mit dem Objektiv Plan-Apochromat 63
/1.40 Oil DIC.

3.6.1 Kolokalisationsstudien mit LAT2-exprimierenden Hek293-Zellen

Zur zelluldren Lokalisation von Proteinen wurden Kolokalisationsstudien mit koexprimierten,
Fluoreszenz-markierten Proteinen (LAT2-GFP, CD98-mCherry) durchgefithrt. Fiir die An-
farbung der Plasmamembran wurde ein spezifischer Fluoreszenzfarbstoff (Trypanblau) ver-
wendet, der als Komplex mit Membranproteinen fluoresziert, aber nicht in intakte Zellen
eindringt. Hek293-Zellen wurden auf Deckglésern in 35 mm-Schalen ausgesit und, wie in Ab-
schnitt 3.1.1 beschrieben, transient transfiziert. Zwei Tage nach der Transfektion wurden die
Deckgléser in einer Kiivette befestigt und 37 °C warmes PBS hinzugegeben. Je nach Erfor-
dernis wurden einige Tropfen Trypanblauldsung (Endkonzentration 0,05 % (w/v)) dazugege-
ben. LSM-Aufnahmen stellen die GFP-Fluoreszenz griin und die Trypanblau-Fluoreszenz oder
mCherry-Fluoreszenz rot dar. Bei Uberlagerung der LSM-Aufnahmen beider Kanile wurde

die Kolokalisation der Fluoreszenz durch eine Gelbfiarbung visualisiert.

3.6.2 Proteinexpressionsanalyse auf der Plasmamembran

Die semiquantitative Auswertung der Proteinexpression auf der Plasmamembran erfolgte mit-
hilfe der Software ZEN 2010. Zur Auswertung wurden 60 bis 100 Zellen verwendet und fiir
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jede Zelle je ein reprisentativer Bereich fiir die jeweilige Fluoreszenz im Zytosol sowie in der
Membran ausgewahlt. Die Trypanblau-Fluoreszenz diente lediglich zur Orientierung bei LAT2-
GFP-exprimierenden Zellen. Des Weiteren wurden fiir die ausgewihlten Bereiche die mittle-
ren Fluoreszenzintensititen ermittelt. Zusitzlich wurde in jeder Aufnahme die Hintergrund-
Fluoreszenz in einem Bereich ohne erkennbare Fluoreszenz bestimmt und als Hintergrundrau-
schen von den ermittelten Fluoreszenzwerten subtrahiert. Zum Schluss folgte die Berechnung

des Membran-Anteils gegeniiber dem Gesamt-Fluoreszenz- Anteil.

3.7 Transportmessungen von radioaktiv markierten Substraten

Zur Charakterisierung der Aufnahme und Abgabe von Substraten iiber Transportproteine
wurden Transportversuche an Xenopus laevis Qozyten aus der Gattung der Krallenfrésche und
an der adhirent wachsenden Hek293-Zelllinie durchgefiihrt. LAT2 und alle LAT2-Varianten,
die oben beschrieben wurden, sollten auf ihre Transportrate hin untersucht werden. Die dabei
verwendete Messlosung bestand zu einem kleinen, errechneten Anteil aus radioaktiv markier-
ter Substanz, wobei die erwiinschte Konzentration durch Zugabe von unmarkierter Substanz

erreicht wurde.

3.7.1 Bestimmung der Substrataufnahme bei Hek293-Zellen

Bevor die Messungen an LAT2-{iberexprimierenden Hek293-Zellen durchgefiihrt werden konn-
ten, wurden diese zweimal mit PBS gewaschen, um Substrate aus dem Kulturmedium, wie
u.a. AS, zu entfernen. Das PBS wurde abgesaugt und die Aufnahmemessung durch Gabe von
600 puL. Transportpuffer gestartet. Der Transportpuffer war mit 100 nM unmarkiertem und
0,1 nM radioaktiv markiertem 3,3’-Ts supplementiert. Die Aufnahme erfolgte fiir 60 min bei
RT. Anschliefend wurde der Transport durch Absaugen des radioaktiven Transportpuffers
und durch mehrmaliges Spiilen mit eiskaltem Waschpuffer gestoppt. Die Lyse der Zellen wur-
de durch die Zugabe von 1 mL einer 0,1 N NaOH-L&sung hervorgerufen. Anschliefend wurde
die Suspension in Messrohrchen iiberfithrt und zuletzt die Radioaktivitit der aufgenommenen

Substrate am y-Counter aufgezeichnet.
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Tabelle 3.16: Zusammensetzung der Losung fiir die Substrataufnahme bei Hek293-Zellen

Loésung Chemikalie Menge

Waschpuffer (pH 7,4) Hek293
NaCl 125 mM

oder

ChCl 125 mM
KC1 5 mM
CaCl; (Dihydrat) 1,3 mM
MgCl, (Hexahydrat) 1,2 mM
HEPES 25 mM
D-Glucose 5,6 mM

Transportpuffer (pH 7,4) Hek293

Waschpuffer mit

radioaktives SDH-Substrat 0,1 nM

oder
radioaktives A A-Substrat 10 nM
dquivalentes nicht-radioaktives 100 nM -
Substrat 1mM

3.7.2 Bestimmung der Substrataufnahme bei Oozyten

Zur Aufnahmemessung wurden 10-15 optisch vitale Oozyten verwendet. Diese wurden in einer
Kavitédt platziert und mit Waschpuffer gespiilt. Der Transportpuffer wurde mit dem zu testen-
den Substrat angesetzt, jedoch war zu beriicksichtigen, dass die Endkonzentration von DMSO
im Transportpuffer 0,2 % nicht iiberschreiten darf. Die Qozyten wurden in 600 uL Transport-
puffer fiir 60 min bei RT inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurden sie gewaschen: Dazu wurden
sie vorsichtig in eine Kavitit mit eiskaltem Waschpuffer iiberfiihrt. Dieser Waschvorgang er-
folgte weitere sechs Male auf Eis. Schliefslich wurden die Oozyten zur Messung einzeln in
Messrohrchen iiberfiihrt und die Radioaktivitat des aufgenommenen Substrats im y-Counter
aufgezeichnet. Die gemessenen Werte der Radioaktivitit der nicht-injizierten Zellen wurden

stets als Hintergrund von den Werten der injizierten Oozyten abgezogen.

Tabelle 3.17: Zusammensetzung der Losung fiir das Arbeiten mit Oozyten

Lésung Chemikalie Menge
Waschpuffer (pH 7,5)
Standard ChCl 100 mM
oder
NaCl 100 mM
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Tabelle 3.17: Zusammensetzung der Losung fiir das Arbeiten mit Oozyten

Lésung Chemikalie Menge
KCl 2 mM
CaCl; (Dihydrat) 1 mM
MgCl, (Hexahydrat) 1 mM
HEPES 10 mM
Tris 10 mM

Transportpuffer (pH 7,5) Oozyten

Waschpuffer mit

radioaktives SDH-Substrat 0,1 nM
oder
radioaktives AA-Substrat 10 nM

dquivalentes nicht-radioaktives Substrat 100 nM - 1mM

3.7.3 Zeitabhingige Aufnahmestudien

Die zeitabhingigen Substratbestimmungen wurden nur bei nicht-injizierten und LAT2-WT
injizierten OQozyten durchgefiihrt. Die Aufnahme erfolgte in einem Zeitraum von 1 min bis
120 min bei RT. Dariiberhinaus glich die Versuchsdurchfiihrung der oben beschriebenen. Die
Methode diente der Ermittlung der basalen Substrataufnahme gegeniiber den {iberexprimie-
renden Zellen, um einen optimalen Aufnahmezeitpunkt festzulegen. Hierzu wurde schlieflich
die Relation zwischen den WT-injizierten und den nicht-injizierten OQozyten berechnet. Der
Zeitpunkt mit der grofiten Relation wurde schlieflich fiir die weitere konzentrationsabhéngige

Substratmessung verwendet.

3.7.4 Konzentrationsabhingige Aufnahmestudien

Sobald LAT2-Varianten erhdhte 3,3’-Te-Aufnahmeraten nach 60 min zeigten, wurden Auf-
nahmemessungen bei unterschiedlichen Konzentrationen fiir diese Varianten durchgefiihrt. Die
konzentrationsabhéngige Messung zu einem Zeitpunkt charakterisierte die Affinitét eines Sub-
strats zum Transporter und die Transportaktivitit. Diese folgt der Michaelis-Menten-Kinetik,
wobei die Konstanten Michaelis-Menten-Konstante (K,,,) und die Maximalgeschwindigkeit ei-
ner Reaktion (V;,4,) Mafe zur genauen Transportbestimmung sind. Die Versuchsdurchfiih-
rung erfolgte wie oben beschrieben; die einzige Abweichung war die Zusammensetzung des

Transportpuffers (Tabelle 3.18), in dem die Oozyten fiir 60 min inkubiert wurden.
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Tabelle 3.18: Verdiinnungsreihe des Transportpuffers zur konzentrationsabhidngigen Transportmessung
SHD M Faktor Vges tL Vspr@o yM) L Vpuffer uL

40 - 11.500 4000 -
30 1,33 4.000 3.007 992
20 2 4.000 2.000 2000
10 4 4.000 1.000 3000
5 8 4.000 500 3.500
40 4.000 100 3.900

3.7.5 Aufnahmemessungen durch kompetitive Inhibition

Unmarkierte Substanzen kénnen iiber das Vorliegen der Fahigkeit zur kompetitiven Inhibition
des 3,3’-To-Transports charakterisiert werden. Dies ermdglichte uns die Untersuchung vieler
unterschiedlicher Substratvarianten. Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte wie oben beschrieben.
Oozyten wurden bei RT fiir 60 min mit 3,3’-T9 inkubiert. Auferdem wurden dem Transport-
puffer die Testsubstanzen dazugegeben. Dafiir wurden SDH oder SDH-dhnliche Substanzen
mit einer Stammkonzentration von 10 mM oder 40 mM in DMSO gel6st. Testsubstanzen mit
hydrophoben Eigenschaften wurden direkt im Transportpuffer gelost und wiesen eine End-

konzentration von 1 mM auf.

Selektion von Testsubstanzen

Die Suche nach geeigneten Testsubstanzen erfolgte mit Hilfe unserer eigenen FMP in-house
Datenbank (DACS, http://www.open-dacs.de/index.jsp). Sie umfasst 9,1 Millionen Substan-
zen, die bei 39 Anbietern kommerziell erhiltlich sind. Die Suche nach geeigneten Testsub-
stanzen erfolgte auf Grundlage von vorhandenen Substrukturen und von Substanzen, deren
Transport iiber LAT2 bekannt war. Substanzen, die in die Struktursuche eingebunden wur-
den, waren das Gesamtspektrum der AS, alle Schilddriisenhormone und ihre Derivate, sowie
das Geriist von BCH, dem LAT-spezifischen Inhibitor. Aus der Suche nach Substrukturen re-
sultierten 512 dhnliche Substanzen. Aus dieser Bibliothek wurden die 14 vielversprechendsten

Derivate manuell ausgewéhlt und beim jeweiligen Unternehmen bestellt.

ol



Kapitel 3. Methoden

3.7.6 Etablierung einer Abgabemessung

Fiir die Etablierung einer Abgabestudie untersuchten wir verschiedene Bedingungen (Zeit,
Konzentration, Transstimulation) hinsichtlich der Charakteristik eines Antiporters. Dazu wur-
den die Oozyten, wie oben beschrieben, fiir 60 min mit einem radioaktiv markierten Substrat
inkubiert. Ziel dieser Pra-Inkubation war es, die Oozyten zunichst mit dem Substrat zu be-
laden, um iiberhaupt einen potentiellen Efflux messen zu kénnen. Anschliefsend wurden die
Oozyten sechsmal auf Eis mit Puffer gewaschen und danach in ein Messgefaf iiberfiihrt. Die-
ses enthielt entweder nur Waschpuffer oder Waschpuffer supplementiert mit AS bzw. SDH fiir
die Trans-Stimulation. Der Puffer wurde abgenommen und in ein Messrohrchen gegeben. Die

initialen Effluxraten wurden zwischen 1 min und 30 min Inkubationsdauer aufgenommen.

3.7.7 Bestimmung der Substratabgabe bei Oozyten

Der 60-miniitigen Pra-Inkubation schlossen sich weitere 60 min Inkubationszeit im Efflux-
puffer bei RT an. Die Radioaktivitdt von 10-15 Oozyten wurde nach der Substrataufnahme
unmittelbar im Anschluss an den Waschvorgang gemessen. Des Weiteren wurden 10-15 Oozy-
ten in den Effluxpuffer iiberfiihrt. Dabei wurden die drei LAT2-Varianten betrachtet, die zuvor
eine erhéhte Aufnahme von 3,3’-Ty zeigten. Die Effluxdaten der LAT2-Varianten wurden im
Vergleich zum WT gesetzt. Damit die Aufnahme im Verhéltnis zur Abgabe stand, musste

zuvor fiir jedes Konstrukt die Relation zwischen Aufnahme und Abgabe ermittelt werden.

3.7.8 Praparation zur Fliissigszintillationsmessung

Die Transportmessung der Tritium-markierten AS erfolgte durch die Messung der g-Strahlung
in homogener Phase. Dazu wurden die Oozyten nach dem mehrmaligen Waschen einzeln in
ein Szintillationsgefdf iiberfithrt und fiir 60 min mit 200 pL 0,1 N NaOH lysiert. Anschliefend
wurden 4 ml organische Szintillatoren hinzugegeben und die Probe gut geschiittelt, sodass
die Phasen gut vermischt wurden. Die aufgenommene Radioaktivitdt wurde im Fliissigszin-

tillationszdhler detektiert.
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3.8 Statistische Auswertungen

Bei den Transportmessungen mit radioaktiv markierten Substraten wurden die Mittelwerte
sowie die mittleren Standardabweichungen (SEM) oder der Standardfehler (SD) von min-
destens zwei voneinander unabhéngigen Versuchen ermittelt. In einer Excel-Tabelle wurden
die Ergebnisse aus den Aufnahme- oder Abgabemessungen berechnet um die Substrataufnah-
me bzw. -abgabe pro Zeiteinheit in pmol Substrat/Oozyte/min zu errechnen. Die graphische
Darstellung und statistische Auswertung der Ergebnisse wurde mit dem Programm GraphPad
Prism 4 durchgefiihrt. Die Daten sind als Mittelwert £ SEM oder SD dargestellt. Bei unab-
héngigen Stichproben wurde ein ungepaarter t-Test verwendet, bei Mehrfachvergleichen ein
One-way ANOVA mit einem Bonferroni’s Multiple Comparison Test angewandt und damit
auf Signifikanz der Mittelwerte zwischen den getesteten Gruppen iiberpriift. Die Konstanten

K,, und V4, wurden nach der Michaelis-Menten-Gleichung

[y = Vimaz[S]/ (Km + [S])] (3.1)

mit der selben Software bestimmt und dargestellt.

3.9 Bioinformatische Arbeiten

3.9.1 Modellierung von Proteinstrukturen

In allen Bereichen der Lebenswissenschaften steigt das Interesse nach Proteinstrukturen. Diese
Tatsache unterstreicht die Bedeutung der Bestimmung und Vorhersage von dreidimensionalen
Proteinstrukturen. Neben der Vielfalt an experimentellen Untersuchungsmethoden spielt die
Modellierung von Proteinstrukturen eine wichtige Rolle zum Erstellen von neuen Proteinen
und Liganden. Der allgemeine Ablauf zur Protein-Modellierung ist im Diagramm 3.2 darge-
stellt. Die sich am meisten bewédhrte Methode zur Generierung von neuen Proteinstrukturen
ist die Kombination der Nutzung von verschiedenen Algorithmen sowie der manuellen Inter-
vention und Erfahrung aus Datenbanken von homologen Proteinen, wie z.B. die Datennutzung

von Mutationen oder anderen experimentellen Ergebnissen.
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Target - Sequenz

1. Suche nach homologen Proteinstrukturen

2. Multiples Sequenzalignment

3. Sekundérstrukturvorhersage

Optimierung

4. Modell-Generierung fiir Target - Sequenz

5. Optimierung der molekularen Struktur

6. Evaluierung mit Hilfe von experimentell ermittelten Strukturdaten

Homologiemodell

Abbildung 3.2: Allgemeines FlieRschema zur Generierung von dreidimensionalen Proteinstruk-
turen. Zuerst erfolgt ein Sequenzabgleich, um homologe Proteinsequenzen zu identifizieren. Das Alignment
wird mit der ausgewdhlten Template-Sequenz und der Target-Sequenz erstellt. Die Vorhersage der Sekundér-
strukturelemente, die in der Zielsequenz auftreten kdnnen, wurden bestimmt. Es folgte die Modellgenerierung
mit den ermittelten Strukturdaten. Die Uberpriifung der Loop-Bereiche erfolgte durch manuelle Uberarbeitung
und schlieflich eine Energieminimierung. Zur Evaluierung wurden Mutationen generiert und experimentell un-
tersucht, sodass eine Orientierung der Residuen ermdglicht war.
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3.9.2 Suche nach homologen Proteinen

Zunichst erfolgte eine FASTA-Suche nach geeigneten homologen Proteinstrukturen in der
Protein-Datenbank (RCSB) (PDB) (www.rcsb.org). Sind Proteine homolog, haben sie sich
evolutiondr angepasst, entspringen jedoch gemeinsamer Vorfahren. So sind Proteine, die einer
Familie zugeordnet werden, sehr Sequenz-dhnlich und korrelieren auch in ihrer rdumlichen
Anordnung, wobei die Proteine nicht unbedingt die gleichen Funktionen besitzen miissen. Die
Suche nach homologen Proteinen, welche als Templates verwendet werden konnten, erbrachte
12 Resultate. Es wurden zwei Strukturen ausgewihlt, nach denen die Sequenzhomologie im
Detail analysiert wurde. Zum einen der Arginin-Agmatin Transporter (AdiC, PDB: 3L1L),
welcher den Liganden Arginin in der Bindungstasche aufweist, und zum anderen ein Mitglied
der APC-Superfamilie (ApcT, PDB: 3GIS8). Sie sind beide Kristallstrukturen mit einer Auf-
16sung von mindesten 3 A und besitzen eine Identitit von etwa 15 % und eine Ahnlichkeit
von ungefahr 30 % zur Sequenz von LAT2. AdiC, ApcT sowie LAT2 sind alle Mitglieder der
APC-Superfamilie. Sie besitzen eine 12-TMH-Struktur mit einem besonderen Loop (wieder
eintauchendes Muster zwischen der TMH2 und 3). Zudem ist die Superfamilie fiir eine sich
wiederholende 5+5 inverse Faltung der TMHs bekannt.

3.9.3 Sekundirstruktur- und Topologie-Vorhersage

Das Ziel war, aus einer LAT2-Sequenz eine Sekundérstruktur fiir die noch unbekannte Prote-
instruktur zu berechnen, um eine genauere Klassifizierung durchzufiihren. Um die Sekundér-
struktur eines Proteins bestimmen zu kénnen, muss zunfchst seine Primérstruktur bekannt
sein; jedoch kann nicht unmittelbar aus der Aminosduresequenz auf die Sekundérstruktur
geschlossen werden. Es existieren viele Methoden, um relativ gute Vorhersagen fiir Sekundér-
strukturen zu erhalten. Eine der ersten publizierten Methoden, berechnete die Wahrscheinlich-
keit fiir das Vorkommen einzelner AS in einer Sekundérstruktur auf der Basis von bekannten
Kristallstrukturen (Chou and Fasman, 1978). Eine weitere gelaufige Methode zur Vorhersage
der Sekundérstruktur sind Neuronale Netze (z.B. PSIPRED). Sie umfassen eine Vielzahl von
Einheiten, die die Fihigkeiten besitzen, eine Aufgabe, die Klassifikation, selbststindig aus
Trainingsbeispielen zu erlernen. Diese Methode verbessert die Giite der Vorhersage (Jones,
1999). Zur Bestimmung der Helix-Grenzen wurden Skalen der Hydrophobizitit verwendet.
Die Methode basiert u.a. auf dem Hidden-Markov-Modell: Hier werden stetig neue Trainings-

daten aus Kristallstrukturen ermittelt, um die Topologie der TMHs besser vorhersagen zu
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kénnen. Eine optimale Methode der Wahl gibt es jedoch nicht. Aus diesem Grund wurden in

der vorliegenden Arbeit verschiedene Sekundarstruktur-Vorhersage-Methoden angewendet.

3.9.4 Multiples Sequenzalignment

Zur FErstellung eines multiplen Sequenzalignments wurden alle bekannten Sequenzen un-
terschiedlicher Spezies der Proteinfamilien SLC7 (SLC7A6 (LAT1), SLC7TA8 (LAT2) und
SLCTA1L (xCT)) verwendet. Im ersten Schritt wurde unter Verwendung der Software Biok-
dit ein automatisches Alignment mit dem Algorithmus von ClustalW erzeugt (Thompson
et al., 1994). Auf der Basis einer etwa 30 %igen Sequenzéhnlichkeit wurde die evidenzbasierte
Substitutionsmatrix BLOSUMG62 fiir den Vergleich und zur Erstellung des Alignments benutzt
(Henikoff and Henikoff, 1992). Ein Vorteil dieser Methode ist, dass eine groke Menge von lan-
gen Sequenzen in kurzer Zeit super-positioniert werden. Zudem ist die Wahrscheinlichkeit des
Erhalts eines optimalen multiplen Alignments hoch, wenn Sequenzen einer Proteinfamilie ver-
glichen werden. Die Nachteile des multiplen Alignments sind Liicken in den TMHs (Gaps), die
dadurch auch entstehen kénnen. Es folgte anschliefsend eine manuelle Feinabstimmung, sodass
entstandene Liicken aus den TMHs in die variablen Bereiche (Loops) transferiert wurden. Aus
dem Alignment folgernd zeigt sich, dass TMHs 1-6 der AdiC-Struktur und die Sequenzen der
TMHs 7-12 der ApcT-Struktur am Besten gleichen.

3.9.5 Molekulare Modellierung des Transmembranproteins LAT?2

Das komparative LAT2-Modell wurde schlieklich aus zwei Kristallstrukturen generiert. Die
TMH-Konstruktion des chiméren Modells erfolgte auf der Grundlage der AdiC- und der ApcT-
Sequenz und ihrer dreidimensionalen Strukturen. Die Ergebnisse aus der Sekundérstruktur-
Vorhersage wurden verwendet, um die Helix-Grenzen optimal anzuwenden. Das manuelle
Verfeinern des molekularen Strukturmodells wurde mit Hilfe von Sequenzdhnlichkeiten und
dadurch markanten finger-print features in den TMHs durchgefiihrt. Die Struktur-Motive
oder die TMHs wurden aus der extrazelluldr offenen ApcT-Konformation in die Substrat-
gebundene, verschlossene AdiC-Konformation transferiert. Dies hatte zur Folge, dass eine
leichte Verschiebung der a-Helix fiir LAT2 hervorging. Die Helices 1-4 und 6-7 des Homolo-
giemodells wurden aus dem AdiC-Template verwendet; dahingegen wurden die korrespondie-
renden Helices 5 und 8-12 aus der ApcT-Struktur ibernommen. Hoch konservierte Residuen
und finger-print features wie *>IxGSGxF°® in der TMH1 und 243SFxG?%6 in der TMHG6 wiesen
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stark darauf hin, dass die Substraterkennung in AdiC &hnlich derer in LAT2 funktionieren
konnte. Daraus ergeben sich folgende Residuen, die je eine der 12 TMIHs umgeben: THMI,
Gly* - Leu, TMH2, Gly™ - Val’, TMH3, Leu'!6 - Val'¥5, THM4, Ser!58 - Trp!™ TMHS5,
Arg!80 - 11205 TMHG6, Gly?3! - Val?®3, THM7, Lys?62 - Thr?®®, TMHS, Leu®!® - Ala3,
TMHY, Pro3%3 - Val3™ THM10, Met38 - Leu?%®, TMH11, Ser??? - Trp?42, TMH12, Gly*®! -
His?™,

Das Generieren des Modells und der variablen Loop-Bereiche erfolgte mit Hilfe der Softwa-
re Sybyl-X2. Zur Loop-Modellierung beinhaltet das Programm ein spezielles Protein-Loop
conformational search Tool. Diese Methode basiert auf der ab-initio-Generierung, welche mit
der Datenbank PRODAT verkniipft ist, die auf Loops aus Kristallstrukturen zuriickgreift.
Durch diese Technik wurde das Schlieffen der entstandenen Liicken ermdoglicht, indem Resi-
duen oder Loop-Strukturen eingefiigt wurden. Seitenketten und Loop-Bereiche wurden nach
der Mutation repariert und ihre Stellung zunéchst manuell optimiert, damit die automatische
Berechnung mit dem AMBER7 FF99 Kraftfeld und der Gasteiger-Marsili-Ladung durchge-
fiihrt werden konnte. Schlieflich wurde eine Gradienten-Minimierung bis zum Erreichen einer

terminalen Energie von 0.1 kcal/ (mol x A) vorgenommen.

3.9.6 Docking-Analyse von Liganden

Ein Vorteil der AdiC-Kristallstruktur war, dass ein Ligand in der Bindungstasche mit kristal-
lisiert wurde und damit die Substratorientierung fiir das Modell eindeutig war. Substanzen
aus der Tabelle 2.2 wurden manuell in die putative LAT2-Bindungstasche eingepasst. Das
Docking und die Optimierung erfolgten gleichermafen mit der Software Sybyl-X2 und die
Energieminimierung wurden mit dem AMBER7 FF99 Kraftfeld berechnet. Die Aspekte die
hierbei betrachtet wurden sind der mégliche Liganden-Raum im Protein und seine potenti-
ellen Wechselwirkungen. Es wurde zunéchst eine hohe Flexibilitdt des Ligandens sowie des
Proteins betrachtet, wodurch sich verschiedene Superpositionen ergaben. Durch die Bindungs-
kenntnis des Arg-Ligandens in AdiC wurden definierte Atome gezwungen, miteinander iiber
Wasserstoffbriickenbindungen zu interagieren. Die gefundenen Komplexe von Protein und Li-
gand wurden anhand von einer Scoring-Funktion bewertet und sortiert und zudem wurden

diejenigen mit dem gréften Zahlenwert wurde schliefslich ausgewdhlt und visualisiert.
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4 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde der membranstindige L-Typ Aminosiuretransporter 2
(LAT2) untersucht. Seine Verantwortlichkeit fiir die Aufnahme und Abgabe von Schilddrii-
senhormonen (SDH) in Zellen soll hier néher betrachtet werden. Vor Beginn dieser Arbeit
wurde zuvor vermutet, aber nie eindeutig gezeigt, dass SDH oder ihre Derivate auch iiber
den LAT?2 transportiert werden konnen. Die Tatsache, dass weder die SDH-Spezifitdt noch
die SDH-Transportfahigkeit fiir LAT2 bekannt waren, steigerte das Interesse, die Struktur-
Funktionsbeziehungen von LAT2 aufzukliren. Es sollte mittels zielgerichteter, genetischer
Variabilitét herausgefunden werden, welche spezifischen Aminosduren (AS) im LAT?2 fiir den
SDH-Transport essentiell sind. Mit Hilfe der Substratmodifikationen sollten dariiberhinaus
die molekularen Substrateigenschaften untersucht werden und daraus Schlussfolgerungen fiir
den molekularen Mechanismus gezogen werden. Diese in vitro-Untersuchungen erfolgten zum
einen mit klassischen AS, um die Auswirkungen der Transporter-Verinderungen auf den ty-
pischen Aminosduretransport von LAT2 zu identifizieren; zum anderen stand die Aufklarung
des Transports der SDH und ihrer Derivate sowohl iiber LAT2 als auch tiber unterschiedliche
LAT2-Varianten im Fokus dieser Arbeit.

4.1 Die in vitro Charakterisierung des murinen LAT2

4.1.1 Aufnahmestudien mit L-[’H]-AS iiber LAT2 in Oozyten

Zur Etablierung eines Transportsystems wurden Aufnahmestudien angelehnt an die Verof-
fentlichung von Pineda (Pineda et al., 1999) mit AS in Xenopus laevis Oozyten reproduziert.
Fiir den Aminoséuretransport konnte bereits 1999 gezeigt werden, dass der LAT2 (als leichte
Kette bezeichnet) nur in Anwesenheit des Eskortproteins CD98 (als schwere Kette bezeichnet)
in die Plasmamembran integriert wird (Ritchie et al., 1999; Nakamura et al., 1999). Wir konn-

ten fiir unsere Transportstudien zunéchst das Vorliegen der Expression von LAT2 und CD98
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mittels Western Blot in injizierten Oozyten nachweisen. Die ermittelte Expression nach Imm-
unfirbung mit dem CD98-AK (siehe Abbildung 4.1 (A)) sowie nach der Immunfirbung mit
dem LAT2-AK (sieche Abbildung 4.1 (B)) zeigen eindeutige Banden der beiden Proteine im
Gesamtlysat. Anschliefend folgte die Analyse des Aminosduretransports. Die nicht-injizierten
Oozyten zeigten eine unbedeutende L-Leucin (Leu)- und L-Phenylalanin (Phe)-Aufnahme,
wéhrend die LAT2 und CD98 koinjizierten Oozyten eine stark gesteigerte Aufnahme zu ei-
nem Zeitpunkt nach 20 min aufwiesen (Abbildung 4.1 (C) und D)).
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Abbildung 4.1: Expression und Aminoséuretransport in Oozyten. Expression und Aminosduretrans-
port in Oozyten. LAT2 und CD98 injizierte Xenopus laevis Oozyten wurden auf Proteinexpression mittels
Western Blot und auf die Aufnahme von AS getestet. Die Expression des Transporters erfolgte im Gesamtlysat
von Oozyten. A, Immunfiarbung mit einem CD98-AK. B, Immunférbung mit einem LAT2-AK. Die Aufnahme
von radioaktiv markiertem C, Leu (100 nM) und D, Phe (100 nM) iiber 20 min bei RT zeigen die Mittel-
werte von jeweils 10-15 Qozyten + SEM aus mindestens zwei voneinander unabhingigen Experimenten. Die
statistischen Unterschiede wurden mittels t-Test berechnet (*P < 0,05). Verdndert nach (Kinne et al., 2015)
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4.1.2 LAT2-Membranexpression nur als Heterodimer mit CD98 in
Hek293-Zellen

Die Expressionsuntersuchungen wurden mit transient transfizierten Hek293-Zellen durchge-
fiihrt. Die leichte Kette des Transporters LAT2 und sein essentielles Eskortprotein CD98 wur-
den mit einem fluoreszierenden Marker gekennzeichnet, sodass die Lokalisation in der Zelle
iiber die Durchflusszytometrie und auf der Plasmamembran mittels laser scanning microscopy
(LSM) ermittelt werden konnten. Die Zellen wurden mit LAT2-GFP und CD98-mCherry ein-
zeln und gemeinsam transient transfiziert und anschlieffend analysiert. Die LAT2-GFP einzeln
transfizierten Zellen zeigen eine retikuldre Farbung des Zytoplasmas (griin) (Abbildung 4.2
(A)). Durch die Gabe von Bromphenolblau (rot) werden die Grenzen der Plasmamembran
deutlich (Abbildung 4.2 (B+E)). In der Uberlagerung beider Bilder befindet sich LAT2-GFP
nur im Zellinneren, jedoch nicht an der Plasmamembran, weil keine Kolokalisation (gelb) an
der Membran sichtbar wird (Abbildung 4.2 (C)). Die transiente Einzeltransfektion von CD98-
mCherry zeigt hingegen eine Lokalisation des Monomers an der Zelloberflache (Daten hier
nicht dargestellt). Bei transienter Kotransfektion liegt LAT2-GFP an der Plasmamembran
(Abbildung 4.2 (D)). Nach Uberlagerung beider Kanile wird deutlich sichtbar, dass LAT2
nur als Heterodimer LAT2/CD98 an der Membran zu lokalisieren ist (gelb) (Abbildung 4.2
(F)). Die Resultate der Durchflusszytometrie, welche das Gesamtprotein ermittelt, weisen ei-
ne vergleichbare Expression auf, unabhéngig davon, ob ein Protein einzeln oder kotransfiziert
wurde (Abbildung 4.2 (G)).

4.1.3 Koexpression von LAT2 und CD98 induziert Natrium-unabhingigen
SDH-Transport in Oozyten

Zur Charakterisierung der Transporteigenschaften von LAT2 und zur weiteren Etablierung
des Assays wurde das in vitro-Modell zur Transporteriiberexpression in den Xenopus laevis
Oozyten genauer untersucht. Die Uberexpression in Qozyten stellt ein solides System zur Un-
tersuchung der Substratspezifitdt von Transporterproteinen dar. Dazu wurden zunéchst die
¢cRNA von LAT2 und CD98 sowohl einzeln als auch koinjiziert und der Transport von radio-
aktiv markierten Substraten in die Oozyten gemessen. Wie in Abbildung 4.3 (A) dargestellt,
ist ausschlieflich der SDH-Transport bei koinjizierten Qozyten messbar und zudem signifikant
unterschiedlich. Bei einzeln injizierter cRNA von LAT2 oder CD98 ist die 3,3’-T9-Aufnahme

gleichzusetzen mit der Aufnahme durch nicht-injizierte oder HoO-injizierte Qozyten. Bei der
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Abbildung 4.2: Expressionsuntersuchungen des LAT2/CD98- Heterodimers in Hek293-Zellen
mit den zwei konventionellen Methoden: LSM und Durchflusszytometrie. Hek293-Zellen wurden
einzeln oder gemeinsam mit cDNA von eGFP-LAT2-N1 und CD98 transient transfiziert. Die Oberflichenex-
pression wurde mittels LSM detektiert. Die Detektion der Einzeltransfektion von LAT2-GFP zeigt (A) ein
GFP-Fluoreszenzsignal nur im Zytoplasma (griin) und (B) die Markierung der Zelloberfliche mit Trypanblau
(rot). Die anschlieRende Uberlagerung der beiden Floureszenzen zeigt (C) keine gelbe Firbung an der Plasma-
membran. LAT?2 einzeln exprimiert ist nicht an der Zelloberfliche lokalisiert. Die Koexpression stellt (D) die
Detektion der GFP-Fluoreszenz (griin), (E) die Markierung der Zelloberfliche mit Trypanblau und (F) nach
Uberlagerung beider Fluoreszenzen eine Kolokalisation in gelb an der Plasmamembran dar. Verindert nach
(Hinz et al., 2017) (G) Fiir alle Konstrukte wurde das Gesamtprotein mit der Durchflusszytometrie ermittelt.
Das Ergebnis zeigt, dass alle transient transfizierten Konstrukte dhnlich exprimiert sind, unabhingig davon,
ob eine Einzel- oder Kotransfektion durchgefithrt wurden.
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Untersuchung auf Transportabhingigkeit von Natrium, dargestellt in Abbildung 4.3, stell-
te sich heraus, dass es keinen Unterschied bei der SDH-Aufnahme im Vergleich zwischen
Natrium- und Cholin-haltigem Puffer gibt. Um einen optimalen Zeitpunkt und beste Bedin-
gungen fiir weitere Messungen zu ermitteln, erfolgte eine SDH-Aufnahme zu unterschiedlichen
Zeitpunkten. Nach Berechnungen der Relation von nicht-injizierten zu koinjizierten Oozy-
ten wurde fiir den Zeitpunkt 60 min der grofte Unterschied festgestellt. Schliefilich konnten
nach allen ermittelten Faktoren auch die kinetischen Parameter K,,, = 18,6 uM und V40 =
5,4 pmol 60 min bestimmt werden. Die Aufnahme durch koinjizierte Qozyten erfolgte hier bei

60 min und SDH-Konzentrationen zwischen 0,1 - 25 pM.

4.1.4 Identifizierung von SDH als Substrat fiir den LAT2 in Oozyten

Um die Spezifitdt der SDH-Subtypen flir LAT2 zu ermitteln, wurden Aufnahmestudien von
radioaktiv markiertem SDH (100 nM) in LAT2/CD98 koinjizierten Xenopus laevis Qozyten
iiber eine Dauer von 60 min bei RT durchgefiihrt. Die induzierte Aufnahme in LAT2/CD98
koexprimierenden Oozyten konnte nur fiir die beiden SDH-Subtypen 3,3’-T9 und T3 gemessen
werden (Abbildung 4.4 (A)). Fiir rT3 und T4 konnte kein signifikanter Unterschied zu den
nicht-injizierten Oozyten ausgemacht werden (Abbildung 4.4 (B)). Zur Charakterisierung von
LAT?2 wurde die 3,3’-T-Aufnahme in Anwesenheit verschiedener SDH-Derivate experimentell
bestimmt (siehe Abbildung 4.3). Die Ergebnisse zeigen eine deutliche Verringerung der 3,3’-To-
Aufnahme durch die SDH-Derivate mit Ausnahme von rT3. Die SDH-Derivate mit bis zu zwei
Iodatomen kompetitieren mit 3,3’-T2 um den Transport. Fiir sie konnte eine Inhibitionsrate
zwischen 60-70 % ermittelt werden. Arbeiten zur Charakterisierung des LAT2-WTs wurden
von Anita Kinne und Melanie Wittner durchgefiihrt und gemeinsam verdffentlicht (Kinne
et al., 2015).
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Abbildung 4.3: Koexpression von LAT2 und CD98 in Oozyten induziert Natrium-unabhéngigen
SDH-Transport. Aufnahme von radioaktiv markiertem 3,3’-T2 (0,1 nM radioaktives und &dquivalentes, nicht
markiertes Substrat) in Xenopus laevis Oozyten injiziert mit cRNA von LAT2 und CD98 (46 ng) iiber eine
definierte Dauer bei RT. A, Aufnahmekonzentration 100 nM fiir 60 min bei cRNA einzeln und koinjizierten
Oozyten. B, Aufnahmekonzentration 100 nM in einem Natrium- oder Cholin-haltigen Transportpuffer fiir
60 min bei koinjizierten Qozyten. C, Aufnahmekonzentration von 100 nM fiir 1 min - 120 min bei koinji-
zierten Oozyten. D, Aufnahmekonzentration von 100 nM - 25 M fiir 60 min bei koinjizierten Oozyten. Alle
Resultate zeigen die Mittelwerte von jeweils 10-15 Qozyten = SEM aus mindestens zwei voneinander unabhén-
gigen Experimenten. Zur Kontrolle dienten nicht-injizierte oder ddH2O injizierte Oozyten. Die statistischen
Unterschiede wurden mittels one-way ANOVA berechnet (*P < 0,05). Verdndert nach (Kinne et al., 2015)
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Abbildung 4.4: Identifizierung neuer Substrate fiir LAT2. Aufnahme von radioaktiv markierten SDH-
Derivaten (100 nM) in koinjizierten Xenopus laevis Oozyten fiir 60 min bei RT. A, Aufnahme von 3,3’-T>,
T3, r'Ts und T4. B, Kompetitive Inhibition von SDH-Derivaten. Die Experimente wurden in An- und Abwe-
senheit der SDH-&hnlichen Substrate (jeweils 10 uM) durchgefiihrt. Die gemessenen Werte wurden von den
Messwerten der nicht-injizierten Oozyten subtrahiert und auf die Kontrolle (3,3’-T2-Aufnahme) normalisiert.
Alle Resultate zeigen die Mittelwerte von jeweils 10-15 Oozyten + SEM aus mindestens zwei voneinander
unabhéngigen Experimenten. Alle statistischen Unterschiede wurden mittels one-way ANOVA berechnet (*P
< 0,05). Verdandert nach (Kinne et al., 2015)

4.2 Modellierung einer ersten dreidimensionalen Struktur fiir
LAT2

4.2.1 Generierung der LAT2-Sekundéirstruktur aus zwei Kristallstrukturen

Die funktionelle Expression und Charakterisierung von LAT2 zeigte wichtige Merkmale in der
Substratspezifitit, insbesondere die hohe Affinitdt gegeniiber den SDH-Derivaten, auf. Dazu
sollten exemplarisch die dreidimensionalen Strukturen von LAT2 generiert werden, um aus
dem Modell zum einen Erklirungsansitze fiir die beobachteten Substratspezifititen und das
Substratspektrum abzuleiten und zum anderen Schliisselpositionen fiir den SDH-Transport
herauszustellen. Zur Modellierung von Proteinstrukturen erfolgt zunéichst die Suche nach ho-
mologen Proteinen durch eine FASTA-Suche in der Protein-Datenbank. Hierbei wurden zwei
Kristallstrukturen mit einer 30 % igen Sequenzahnlichkeit zur LAT2-Sequenz gefunden. Zur
Vorhersage der Sekundérstrukturen und der Topologie von LAT2 wurden frei zugingliche
Programme genutzt (Tmpred, TMHMM, HMMTOP), denen unterschiedliche Algorithmen
zugrunde gelegt sind. Mit Hilfe von ClustalW konnte ein multiples Sequenzalignment erstellt

werden, um schlieflich ein chiméres LAT2-Modell aus den beiden Kristallstrukturen (Tem-
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plates) zu generieren. Die molekulare Modellierung des Transmembranproteins LAT2 erfolgte
manuell mit Hilfe der Software Sybyl-X2. Die Vorgehensweise zur Auswahl geeigneter Templa-
testrukturen und die Modellentwicklung sind im Methodenkapitel in Abschnitt 3.9.5 genau-
er erldutert. Das Alignment in Abbildung 4.6 zeigt die zwei verwendeten Kristallstrukturen
(AdiC (PDB: 3L1L); ApcT (PDB: 3GI8)) und LAT2 mit Annotationen zur Sekundirstruk-
tur (a-Helix: Zylinder; Loop: Kurvenlinie). Die identischen Aminoséuren sind in schwarz und
die dhnlichen sind in grau abgestuft dargestellt (vgl. Abbildung 4.6). Aufgrund der geringen
Sequenzahnlichkeit (30 %) des zu modellierenden Transporters mit nur einem der beiden Tem-
plates erfolgte die Entwicklung eines chiméren Modells aus beiden Kristallstrukturen (AdiC,
ApcT). Die Zusammensetzung der zwolf TMHs in dem LAT2-Strukturmodell erfolgte jeweils
nach der hochsten Sequenzahnlichkeit oder Sequenzmerkmalen (Abbildung 4.5). Das Modell

A

AdiC - TMH

Ry Y Py R R P
Aﬂﬁmm\jﬂﬂM\ﬂMl‘i}M

Sequenzahnlichkeit und
Sequenzmerkmale

LAT2 Homologiemodell - TMH

LB IR

Abbildung 4.5: Zusammensetzung der TMHs des LAT2-Strukturmodells aus zwei Kristallstruk-
turen. A, Aus den zwolf TMHs der Kristallstrukturen AdiC (rot) und ApcT (zyanblau) wurden diejenigen,
mit der héchsten Sequenzhomologie und mit zuséitzlich {ibereinstimmenden Sequenzmerkmalen fiir das LAT2-
Strukturmodell ausgewéhlt. B, Das resultierende chimire LAT2-Strukturmodell mit den zwolf a-helicalen
Segmenten und den Loop-Regionen basierend auf AdiC and ApcT. Die Visualisierung erfolgte mithilfe der
PyMol Software.

bildet sich folglich fragmentarisch aus den einzelnen TMHs von AdiC (TMH1-4, 6, 7) und
ApcT (TMH5, 8-12). Es resultierte schlieklich fiir das LAT2-Strukturmodell eine Sequen-
zéhnlichkeit von tiber 50 % in den TMHs (siehe auch Sequenzalignment im Anhang 6.3).
Die Strukturhomologie/ Topologie der aus mehreren Fragmenten modellierten Struktur fiir

LAT2 ist damit deutlich héher im Vergleich zur Verwendung von nur einer Kristallstruktur
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als Strukturvorlage (Hinz et al., 2015).

4.2.2 Potentielle zentrale Substrat-Erkennungsstelle im LAT2-Modell

Das LAT2-Strukturmodell wurde auf der Basis von Homologie-Modellierungskriterien entwi-
ckelt. Im Anschluss an die Modell-Generierung wurde aus der Kristallstruktur des AdiC eine
mogliche Bindungsstelle abgeleitet und in der modellierten LAT2-Struktur aufgrund von Se-
quenzahnlichkeit in TMHI1 und 6 identifiziert. Das Template mit einer hohen Auflésung von
3 A wurde mit einem Liganden (Arginin) in der Bindungstasche kristallisiert, wodurch das
Ableiten einer putativen Bindungsstelle fiir LAT?2 vereinfacht wurde (siehe Abbildung 4.7). In
AdiC bindet die Carboxyl- und die Aminogruppe des Arginins iiber Wasserstoftbriickenbin-
dungen an das Riickgrat zwischen zwei TMHs (TMH1 und 6). Aufgrund der Sequenzhomolo-
gie wird fiir LAT2 in den genannten Helices mit dem IxGSGxF- und dem SFxG-Motiv eine
dhnliche Bindungsstelle wie bei AdiC vermutet. Beide Transporter gehéren zur gleichen SLC-
Superfamilie. Demnach wird auch hier eine dhnliche dreidimensionale Struktur vorhergesagt.
Die Lokalisierung der LAT2-Bindungsstelle des SDH 3,3’-T5 ist zun#chst {iber Wasserstoft-
briickenbindungen zwischen der Carboxyl- und Aminogruppe des Substrats und dem Riick-
grat des Transporters angenommen. Die Ergebnisse des Dockings orientieren das SDH mit
dem Kopf in extrazelluldrer Richtung aufgrund von freiem Raum und energetisch giinstigeren
Zustidnden in diesem extrazellulir gedffnetem und Liganden gebundenem Homologiemodell
(siehe Abbildung 4.7)(Hinz et al., 2015).

4.2.3 Transportkanal auskleidende Aminosiuren zur Auswahl fiir die
gezielte Mutation

Mithilfe der postulierten Bindungsstelle konnten gezielte Mutationen einzelner, rundherum
liegender Determinanten generiert werden. Diese wurden experimentell untersucht, um den
essentiellen Beitrag bestimmter Determinanten zum SDH-Transport genauer zu betrachten. Es
wurden zwolf unterschiedliche Positionen ausgewdhlt, wobei drei Aminosiurereste mehrmals
verdndert wurden. Die Seitenketten wurden so mutiert, dass sie ihre hydrophobe oder hydro-
phile Eigenschaften weitestgehend beibehielten, jedoch eine Verkiirzung oder Verlingerung
der Seitenkette erzwungen wurde. Eine drastische Mutation wurde nur dann durchgefiihrt,
wenn fiir homologe Proteine gleiche Literaturdaten vorlagen (Mutanten N51A/S; K193L)
oder ein groferer Raum an der Bindungsstelle entstehen sollte (N51A /S, N133S, F242V/W).
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Abbildung 4.6: Multiples Sequenzalignment der Transporter LAT2 und LAT1 sowie der verwen-
deten Kristallstrukturen AdiC (PDB: 3L1L) und ApcT (PDB: 3GI8). Multiples Sequenzalignment
der Transporter LAT2 und LAT1 sowie der verwendeten Kristallstrukturen AdiC (PDB: 3L1L) und ApcT
(PDB: 3GI8). Das Alignment zeigt die Ahnlichkeit der Aminosiure in grau abgestuft; zudem Annotationen
der Sekundérstruktur und die Topologie beider Kristallstrukturen, Helices (Zylinder) und Loop-Bereiche (Kur-
venlinie). Die Mutationen sind oberhalb der LAT2-Sequenz mit M (magenta) und die Erkennungsstelle mit E
(griin) kenntlich gemacht. Das Sequenz-Alignment wurde mit der Software Geneious dargestellt.
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A AdiC - Kristallstruktur

LAT2 - Homolo

Abbildung 4.7: Vorhersage einer potentiellen LAT2-Substrat-Erkennungsstelle. A, Kristallstruktur
von dem zwd6lf TMH-Transporter AdiC (rot, PDB: 3L1L) mit dem gebundenen Substrat Arginin (gelb). Die
Carboxyl- und Aminogruppe des Arginins bilden eine Wasserstoffbriickenbindung mit dem Riickgrat der beiden
TMH1 und 6 aus. Der Abstand der einzelnen Atome liegt zwischen 1,7 und 2,7 A B, Das dreidimensionale
Strukturmodell von LAT2 (griin) mit einem Docking von 3,3’-T5 (orange). Hier bindet die Aminosduregruppe
des 3,3’-T> nach dem gleichen Muster, zwischen den TMH1 und 6, da gleiche Sequenzmotive in den TMH1
und 6 von LAT2 im Vergleich zu AdiC aufzufinden sind. Verdndert nach (Hinz et al., 2015).
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Dabei wurden zwei mégliche Orientierungen fiir das SDH-Molekiil angenommen. Hierbei ist
das SDH-Molekiil mit dem Phenyl-Ring extrazellulér (Abbildung 4.8 (A)) oder intrazelluldr
ausgerichtet (Abbildung 4.8 (B)). Die Aminoséuren an den Positionen F242, Y130 oder F249
wurden ausgewéhlt, da sie als potentielle Wechselwirkungspartner in Betracht kommen. In
silico-Verkiirzungen der Seitenkette fiihrten folglich zu einer Vergréferung der Bindungsta-
sche und vice versa (Abbildung 4.8 (C)). Die ausgew#hlten Mutanten wurden im Weiteren
experimentell untersucht, um die Lokalisierung und mégliche Substrat-Interaktionen genauer

zu beleuchten.

4.3 Charakterisierung der Substrataufnahme iiber
LAT2-Varianten zur Herleitung von

Struktur-Funktionsbeziehungen

4.3.1 Etablierung einer Quantifizierungsmethode der
Expressionsuntersuchung in Hek293-Zellen

Zur Aufkldrung der Transportmechanismen und der unterschiedlichen Substratspezifitdten
wurden 15 verschiedene Mutationen im SDH-Transporter LAT2 in witro funktionell charak-
terisiert. Hierzu wurden zunéchst die Expressionen aller 15 Mutanten und die Translokation
zur Zellmembran der vier wichtigsten Mutanten (N51S, Y130A, N133S, F242W) untersucht.
Anschliefsend wurde die Aufnahme der Substrate bestimmt und verglichen, um Struktur-
Funktionsbeziehungen ableiten zu kénnen. Die Hek293-Zellen zeigten sehr gute Transfektions-
resultate von etwa 70 % und boten dadurch gute Bedingungen zur Expressionsuntersuchung
von LAT2/CD98. Zunichst wurde die Gesamtproteinexpression mittels Durchflusszytome-
trie ermittelt; diese Ergebnisse sind in der Abbildung 4.9 (A) dargestellt. Die Fluoreszenz-
Intensitét der LAT2-Varianten (GFP-Label), aber auch die Intensitdt von CD98 (mCherry-
Label) unterscheidet sich sehr stark vom WT. Das GFP-Signal der LAT2-Mutanten ist um
das Vierfache geringer als beim WT, obwohl ein erhthter 3,3’-Ts-Transport fiir die LAT2-
Varianten detektiert wurde (Abbildung 4.9 (A)). Diese Daten stehen allerdings nicht im
direkten Zusammenhang mit der Membranexpression. Fiir die CD98-mCherry-Fluoreszenz-
Intensititen zeigt sich ebenfalls eine Reduktion der Werte vom WT zu den LAT2-Mutanten.
Die Signalstirke von CD98 bleibt aber zwischen den LAT2-Konstrukten konstant. Bildet

man das Verhéltnis der Gesamtexpression zwischen CD98-mCherry und dem jeweiligen LAT2-
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Abbildung 4.8: Substrat-Erkennungsstelle im LAT2-Homologiemodell hilft zur Auswahl von
interagierenden Aminosiuren. Dargestellt ist das LAT2 Strukturmodell (griin) mit seinen zwo6lf TMHs
und ausgewéhlten Aminosduren, die zur experimentellen Untersuchung verwendet wurden. In der Mitte des
Transporters gibt es eine Erkennungsstelle, in der das Substrat 3,3’-T2 (orange) mit seiner Aminosduregrup-
pe gebunden ist. Zwei mogliche Orientierungen von 3,3-T2: A, aromatische Kopfgruppe nach extrazellular
ausgerichtet; B, aromatische Kopfgruppe nach intrazelluldr in den geschlossenen Transporter ausgerichtet.
C, Schema des Transportkanals durch das Zentrum von LAT2 mit einer getffneten extrazelluldren Seite.
Dargestellt ist die Erkennungsstelle (blaue gestrichelte Linie) der Carboxyl- und Aminogruppe des Substrats
(orange) in einem Substrattransportweg mit asymmetrischen Vertiefungen. In Ubersicht wird die Lokalisierung

der ausgewéhlten Aminosduren im Transporter gezeigt.
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GFP-Konstrukt (vgl. Abbildung 4.9 (B)) zeigt sich, dass die Intensitéiten der beiden getaggten
Proteine im Verhiltnis zueinander fiir die Mutanten drei- bis vierfach héher sind als fiir den
WT. Das Signal des WT ist also am niedrigsten. Ein vergleichbares Muster konnte ich bereits
fiir den 3,3’-T9-Transport finden, welches nochmals in der Abbildung 4.9 (C) zusammengefasst

ist. Mit zwei konventionellen Analysen wurde die Proteinexpression auf der Membran unter-
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Abbildung 4.9: Unterschiede der Gesamtproteinexpression von LAT2-Varianten im Vergleich
zum WT. Hek293-Zellen wurden mit LAT2 oder LAT2-Varianten und CD98 transient transfiziert. A, Die
Intensitit der LAT2-GFP Varianten (griin) und von CD98-mCherry (rot) wurde am Durchflusszytometer
ermittelt. B, Das Verhéltnis der Intensitdten CD98-mCherry zu LAT2-GFP wurde auf die Intensitdt des WTs
normalisiert. Alle Resultate zeigen die Mittelwerte von jeweils drei Kavitdten = SD aus zwei voneinander
unabhingigen Experimenten. C, Die Daten sind ein Ausschnitt aus der Abbildung 4.11.

sucht. Fiir die Quantifizierung der Expression an der Plasmamembran wurden die ermittelten
Werte der Oberflichenexpression mit den ermittelten Werten der Gesamtexpression aus den
Analysen der Durchflusszytometrie ins Verhéltnis gesetzt und in einem Diagramm dargestellt
(Abbildung 4.10). Der WT ist die Expressionskontrolle, mit der die LAT2-Mutanten vergli-
chen wurden. Betrachtet man nur das Verhéltnis aus Gesamt- zu Membranexpression, so geht
aus dem Diagramm hervor, dass keine grofsen Unterschiede im Membranlevel zwischen den
Mutanten vorhanden sind. Das Protein ist mit oder ohne Mutation dhnlich stark auf der Zel-
loberflache exprimiert. Somit war die Grundvoraussetzung fiir eine funktionelle Untersuchung

unter gleichen Bedingungen gegeben.

4.3.2 Aufnahmestudien mit ['*°I]-SDH iiber LAT2-Mutanten in
Hek293-Zellen

Im Anschluss an die Expressionsuntersuchungen folgte die funktionelle Charakterisierung der

Mutanten. Zunéchst wurden initial alle Aufnahmeuntersuchungen in Hek293-Zellen mit dem

72



Kapitel 4. Ergebnisse

S
¢ g 1007
§ 5 801
£7%
g 3
ga 604
2'3 40-
Eg 20
2R ’
< g
g 0- 1 I ) 1
S S \nd Q
@ 93\ ,,)Q 5;3 N
< 4‘\ é\ é\?‘

Abbildung 4.10: Kein Unterschied in der Membranexpression zwischen den LAT2-Konstrukten.
Hek293-Zellen wurden mit LAT2 oder LAT2-Varianten und CD98 transient transfiziert. Die Intensitét der
Gesamtexpression von GFP wurde am Durchflusszytometer ermittelt. Die Expression an der Plasmamembran
wurde mittels LSM detektiert. Dargestellt wird das Verhiltnis der Membranexpression zur Gesamtexpression
der GFP (LAT2)-Intensitit. Die Werte wurden auf den WT normalisiert. Alle Resultate zeigen die Mittelwerte
von jeweils drei Kavitdten = SD aus zwei voneinander unabhéngigen Experimenten, wobei 60-80 Zellen pro
Kavitat zur LSM-Auswertung verwendet wurden.

radioaktiv markierten 3,3’-Ty durchgefiihrt. Die funktionellen Untersuchungen sollten in ei-
nem physiologischen Zusammenhang getestet werden. Dazu wurden die Hek293-Zellen ausge-
wahlt, um den Einfluss der Mutanten auf den SDH-Transport zu charakterisieren. Hek293-
Zellen weisen jedoch eine hohe endogene Transporter-Expression auf, die ebenfalls SDH trans-
portieren konnen, wodurch ein relativ hohes Hintergrundrauschen bei den Analysen entsteht.
Die mock (Leervektor) transfizierten Zellen stellen die Funktionalitdt anderer endogen expri-
mierten Transporterproteine in den Vordergrund, wihrend der WT den Transport des SDH
nur fiir den LAT2 aufzeigt. Die 15 Mutationen lassen sich in fiinf Gruppen kategorisieren
(sieche Abbildung 4.11): Die erste Gruppe umfasst die Mutanten, die keine signifikante Ande-
rung der 3,3-To-Aufnahme zum WT aufzeigen, wie N51A, Q134T und Y144A. Zur zweiten
Gruppe, die im Vergleich zur mock transfizierten Gruppe unveréndert bleibt, geh6ren beide
einzeln transfizierten Konstrukte von LAT2 und CD98 sowie die beiden Mutanten 1137M und
T140F. In der dritten Gruppe (T132A und Y130R) zeichnet sich ein gesteigerter Transport
im Vergleich zu mock tranfizierten Zellen ab, jedoch bleibt dieser etwa 50 % schlechter als
beim LAT2-WT. Allerdings gibt es auch zwei Mutanten (K193A und F242V), die eine 50 %
geringere 3,3-To-Aufnahme als die Kontrollgruppe zeitgen. Eine weitere Gruppe bilden die
LAT2-Mutanten mit gesteigerter 3,3’-To-Aufnahme: Hierzu gehdren N51S, Y130A, N133S,
F242W, N248S und F249A. Die Signifikanz ist farblich hervorgehoben (*P < 0,05).
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Abbildung 4.11: 3,3-T2-Aufnahmeuntersuchungen fiir verschiedene LAT2 und CD98 Konstruk-
te in Hek293-Zellen. Hek293-Zellen wurden mit einem Leervektor (mock), einzeln oder gekoppelt mit LAT2
oder LAT2-Varianten und CD98 transient transfiziert. Aufnahmestudien wurden mit radioaktiv markiertem
T2 (100 nM) durchgefiihrt. Nach einer Inkubationszeit von 60 min wurden die Zellen gewaschen und anschlie-
fend lysiert. Die Aufnahme von radioaktiv markiertem Substrat wurde im Lysat am ~y-Zahler detektiert. Der
WT zeigt eine 50 % hohere Ta-Aufnahme als die Kontrolle. Es zeichnen sich fiinf signifikant (¥*p < 0,05)
verschiedene Gruppen von Mutationen ab: Te-Aufnahme wie Kontrolle (grau), T2-Aufnahme wie WT (griin),
T2-Aufnahme zwischen Kontrolle und WT (grau/griin), niedrigere Ts-Aufnahme als Kontrolle (magenta) und
gesteigerte To-Aufnahme im Vergleich zum WT (cyan). Die Daten sind reprisentativ fiir mindestens zwei
unabhéngige Experimente.
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4.3.3 Einfluss der LAT2-Mutanten auf die 3,3’-Ty-Aufnahme in
Korrelation zur Transporterexpression

Um zu untersuchen, welche Auswirkungen die jeweiligen Mutationen auf den Substrattrans-
port haben, wurde ein weiteres in vitro-Modell verwendet. Die Oozyten bieten zur Charakteri-
sierung der LAT2-Mutanten eine bessere Grundlage: Sie besitzen weniger endogene Transpor-
ter, sodass der zu untersuchende Transporter isoliert betrachtet werden kann. Der Nachteil,
Oozyten als Modell zu nutzen, besteht in der schlechteren Voraussetzung zur Erschlieffung
physiologischer Zusammenhénge. Die Bestimmungen der Ta-Aufnahme erfolgten bei LAT2-
Varianten /CD98 koinjizierten Oozyten nach 60 min Inkubationszeit. Zunéchst wurde bei allen
Konstrukten die unspezifische To-Aufnahme, die den relativ geringen Aufnahme-Werten der
nicht-injizierten Oozyten entspricht, abgezogen. Beim Vergleich der To-Aufnahme von Mu-
tanten mit dem WT zeichnen sich drei Merkmale aus (sieche Abbildung 4.12 (A)). Die Mu-
tationen N51A, Q134T, Y144A und F249A mit einer Seitenkettenverkiirzung zeigten keine
Verédnderung der To-Aufnahme im Vergleich zum WT (grau). Folglich spielen diese AS beim
Substrattransport nur eine untergeordnete Rolle. Eine weitere Fraktion von fiinf Mutanten,
weisten einen verschlechterten To-Influx auf. Diese Mutationen teilen einerseits eine vergro-
Rerte Seitenkette, wie bei Y130R, 1137M und T140F, andererseits jedoch eine Verkiirzung,
wie bei K193A und F242V (magenta). Die Influx-Effekte der Mutanten K193A und F242V
sind erkldrbar und werden im Abschnitt 5.4 sowie 5.5 genauer diskutiert. Die Gruppe mit
dem grofiten Potential, bei denen die Ta-Aufnahme signifikant erhsht ist (cyan), bilden die
Mutationen N51S; Y130A, T132A, N133S, F242W und N248S. Die Aminosdureposition im
Transportkanal kann der schematischen Darstellung 4.12 B entnommen werden (Hinz et al.,
2015). Die Oozyten bieten fiir die Zelloberflichen-Expressionsanalyse aufgrund ihrer Gro-
$e und der komplizierten Handhabung ein geringes Methodenspektrum an. Demnach wurde
hier nur die Gesamtproteinexpression betrachtet und ein Zusammenhang zu den Ergebnis-
sen aus der Oberflichenanalyse der Hek293-Zelllinie hergeleitet. Dafiir wurde eine Western
Blot-Analyse an LAT2/CD98 koinjizierten Oozyten durchgefithrt (Abbildung 4.13). Die Ex-
pressionen von WT und Mutanten sollten auf Gemeinsamkeiten und Unterschiede untersucht
und verglichen werden. Die Proteinbanden des LAT2-Proteins liegen etwa bei 50 kDA, wo-
bei auch eine weitere unbekannte Bande bei 45 kDA durch den AK erkannt wurde. Dieser
farbte zudem viele andere unterschiedliche Banden an. Darunter befinden sich zum einen
LAT2-Monomere oder LAT2/CD98-Heteromere, die unterschiedlich glykolysiert sind (75 kDA,
100 kDa oder grofer), und zum anderen viele unspezifische Banden. Die Farbung der Lade-

kontrolle a-Tubulin weist eine spezifische und klare Bande auf. Diese war in jedem Experiment
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von gleicher Stirke, das somit als ein Anzeichen fiir das gleichméfige Auftragen der Proben
angesehen werden kann. Die Western Blot-Analysen wurden zweimal unabhéngig voneinander
mit vergleichbaren Resultaten durchgefiihrt und nach Auswertung mit der Imagel Software
in einem Balkendiagramm dargestellt. Alle Mutanten zeigten eine vergleichbare Expression

zum WT, mit Ausnahme von Y144A, welche eine Abweichung von 20 % vorweist (Hinz et al.,

2015).
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Abbildung 4.12: 3,3’-Ty-Aufnahmeuntersuchungen fiir verschiedene LAT2-Konstrukte in Oozy-
ten. A, Aufnahme von radioaktiv markiertem 3,3’-T2 (100 nM) in Xenopus laevis Oozyten koinjiziert mit
cRNA von LAT2 oder LAT2-Varianten und CD98 (jeweils 23 ng) iiber die Dauer von 60 min bei RT. Die Er-
gebnisse sind als Prozentsatz des WTs angegeben. Die Werte wurden auf die entsprechende Gesamtexpression
der jeweiligen LAT2-Varianten normiert. Drei verschiedene Merkmale kénnen eingeteilt werden: To-Aufnahme
wie WT (grau), verringert (magenta) und erh6ht (cyan). Die Daten sind représentativ fiir mindestens drei
unabhingige Experimente. Das Signifikanzniveau (p < 0,05) ist farblich (cyan, magenta) abgehoben. B, Das
LAT2-Homologiemodell zeigt die an der Translokation von 3,3’-T2 (orange) putativ beteiligten Aminosiuren
im Zentrum von LAT2. Die Farbe der ausgewéhlten Mutationen entspricht den Farben im Balkendiagramm
(siehe oben). C, LAT2-Skizze: proximale Positionen der mutierten Seitenketten umschliefen die Substrat-
Erkennungsstelle im LAT2-Substrat-Transportkanal. Verdndert nach (Hinz et al., 2015).
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Abbildung 4.13: Immunfirbung des Lysats der LAT2/CD98 koinjizierten Oozyten. A, Eine re-
présentative Expressionsanalyse der LAT2-Varianten in Xenopus laevis Oozyten im Vergleich zum WT. Zwei
Tage nach Injektion wurde das Zelllysat auf LAT2- und a-Tubulin-Expression untersucht. Die Ergebnisse
wurden mit der Software ImageJ analysiert. B, Die Experimente wurden zweimal mit dem gleichen Ergebnis
durchgefiihrt. Die Daten beider sind als Balkendiagramm =+ SD aufgetragen (Hinz et al., 2015).
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4.3.4 Seitenkettenverkiirzung ermdoglicht die T, und verbessert die T, und
T5;-Aufnahme

Um den Einfluss der Seitenkettenverkiirzung in der Substrataufnahme zu charakterisieren,
wurden Oozyten mit den LAT2-Varianten N51S, Y130A, N133S und N248S mit CD98 koinji-
ziert und verschiedene Substrate in der Aufnahme untersucht. Der WT wurde als Kontrolle
eingesetzt und alle Werte wurden relativ zum W'T angegeben. Die verkiirzten Seitenketten
zeigten eine Erhdhung des 3,3’-Te-Transportes, wihrend N51S und N248S nur eine zweifache
Erhohung aufweisen, zeigte die Mutante N133S eine Verdreifachung und die Mutante Y130A
sogar eine achtfache Erhchung (vgl. Abbildung 4.14 (A)). Anders sieht es fiir die groferen
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Abbildung 4.14: LAT2-Mutationen innerhalb des Transportkanals erleichtern die SDH-
Aufnahme. Transportstudien von SDH in LAT2-Konstrukten und CD98 koinjizierten Oozyten (je 11,5 ng)
nach 60 min Inkubation bei RT. Das Diagramm zeigt Mittelwerte von 10-15 Qozyten aus drei voneinander un-
abhiéngigen Experimenten. A) LAT2-Varianten mit erhohter 3,3’-T2-Aufnahme im Vergleich zum LAT2-W'T:
einzig LAT2-Y130A erhoht die Aufnahme; B) LAT2-Varianten mit erhohter Ts-Aufnahme im Vergleich zum
LAT2-WT (0,1 nM radioaktiv markiertes + 100 nM nicht radioaktiv markiertes T3): einzig LAT2-Y130A er-
moglicht die Aufnahme; C) LAT2-Varianten mit erhohter T4-Aufnahme im Vergleich zum LAT2-WT(2,7 nM
radioaktiv markiertes + 100 nM nicht radioaktiv markiertes T4): alleinige Aufnahme iiber LAT2-Y130A.

Verédndert nach (Hinz et al., 2017).

SDH-Molekiile aus: Nur die Mutation von Y130 zu Alanin bewirkt eine zehnfache Verbesse-
rung der Ts-Aufnahme, dessen Transport im WT nur sehr schwach ist (vgl. Abbildung 4.14
(B)). Die Mutation ermoglicht sogar eine signifikante Erhéhung der T4-Aufnahme, die im
LAT2-WT garnicht moglich ist (vgl. Abbildung 4.14 (C)). Um Y130A zu verifizieren und um
eine Orientierung des Ty Molekiils im Homologiemodell vorherzusagen, wurde das T4 Molekiil
in den Transportkanal an die potentielle Bindungsstelle manuell gedockt. In der Abbildung
4.15 wird eine mogliche Interaktion und Superposition von Ty in LAT2 dargestellt. Die in
silico-Analyse des Ty4-Molekiils im Homologiemodell von LAT2 zeigt eine Blockierung des
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Abbildung 4.15: Eine mogliche T4 (orange) Orientierung im Transportkanal vom LAT2-Modell
(griin). Der Transportkanal (grau) wird u.a. durch die Residuen N51, Y130 und N133 (magenta) ausgekleidet,
diese sind SDH-Aufnahme sensitiv. A, Die Seitenkette Y130 von LAT2-WT hindert sterisch das T4 daran
den Transportkanal zu passieren. Das Iod-Atom an 5’- oder 3’-Position des Phenyl-Rings iiberschreitet den
vorhandenen Platz der Bindungstasche von LAT2-WT (graue Oberfliche) und stoRt auf den aromatischen
Ring der Tyr-Seitenkette. B, Das Modell von der LAT2-Y130A-Variante besitzt eine grofere Bindungstasche
wegen der verkiirzten Seitenkette durch die Ala (cyan) Mutation. T4 hat ausreichend Platz, das Molekiil passt
in die Bindungstasche und wird nicht mehr durch Tyr blockiert.

Transportkanals durch die Seitenkette Y130, indem es zur sterischen Hinderung durch den
Phenylring des T4 Molekiils kommt (vgl. Abbildung 4.15 (A)). Die Verkiirzung der Seiten-
kette durch eine Mutation von Tyr zu Ala vergréfert zudem auch den Transportkanal. Die
Offnung des Kanals durch die Y130A Mutante ermdglicht den T4-Transport (vgl. Abbildung
4.15 (B)). Durch die Mutation kann das T4-Molekiil nicht mehr von der kurzen Alanin Sei-
tenkette sterisch blockiert werden. Nachdem die unterschiedlichen Substrate fiir verschiedene
Mutanten getestet wurden, sollte noch der Einfluss der Mutanten auf die Substratbindung un-
tersucht werden. Zunéchst wurde hierfiir eine Aufnahmekurve iiber die Zeit von 0 bis 120 min
ermittelt. Es zeigte sich eine lineare Steigerung fiir WT (vgl. Abbildung 4.3) und Y130 (vgl.
Abbildung 4.16) tber den gesamten Zeitraum. 60 min lagen damit im linearen Bereich und
wurden als Parameter fiir folgende Konzentrationskurven verwendet. Darauthin wurden die
LAT2-Konstrukte fiir 60 min mit Substraten von steigender Konzentration zwischen 0,1 uM
und 40 pM inkubiert. Alle Messwerte wurden nach Subtraktion der Werte von nicht-injizierten
Oozyten auf den entsprechenden V,,4,.-Wert normalisiert und die Kinetikparameter anschlie-
fend tiber die Michaelis-Menten-Kinetik bestimmt. Zur Analyse der Konstanten wurden die
Werte von WT und Y130A in der 3,3’-Ta-Aufnahme zuverléssig bestimmt. Die Mutation re-
duziert den K,,-Wert auf 6,11 M fiir Y130A, wohingegen der K,,-Wert des WTs bei etwa
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Abbildung 4.16: LAT2-Y130A zeigt keine Sittigung nach 90 miniitiger T>-Aufnahme Zeitauf-
nahmestudien von T2 (0,1 M) in LAT2-Y130A und CD98 koinjizierten Oozyten (je 11,5 ng) bei steigender
Inkubationszeit. Das Diagramm zeigt den Mittelwert von 10-15 Oozyten. Die Werte der nicht-injizierte Oozy-
ten dienten zur Kontrolle und wurden von den Y130A-Daten abgezogen.

16,24 pM liegt (vgl. Abbildung 4.17 (A)). Zusétzlich konnten fiir die Mutante Y130A die

kinetischen Konstanten bei weiteren SDH bestimmt werden, die fiir den WT nicht ermittelt

werden konnen, da SDH nur sehr gering oder gar nicht {iber den W'T transportiert werden.

Die Kurve zeigt in der T3-Messung eine leichte Séttigung der Substrataufnahme, jedoch ist

fiir T4 fast nur eine ansteigende Gerade zu erkennen (vgl. Abbildung 4.17 (D)). Die Parameter

konnten jedoch nicht eindeutig bestimmt werden, da die Aufnahmekurve von T3 und Ty nicht

in der Sattigung liegt.
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Abbildung 4.17: LAT2-Mutationen verbessern die Affinitéit und die Transportgeschwindigkeit.
Konzentrationsaufnahmestudien von SDH in LAT2-WT, -Y130A und CD98 koinjizierten Oozyten (je 11,5 ng)
nach 60 min Inkubation mit steigenden SDH-Konzentrationen von 0,1 uM - 40 pM. Das Diagramm zeigt
den Mittelwert von 10-15 Oozyten aus zwei voneinander unabhéngigen Versuchen. Michaelis-Menten-Kurve
von A, LAT2-WT (griin), -Y130A (cyan) fiir die 3,3-T2-Aufnahme B, die Ableitung derer Konstanten. C,
Kurve von LAT2-WT und Y130A fiir die Ts3-Aufnahme sowie D, fiir die T4-Aufnahme. Alle Daten wurden
nach Subtraktion der Messwerte von nicht-injizierten Oozyten (grau) auf den entsprechenden V,,..-Wert
normalisiert. Verdndert nach (Hinz et al., 2017).

4.3.5 Nur die Seitenkettenvergrofierung von F242 ermdoglicht eine
verbesserte To-Aufnahme

Auf der Basis des LAT2-Homologiemodells wurden Aminosaurereste im Transportkanal ausge-
wahlt und durch Verkiirzung der Seitenketten mehr Platz geschaffen. Eine Vergrofierung der

Seitenkette verkleinert den Transportkanal und wiirde eigentlich eine Verschlechterung des

242

Substrattransports bewirken. Die Mutation von Phe“** zum groferen Trp fiihrt stattdessen

zu einer Erhéhung der 3,3’-To-Aufnahme. Bei Anderung der aromatischen Eigenschaft durch

eine Mutation von Phe?42

zum hydrophoben, kleineren Val fiihrt dies zu einem verringerten
3,3’-To-Import. Die Mutation zu Trp erhélt offensichtlich die Funktion und erhéht sogar den
3,3’-To-Import, obwohl Trp den Transportkanal verkleinert und dadurch theoretisch weniger

Platz fiir das grofe 3,3’-T9-Molekiil wére (siche Abbildung 4.14). Das LAT2-Modell zeigt hier
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Abbildung 4.18: Phe®*? ijbernimmt eine mdgliche Gate-Funktion. Im LAT2-Homologiemodell (griin)
ist ein 3,3-T» (orange) innerhalb des Transportkanals (grau) dargestellt. A, Phe**? interagiert iiber aroma-
tische m-System Wechselbeziehungen mit 3,3-T2 beim Eintauchen in den Transportkanal. Die Substitution
von Tyr'3® zu Arg und Phe®*? zu Valin fiihrt zu einer verschlechterten 3,3’-Ta-Aufnahme (magenta). B, Die
Mutante F242W verstirkt die aromatische m-System Wechselbeziehungen und es resultiert ein erhdhter 3,3’-T-
Transport. Phe?*? bildet im Substrat-gebundenen Zustand einen Deckel iiber der Bindungtasche von 3,3’-Ts.
Die Verkiirzung der Asn-Seitenketten durch eine Ser-Mutation resultiert in einer erhdhten SDH-Aufnahme

(cyan).

eine mogliche m-Bindung mit dem Substrat auf der extrazelluldren Transporter-Seite, die nur
durch Phe?¥? oder Trp?*? unterstiitzt werden konnte (Abbildung 4.18 (A)). Erkennbar ist,

242 hder die

dass 3,3’-T2 im Transportkanal gebunden ist und der aromatische Ring von Phe
Mutation zu Trp fahig sind, den Kanal zu verschliefsen. Damit wére die aromatische Funkti-
on unmittelbar an der Gating-Funktion des Substrattransports beteiligt; zumindest ist dies
fiir den SDH-Import ersichtlich (Abbildung 4.18 (B)). Auferdem erfolgte fiir die Mutante
F242W die Bestimmung der kinetischen Parameter der 3,3’-To-Aufnahme, die wie zuvor er-
lautert, durchgefiihrt wurde. In der Grafik 4.19 ist die berechnete Michaelis-Menten-Kurve
abgebildet. Es zeigt sich sowohl ein steiler Anstieg fiir F242W (cyan) als auch ein héheres
Séttigungsplateau im Gegensatz zu LAT2-W'T (griin). Die betrachtete LAT2-Variante weist

demnach auch mit 3,78 uM einen besseren K,,-Wert als WT auf.
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Abbildung 4.19: LAT2-F242W verbessert die Affinitdt und die Transportgeschwindigkeit. Kon-
zentrationsaufnahmestudien von 3,3-T3 in LAT2-WT, -F242W und CD98 koinjizierten Oozyten (je 11,5 ng)
nach 60 min Inkubation mit steigenden 3,3’-T2-Konzentrationen von 0,1 M - 40 pM. Das Diagramm zeigt
eine Kurve von 10-15 Oozyten aus drei voneinander unabhéngigen Versuchen. A, Michaelis-Menten-Kurve von
LAT2-WT (griin) und F242W (cyan) fiir die 3,3’-T2-Aufnahme und B, der errechneten Konstante. Alle Daten
wurden nach Subtraktion der Messwerte von nicht-injizierten Oozyten auf den entsprechenden V,,qq.-Wert
relativiert.
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4.3.6 LAT2-Mutationen zeigen im Vergleich zur Aufnahme der SDH ein
unterschiedliches Aufnahmeprofil fiir Aminosduren

Es folgte die Analyse der LAT2-Varianten im Aminosiuretransport. Dazu wurden zwei fiir
LAT2-WT typische Aminoséuren ausgewdhlt und deren Aufnahme nach 60 min in koinji-
zierten Qozyten bestimmt. Der Import wurde fiir die Aminosduren Leu und Phe mit der
Konzentration von 100 nM (Abbildung 4.20 (A, B)) durchgefiihrt. Besonders interessant wa-
ren diejenigen LAT2-Varianten, die eine gesteigerte 3,3’-To-Aufnahme zeigten (N51S, Y130A,
N133S, F242W und N248S). Alle Daten wurden nach Subtraktion der Messwerte von nicht-
injizierten Oozyten auf den WT relativiert. Die Ergebnisse zeigten einen gleichbleibenden
Leu-Import mit Ausnahme von N51S und N248S. N51S zeigte eine etwa 50 % reduzierte Auf-
nahme von Leu und N248S eine Verringerung von circa 60 %. Bei der Aufnahme von Phe
stellte sich im Gegensatz dazu nur fiir N51S eine kleinere Verringerung von 40 % im Vergleich
zum LAT2-WT dar.

A B
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100 100

50+ 50+
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Abbildung 4.20: LAT2-Mutationen innerhalb des Transportkanals zeigten eine unverinderte
Aminosiureaufnahme. Transportstudien von Aminosduren in LAT2-Konstrukten und CD98 koinjizierten
Oozyten (je 11,5 ng) nach 60 min Inkubation bei RT. Die Diagramme zeigen Mittelwerte von 10-15 Oozyten
aus zwei voneinander unabhéngigen Experimenten. Aufnahmeexperimente mit 10 nM radioaktiv markiertem
und 90 nM nicht markiertem Substrat weisen A) fiir Leu bei N51S und N248S eine stark reduzierte Aufnahme
und B) fiir Phe nur bei N51S eine 40 % verminderte Aufnahme im Vergleich zu LAT2-WT nach. Alle Daten
wurden nach Subtraktion der Messwerte von nicht-injizierten Qozyten auf den WT relativiert.
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4.4 Inhibitionsuntersuchungen: Substratvariationen ermitteln

putative Substrateigenschaften fiir LAT2

Um die Substrat-Charakterisierung von LAT2 aufzukliren, wurde die Aufnahme von 3,3’-Ts
in Anwesenheit unterschiedlicher Substrate experimentell bestimmt. Alle Inhibitionsexperi-
mente wurden in LAT2 und CD98 koinjizierten Oozyten (je 23 ng) fiir 60 min bei RT durch-
gefiihrt. Die Durchfithrung der Experimente erfolgte durch die Masterstudentin Katja Meyer.
Es wurden unterschiedliche Gruppen betrachtet, die entweder eine Variation in der Aminosiu-
refunktion besitzen oder hydrophobe Erweiterungen unmittelbar nach der Aminosiuregruppe
und zwischen dem aromatischen Tyrosin-Ring aufweisen. Eine weitere Gruppe betrachtete die
moglichen Substituenten am Tyrosin-Ring an Position 3 und 5. Zudem wurde die Gruppe mit
Variation an der Position 3" und 5’ des Phenyl-Rings analysiert. Durch die Tod-Substitution
ergibt sich eine unterschiedliche Flexibilitdt der Substrate, die auch eine wichtige Rolle fiir

die Substrat-Charakterisierung spielt.

4.4.1 NH, und COO~ der Aminosidurefunktion sind essentiell fiir den
Substrattransport

Zunichst wurde das SDH-Derivat 3-T1 und davon abgewandelte, analoge Strukturen ohne
die Aminogruppe 3-T1-AM oder ohne die Carboxylgruppe 3-T1-Ac fiir die Inhibitionsstudien
verwendet (Abbildung 4.21 (E, Bereich A)). Ebenso wurden die Amide, Substrate S13 und
514, untersucht, die anstelle einer Carboxylgruppe eine Carbonylverbindung besitzen. Mit
diesen Substraten wurde die Aufnahme von 3,3’-Ty kompetitiv inhibiert (siche Abbildung
4.21 (A)). Die interne Kontrolle (3,3’-T2) zeigt eine Substratinhibition von 50 % und fiir 3-T1
eine Hemmung von etwa 40 % (Kinne et al., 2015). Die Substrate mit Verdnderung an der
Aminosiduregruppe koénnen alle die Aufnahme von 3,3’-Ty nicht kompetitiv inhibieren. Die
Anwesenheit der Substrate fiihrt zu einer unverédnderten 3,3’-To-Aufnahme, mit Ausnahme
von 3-T1-Ac, welches den 3,3'T2-Import um 40 % erhoht (Hinz et al., 2015).

4.4.2 Keine Inhibition von Substraten mit rdumlich grofien, hydrophoben
Erweiterungen

Im Anschluss an die Analyse der Aminosdurefunktion wurde die hydrophobe Erweiterung

in Form von Methyl- oder Isopropylresten unmittelbar hinter der funktionellen Gruppe am
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Abbildung 4.21: Kompetitive Hemmung des 3,3’-T-Transports mit Substratvarianten. Substrate
A mit Variation an der funktionellen Aminosduregruppe, B, mit hydrophoben Erweiterungen, C, mit Sub-
stituenten an den Positionen 3 und 5 des Tyrosin-Rings und D, mit Substituenten an den Positionen 3’ und
5’ des Phenyl-Rings. Die Aufnahme von 3,3’-T2 (100 nM) in koinjizierte Oozyten. Experimente wurden in
Gegenwart von o.a. Substraten (A: 10 pM; B, C und D: 1 mM) durchgefiihrt. Die Hemmungsdaten zeigen
den Mittelwert von 10-15 Qozyten + SEM aus mindestens zwei voneinander unabhéngigen Experimenten.
Normalisierung auf die Kontrolle erfolgte nach Subtraktion der nicht-injizierten Qozyten. E, Substratvariation
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der Gruppen A-D. Veridndert nach (Hinz et al., 2015).
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ersten Ring betrachtet (Abbildung 4.21 (E, Bereich B)). Dazu wurden die Substrate S6 und
S9-S12 zur kompetitiven Inhibition der 3,3’-T2-Aufnahme verwendet. Die zu untersuchenden
Substrate besitzen eine Amino- und eine Carboxylgruppe an einem Cyclohexanring. Ein-
zig das Substrat S12 besitzt eine andere Konformation im funktionellen Bereich, denn der
Abstand zwischen der Amino- und Carboxylgruppe ist gréfser als bei BCH, dem bekannten
LAT-Inhibitor, und den anderen Testsubstraten. Dagegen besitzt das S6 ebenfalls beide funk-
tionellen Gruppen, aber hat einen kleineren Propyl-Ring. Die Ergebnisse zeigten, dass die
Substrate S10-S12 nicht in der Lage sind, die Aufnahme von 3,3’-Ty durch LAT2 kompetitiv
zu hemmen. Es liegt hier eine geringfiigig erhohte Aufnahme von 3,3-Ty vor (siehe Abbil-
dung 4.21 (B)). S9 mit seinem Methylrest in meta-Stellung weist eine leichte Verringerung
des 3,3-Ty-Imports um etwa 15 % auf. Ebenso zeigt das Substrat S6 eine 40 %ige Reduktion
der 3,3’-Ty-Aufnahme (Hinz et al., 2015).

4.4.3 Grofie Substituenten am Tyrosin-Ring erlaubt

In den néchsten Experimenten wurde der erste aromatische Ring betrachtet. Es wurden Sub-
strate untersucht, die im Vergleich zu Phe und Tyr an den Positionen 3 und 5 unterschiedliche
Substituenten wie Hydroxy-, Trifluormethyl- oder Aminogruppen, aber auch Brom- oder Iod-
Atome besitzen (Abbildung 4.21 (E, Bereich C)). Im Diagramm 4.21 C dargestellt, reduzieren
alle verwendeten Substrate den 3,3’-To-Import unterschiedlich stark. In Anwesenheit von S1
und S7 wird die Aufnahme sogar auf 10-15 % herabgesetzt, so wie es auch bei den Kontrol-
len (Phe, Tyr) der Fall ist. Bei Anwesenheit von S4 mit einer Aminogruppe in meta-Stellung
kénnen noch immer 25 % des angebotenen 3,3’-T5 iiber LAT2 aufgenommen werden. Das Sub-
strat S3 mit zwei Trifluormethylsubstitutionen bzw. S5 mit zwei Brom-Atomen reduzieren die
3,3’-T9-Aufnahme weniger, jedoch immer noch um 50 bzw. 60 % (Hinz et al., 2015).

4.4.4 Iod-Substitution essentiell fiir SDH-ahnliche Substrate

Schlieflich erfolgte die Untersuchung von Substraten, die Substituenten am Phenyl-Ring an
Position 3’ und 5’ besitzen, aber auch Unterschiede am Tyrosin-Ring aufweisen (Abbildung
4.21 (E, Bereich D)). Die SDH-Analoga S17 und S18 sind T'3-Analoga. Das Substrat S17 hat
gar keine Tod-Substitution, denn anstelle von Iod-Atomen am Tyrosin-Ring besitzt es je eine
Methyl-Gruppe und an der 3’-Position sogar eine sperrige Isopropyl-Gruppe. Im Gegensatz

dazu besitzt S18 nur eine Isopropyl-Gruppe an der Position 3’ des Phenyl-Rings, ansonsten
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ist es unverdndert im Vergleich zum Ts-Molekiil. Das S19-Molekiil ist ein T4-Analogon. Es
hat anstelle von lod-Atomen zwei Methyl-Gruppen an Position 3" und 5 am Phenyl-Ring
substituiert. Die zu testenden Substrate S17-S19 besitzen alle eine unterschiedliche Flexibi-
litdt. Gleichermafsen wird die 3,3’-T9-Aufnahme durch eine erhéhte 3,3-To Konzentration
verdrangt und gilt damit als interne Funktionskontrolle (siehe Abbildung 4.21 (D)). Die Er-
gebnisse zeigten, dass S17 ohne eine lod-Substitution keine Reduktion der 3,3’-T9-Aufnahme
erreicht, wihrend S18 mit zwei Tod-Atomen zu circa 50 % inhibiert. Sogar S19, welches an
vier Positionen substituiert ist, zeigt eine leichte Hemmung von 25 % in Bezug auf die 3,3’-
To-Aufnahme.

4.5 Inhibitionsuntersuchungen von Substratvarianten
kombiniert mit LAT2-Varianten

Es sollte aufgeklart werden, ob eine Verkiirzung der Seitenkette einen Einfluss auf den Trans-
port von durch den WT nicht transportierte SDH (u.a. T4) und von BCH-dhnlichen Sub-
stanzen hat. Dariiber hinaus sollte herausgefunden werden, ob sperrige Substituenten an den
aromatischen Ringen der SDH-Derivate einen Einfluss auf die Substrat-Flexibilitdt haben
kénnen und somit Hinweise auf mdgliche Substratorientierungen geben. Im Anschluss an die
Untersuchungen des LAT2-WTs wurden die kompetitiven Hemmungsstudien von 3,3’-T5 an
den Varianten von LAT2 durchgefithrt. Die Durchfithrung der Experimente erfolgte durch
den Masterstudenten Dominik Neef. Es wurden nur die Mutanten betrachtet, die eine Erho-
hung des 3,3’-Ty-Transports aufzeigten (N51S, Y130A, N133S und F242W). Zudem wurde der
mogliche Finfluss von Tod auf den Transport von SDH durch kompetitive Hemmungsstudien
mit Verbindungen, die Variationen in der Anzahl der Iod-Atome besitzen, untersucht. Alle

Experimente wurden in Qozyten durchgefiihrt.

4.5.1 Substrat-Flexibilitdt und Iod-Substitution inhibieren die
3,3’-Ty-Aufnahme kompetitiv bei LAT2-Varianten

Im Fokus fiir dieser Analyse stand die Mutationen Y130A, welche in der Lage ist, sperrige
SDH zu importieren, und F242W, welche nach Seitenkettenvergroferung gegensétzliche Er-
gebnisse bei der 3,3’-Te-Aufnahme zeigte. Es sollte getestet werden, ob die Mutante Y130A

bei Hemmungsstudien von SDH-&hnlichen Substraten mit Variationen der Substituenten an
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den Positionen 3, 5 und 3’, 5’ einen positiven Einfluss im Vergleich zum W'T hat. Die Ergeb-
nisse der Aufnahme von 3,3’-T9 in kompetitiver Hemmung sind exemplarisch fiir Y130A und
[F242W in Abbildung 4.22 (A) dargestellt und nummerisch in der Tabelle 4.23 eingetragen.
S17 besitzt keinen Tod-Substituenten und hemmt die Aufnahme von 3,3’-Ty beim WT nicht,
jedoch inhibiert es die 3,3’-To-Aufnahme bei LAT2-Y130A um etwa 30 %. Wahrenddessen
besitzt S18 zwei Iod-Atome am Tyrosin-Ring und konkurriert mit 3,3’-Ty sowohl beim WT
als auch bei der Y130A-Mutante. Hierbei sind Hemmungen von 40-50 % messbar. Auch die

A ns
L e
o 5
Ew B 120 - wildyp
g5
R Lat2 - Y130A
ZE 50
) § Kontrolle 3,3°-T2 Aufnahme
:ﬁ ° ns nicht signifikant
R=
0 42
¥ <
) L. A Y )
N &) N c‘)\ A\
*’o ™
B ns ns ns
100y v ————-———---"-"-@———s———r 5
° 2
g wnn
s H
£ 2
5 —
28 50
<2
LN
s
R=
0
& ¢ 9 N > v
@&‘ & S S S S

Abbildung 4.22: Kompetitive Hemmung mit Substratvariationen an LAT2-Y130A. Aufnahme
von radioaktiv markiertem 3,3’-T2 (100 nM) in Xenopus laevis Oozyten koinjiziert mit cRNA von LAT2 oder
LAT2-Varianten und CD98 (jeweils 11,5 ng) iiber die Dauer von 60 min bei RT. Die Experimente wurden
in Anwesenheit der genannten Substrate bei einer Konzentration der SDH-Derivate von 10 M und BCH
oder AS von 1 nM durchgefiihrt. Die Diagramme zeigen die Mittelwerte von jeweils 10-15 Oozyten £ SEM aus
mindestens zwei voneinander unabhéngigen Experimenten. Die Daten wurden nach Subtraktion der Messwerte
von nicht-injizierten Oozyten auf die Kontrolle normalisiert, welche ausschlieflich die Aufnahme von 3,3’-T»
wiederspiegelt.

Substanz S19 besitzt zwei lod-Atome am Tyrosin-Ring. Sie weist aber zusétzlich zwei Methyl-
Gruppen am Phenyl-Ring auf und ist dadurch sperriger als S18. Trotzdem hemmt S19 den
3,3-Ty-Import beim WT und bei der Mutante gleichermafen zu anniahernd 25 %. Um fest-
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zustellen, ob Tod Auswirkungen auf den Transport von SDH hat, wurde die Mutante F242W
nahe der Erkennungsstelle analysiert. Das Substrat S7 und Phe, die eine zueinander dhnliche
Struktur aufweisen, wurden zusétzlich zu den drei oben betrachteten Substraten in die Hem-
mungsstudie mit einbezogen. S7 besitzt im Gegensatz zu Phe zwei lod-Atome an Position 3
und 5, jedoch zeigten beide Substrate eine gleich starke Inhibition der To-Aufnahme von fast
100 %. F242W zeigt fiir S17, das Substrat ohne Iod als Substituent, fast keine Hemmung des
Transports von 3,3-Ty (10 %), aber eine starke Hemmung von 50 % fiir S18, das als Unter-
schied eine lod-Substitution an Position 3 und 5 besitzt. Alleine S19 zeigt keinen Unterschied
in der Hemmung zwischen F242W und WT. Jedoch konkurriert S19 zu etwa 25 % in beiden

Varianten mit 3,3’-T2 mehr als das Substrat S17 in den beiden Varianten.

4.5.2 3,3’-Ty-Inhibition bei LAT2-Varianten durch BCH verringert und
durch BCH-#&hnliche Substrate erhéht

Vier LAT2-Varianten wurden darauf getestet, ob die Vergrokerung der Bindungstasche an den
genannten Positionen auf eine Aufnahme von den Substraten S9, S10, S11 und S12 schliefsen
lassen kann. Es sollte ebenfalls untersucht werden, ob die Mutante F242W mit einer verklei-
nerten Bindungstasche einen negativen Einfluss auf den Transport hat. Alle Ergebnisse der
Hemmungsstudie mit BCH und BCH-Derivaten sind in der Tabelle 4.23 aufgelistet und zeigen
den Mittelwert der Messwerte von 10-15 QOozyten aus mindestens zwei voneinander unabhén-
gigen Experimenten. Die Mutante Y130A ermoglicht S10 mit 3,3’-T2 zu konkurrieren und
zeigt einen signifikanten Unterschied zum WT', wihrend die Inhibition von 3,3’-Ty durch S9
unverdndert bleibt. Insbesondere hemmt der spezifische LAT-Inhibitor BCH den Transport
des 3,3-T5 in der Variante-Y130A weniger effektiv als im W'T, obwohl der Transportkanal
durch die Mutation von Tyr zu Ala vergrofert wird. Interessanterweise zeigt auch N133S eine
noch stérker verminderte Inhibition von 3,3’-T9 durch BCH (hemmt 30 %), wahrend Substra-
te wie S10, S11 und S12 die Aufnahme von 3,3’-T9 um 13-22 % starker kompetitiv inhibieren
als beim W'T. Hervorzuheben ist auferdem F242W: Obwohl diese Mutante einen verengten
Transportkanal aufweist, ist sogar eine erhohte 3,3’-To-Hemmung von rund 30 % durch die
Substrate S10, S11 und S12 festzuhalten. Die Mutante N51S zeigt durch den Inhibitor BCH
keine Verdnderung beim 3,3’-To-Import im Vergleich zum WT, jedoch konkurrieren S10 und
S12 mit 3,3-Ts zu etwa 20 % um den Transport.
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ID Molekiilname Molekilstruktur LAT2-WT | Y130A N133S F242W
T2 3,3-Diodo-L-thyronin h 434 £ 45 |51,4 + 4,1 82,8 + 1,2
T3 3,3,5-Triiodo-L-thyronin 51,6 + 57 (30,5 + 3,2 83,0+ 1,5
T4 3,3,5,5-Tetraiodo-L-thyronin 221 + 281291 + 59

pcH | 2Aminobicyclo-(2,2,1 heptan-2- )‘éit 66,8 + 3,7 (45,5 + 3,0/28,2 + 2,8/728 + 1,5
carbonsaure

Phe L-Phenylalanin 944 + 0,8 98,0 + 0,8

S7 3,5-Diiodo-L-tyrosin 91,6 + 1,3 99,1 + 0,3

gy | TAmIS-mENYIEYelohoRan1- 288 + 62 (254 + 4,4[237 +29(27,3 + 4,9
carbonsaure

s1o | !-Amino-S-methyl-2-(propan-2-yl) 11 + 10,6/19,7 + 52(15,9 + 2,4[29.3 + 35

cyclohexan-1-carbonsaure

S11 1-Amino-2-methylcyclohexan-1-
carbonséure

S12 L3

%/b 26 + 75|54 +40[221 +23(251 + 39

(Aminomethyl)cyclohexylessigsédure

S17 | 3-Isopropyl-3,5-dimethyl-L-thyronin 13,9 + 6,2 (30,6 + 3,1 70 + 3.8

«9@ 404 + 4,0 (36,9 *+ 3,6 60,0 + 3,3

S18 3"-Isopropyl-3,5-diiod-L-thyronin )
j@\ 18,3 + 5,6 |19,7 + 2,9 279 + 3,3

5
o
v
=

J B
9!
9!

S19 | 3,5-Diiodo-3',5-dimethyl-L-thyronin

H

%@ 11,4 £ 8,9 (12,2 + 44(13,1 £ 3,1(32,7 £ 3,1

H
H

Abbildung 4.23: Die kompetitiven Inhibitionsuntersuchungen mit unterschiedlichen Substratva-
riationen an LAT2-Varianten. Aufnahme von radioaktiv markiertem 3,3’-T2 (100 nM) in Xenopus laevis
Oozyten koinjiziert mit cRNA von LAT2 oder LAT2-Varianten und CD98 (jeweils 11,5 ng) iiber die Dauer
von 60 min bei RT. Die Experimente wurden in An- und Abwesenheit der genannten Substrate bei einer
Konzentration der SDH-Derivate von 10 uM und BCH oder AS von 1 nM durchgefiihrt. Die Tabelle gibt die
Mittelwerte von jeweils 10-15 Oozyten + SEM aus mindestens zwei voneinander unabhingigen Experimen-
ten an. Die Daten wurden nach Subtraktion der Messwerte von nicht-injizierten Oozyten auf die Kontrolle
normalisiert, welche ausschlieflich die Aufnahme von 3,3’-T widerspiegelt. Verdndert nach (Hinz et al., 2017).
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4.6 Charakterisierung der Substratabgabe iiber den LAT2

Bisher war die Rolle von LAT2 sowohl in der Aufnahme als auch in der Abgabe von SDH
unklar. Die vorangegangenen Arbeiten identifizierten lediglich die Aufnahme von SDH. Im
Folgenden wurden Abgabestudien durchgefiihrt, um den SDH-Efflux {iber LAT2 aufzuklaren.
Der Verlauf der Experimente erfolgte analog zum Aufnahme-Assay, allerdings mit dem Un-
terschied, dass nach der Prainkubation der Qozyten diese nicht detektiert, sondern in einen
Substrat-haltigen Puffer iiberfiihrt und schlieflich das in den Puffer abgegebene radioaktiv

markierte Substrat bestimmt wurde.

4.6.1 Abgabestudien mit L-[*°H]-AS iiber LAT2 in Oozyten

Zur Etablierung des Efflux-Assays wurden die Experimente zunédchst mit den AS durchge-
fithrt. Fiir AS ist bekannt, dass sie iiber LAT2 in beide Richtungen transportiert werden,
wihrend die Abgabe von SDH noch nicht untersucht wurde. Die LAT2/CD98 koinjizierten
Oozyten wurden zu zwei verschiedenen Zeitpunkten (10 und 60 min) mit radioaktiv markier-
tem Leu beladen und im Anschluss erfolgte eine zeitabhéingige Abgabemessung fiir 1 - 30 min.
Die Diagramme zeigen je eine exemplarisch reprisentative Kurve und geben die Mittelwer-
te von jeweils 10-15 Oozyten + SEM aus zwei voneinander unabhingigen Experimenten an.
Nach zehn miniitiger PrKQinkubation mit Leu zeigt die Efflux-Kurve fiir den W'T eine streng
monotone Rechtskurve, wobei das Wachstum iiber die Zeit abnimmt. Der Unterschied zu den
nicht-injizierten Oozyten wéchst iiber die Zeit und ist fiir den W'T nach 20 min sechsfach hoher
(Abbildung 4.24 (A)). Der Leu-Export, der nach 60 min Prainkubation zu messen ist, zeigt
nach 20 min einen 30-fachen Unterschied von WT zu nicht-injizierten Oozyten. Die Kurve
des WTs flacht nach 30 min andauerndem Efflux stark ab und endet in einer Plateau-Phase.
Ein dquivalentes Experiment wurde mit Phe durchgefiihrt. Die Beladung erfolgte fiir 60 min
mit 100 puM radioaktiv markiertem Phe. Die zeitabhingige Abgabe wurde mit 1 nM Leu
transstimuliert. Interessanterweise ist der Eflux durch die nicht-injizierten Oozyten zehnfach
hoher als bei den Analysen mit Leu (vgl. Abbildung 4.25). Des Weiteren zeigte sich, dass
die Unterschiede zwischen nicht-injizierten und W injizierten Oozyten sehr gering sind. Die
nicht-injizierten OQozyten erreichen die Plateau-Phase bei etwa 3500 DPM + SEM; der WT
bei etwa 6500 DPM + SEM. Nach 20 min zeigt die Kurve eher einen Abfall des Phe-Exports.

92



Kapitel 4. Ergebnisse

A B
= 2
S 800q S £ 200004 R
éé -~ nicht injiziert E %‘ -~ nicht injiziert
8- 175} .
+5 -#- Wildtyp A5 -= Wildtyp
S5 6004 s S 150001
H] 6%
38 400 2S 10000
2 5T
23 23
5 é 2004 Z4 5000
v—wo = —
Z2 o . . . . . £3 0 : : ; .
E 0 5 10 15 20 25 5 0 10 20 30 40
= =

Zeit [min] Zeit [min]

Abbildung 4.24: Freisetzung von radioaktiv-markiertem Leu wurde zeitabhingiger in
LAT2/CD98 exprimierenden Xenopus laevis Oozyten bestimmt. Die Freisetzung von radioaktiv
markiertem Leu wurde zeitabhingig in LAT2/CD98 exprimierenden Xenopus laevis Oozyten bestimmt. Die
Beladung der Oozyten mit [*H] Leu (100 uM) erfolgte zuvor iiber die Dauer von A, 10 min oder fiir B, 60
min. Die Abgabe nach 1-30 min wurde in Anwesenheit von 1 nM Phe transstimuliert. Das Diagramm zeigt
exemplarisch eine reprasentative Kurve und gibt die Mittelwerte von jeweils 10-15 Oozyten + SEM aus zwei
voneinander unabhéngigen Experimenten an.
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Abbildung 4.25: Die Freisetzung von radioaktiv markiertem Phe wurde zeitabhfngig in
LAT2/CD98 exprimierenden Oozyten bestimmt. Die Beladung der Oozyten mit [*H| Phe (100 zM)
erfolgte zuvor iiber die Dauer von 60 min. Die Abgabe nach 1-30 min wurde in Anwesenheit von 1 nM Leu
transstimuliert. Das Diagramm zeigt exemplarisch eine représentative Kurve und gibt die Mittelwerte von
jeweils 10-15 Oozyten = SEM aus zwei voneinander unabhéngigen Experimenten an.
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4.6.2 Keine SDH-Abgabe (Efflux) iiber den LAT2 mdglich

Um die Abgabe von SDH iiber LAT2 zu charakterisieren, wurden LAT2/CD98 koinjizierte
Oozyten fiir 60 min mit 3,3’-Ty (100 nM) priinkubiert. Es wurde nur 3,3’-Ty ausgewdahlt,
da aus vorangegangenen Experimenten hervorgeht, dass dieses SDI-Derivat zuverléssig tiber
LAT?2 aufgenommen wird, sodass die Beladung keine Barriere fiir die Untersuchungen dar-
stellte. Der Efflux wurde nach 1-30 min in Anwesenheit von verschiedenen Substraten (Leu,
Phe und 3,3’-T5) transstimuliert. In der Abbildung 4.26 werden je eine exemplarische, repréa-
sentative Kurve dargestellt. Angegeben werden die Mittelwerte von jeweils 10-15 OQozyten +
SEM aus mindestens zwei voneinander unabhéngigen Experimenten. Alle Kurven zeigen kei-
nen oder nur einen geringen Unterschied der nicht-injizierten zu den W'T injizierten Oozyten.
Nur in Anwesenheit von Phe hebt sich ein kleiner Unterschied zwischen beiden Gruppen ab.
Jedoch gleicht die Rechtskurve im Diagramm eher einer linearen Funktion und erreicht nach

30 min einen counts per minutes (cpm) Wert von etwa 30 (siche Abbildung 4.26 (B)).
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Abbildung 4.26: Keine Freisetzung von radioaktiv markiertem 3,3’-Ts nach zeitabhéngiger Be-
stimmung in LAT2/CD98 exprimierenden Oozyten. Die Beladung der Oozyten mit ['*°I] 3,3’-T>
(100 nM) erfolgte zuvor iiber die Dauer von 60 min. Die Abgabe nach 1-30 min wurde in Anwesenheit von A,
1 nM Leu, B, 1 nM Phe oder C, 20 uM 3,3’-T> transstimuliert. Das Diagramm zeigt exemplarisch eine repra-
sentative Kurve und gibt die Mittelwerte von jeweils 10-15 Qozyten = SEM aus mindestens zwei voneinander
unabhéngigen Experimenten an.

4.7 Charakterisierung der Substratabgabe an LAT2-Varianten

Auch fiir den Substrat-Efflux wurden die Struktur-Funktionszusammenhénge von Transporter
und Substrat untersucht. Es sollte aufgeklart werden, ob AS, die den Influx positiv beeinflussen
auch den Efflux bestimmen. Dazu wurden drei zentrale LAT2-Varianten (Y130A, N133S und
F242W) mit erhohter 3,3’-Te-Aufnahme ausgewihlt. Nach Substrat-Beladung der Oozyten
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wurde die Transstimulation mit 1 nM Phe vorgenommen und anschlieftend die Radioaktivitit

des freigesetzten Substrats im Puffer bestimmt.

4.7.1 LAT2-Varianten zeigen unterschiedliche Aufnahme- und
Abgabeprofile

Um den Einfluss der Seitenketten-Modifizierung im Aminosédure-Export zu untersuchen, wur-
den die LAT2-Varianten iiberexprimierenden Qozyten mit radioaktiv markiertem Leu oder
Phe (je 100 pM) fiir 60 min beladen, zwischendurch gewaschen und nach 20 min andauern-
der Transstimulation wurde die radioaktive Export-Rate fiir jedes Konstrukt bestimmt. Fiir
den direkten Vergleich der Efflux-Rate wurde fiir jedes Konstrukt die Aufnahme nach 60 min
bestimmt, um schlieklich den relativen Anteil des Effluxes zu berechnen. LAT2-N133S weist
einen erhdhten Export sowohl fiir Leu als auch fiir Phe auf, wihrend Y130A einen gleichblei-
benden Export zeigt. Das Konstrukt F242W legt im Vergleich zum W'T eher einen negativen
Export-Effekt dar (Abbildung 4.27): fiir Leu signifikant und fiir Phe nur als Tendenz. Insge-
samt sind auch Unterschiede in der Freisetzung von Leu und Phe fiir den WT zu erkennen,
denn auch der Import der Aminosiuren iiber die Konstrukte wird integriert und zeigt wie

schon in den Abbildungen 4.24 oder 4.25 markante Exportdifferenzen.

A B
/q-_)\ ~ *
ég 150+ é’ 150~
= £ S
& 5 K=
=2 1004 " = 2 1004
EZ < 3
S 50- S5 s
25 B 5
23 5 g
A <
S0 =5 0
= ==
T s =
s 50— 3 50—
L F o D L F D
SR FEEF

Abbildung 4.27: Erhohte Freisetzung von radioaktiv markierten AS durch LAT2-N133S expri-
mierende Oozyten. Die Beladung der LAT2-Varianten/CD98 iiberexprimierenden Oozyten mit A, [*H] Leu
(100 pM) und B, [*H] Phe (100 M) erfolgte zuvor iiber die Dauer von 20 min. Die Abgabe nach 60 min wurde
in Anwesenheit von 1 nM Phe transstimuliert. Das Diagramm gibt die Mittelwerte von jeweils 10-15 Qozyten
+ SEM aus mindestens zwei voneinander unabhingigen Experimenten an. Verdndert nach (Hinz et al., 2017).
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4.7.2 3,3-T, Abgabe iiber LAT2-Varianten erlaubt

Im Anschluss an die Bestimmungen des AS-Exports erfolgte die Analyse der SDH-Abgabe
durch die LAT2-Konstrukte. Wéhrend der Import gute Aufnahmeraten fiir 3,3’-To zeigte
und damit eine ausreichende Konzentration in den Qozyten gewé#hrleistet war, waren initiale
Experimente zur Bestimmung des Effluxes iiber LAT2-WT negativ. Die iiberexprimierenden
Oozyten wurden mit SDH (100 nM) beladen und anschliefend wurde die Transstimulation
fiir 60 min mit 1 nM Phe durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigten eindeutig, dass nur der Export
des SDH-Derivats 3,3-T9 durch die Konstrukte Y130A bzw. N133S zu 100 % bzw. zu 120 %
gesteigert wird (siehe Abbildung 4.28 (A)). Im Gegensatz dazu wurde der Export von Tj
oder T4 iiber den Zeitraum bis zu 60 min nur fiir die LAT2-Y130A Variante betrachtet, da
diese als einzige einen zuverldssigen Uptake der beiden SDH zeigte. Allerdings wurde keines
der beiden Substrate exportiert (Abbildung 4.28 (B und C)). Die Unterschiede der nicht-
injizierten Oozyten sind weder zum WT noch zur Y130A-Mutante signifikant.
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Abbildung 4.28: ErhShte Freisetzung von 3,3’-T; iiber LAT2-Varianten, aber keine Freisetzung
von T3 oder T4. Die Beladung der LAT2-Varianten/CD98 iiberexprimierenden Qozyten mit ['2°T] 3,3’- T, T3
oder T4 (100 nM) erfolgte zuvor iiber die Dauer von 60 min. Die Abgabe nach 60 min wurde in Anwesenheit
von 1 nM Phe transstimuliert. Das Diagramm gibt die Mittelwerte von jeweils 10-15 Oozyten = SEM aus
mindestens zwei voneinander unabhingigen Experimenten an. Verindert nach (Hinz et al., 2017).

96



Kapitel 5. Diskussion

5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle des L-Typ Aminosiuretransporter 2 (LAT2)
als moglicher Schilddriisenhormontransporter untersucht. Im Fokus standen die Struktur-
Funktionsanalysen des Transporters. Mithilfe von Homologiemodell geleiteten, molekularen
LAT2-Variationen wurde aufgedeckt, welche spezifischen Aminosiureseitenketten fiir den SDH-
Transport verantwortlich sind. Zudem wurde auch die Charakterisierung der Substrate fiir
LAT2 durchgefiihrt. Bislang gab es keine Struktur-Funktionsuntersuchungen dieses Amino-
sduretransporters im Hinblick auf den SDH-Transport.

Die Kenntnis des Transportmechanismus von SDH {iber LAT?2 ist nicht nur wissenschaftlich
interessant, sondern konnte auch medizinisch von groffer Bedeutung sein. Unter Umsténden
kénnte LAT2 die SDH-Transportfunktionen bei einem MCT8-defizienten Patienten {iberneh-
men (siehe AHDS). Zudem gewinnt die Rolle des nicht klassischen SDHs Ty zunehmend an
Bedeutung. Thm werden neue essentielle Funktionen zugeordnet, da ein erhohter Stoffwechsel
durch die Gabe von Ty gemessen wurde (Pietzner et al., 2015; Senese et al., 2014). Aus der
Literaturanalyse des Transporters ging hervor, dass der Transport von SDH durch LAT2-
vermittelt sein kénnte. Wobei die konkreten Daten von LAT2 als SDH-Transporter nicht ein-
deutig gezeigt wurden (Friesema et al., 2001). Folglich wurde der spezifische SDH-Transport
in LAT2 {iberexprimierenden Qozyten untersucht und entsprechend auch intensiv die Sub-
strateigenschaften sowohl fiir den Import als auch den Export im Detail analysiert. Es konnte
in dieser Arbeit gezeigt werden, dass der LAT2 neben AS auch SDH davon hauptséchlich
3,3’-T9 und in geringerem Mafe T3 aufnimmt aber weder r'T's noch T4 in die Zelle importiert.
Im Gegensatz zu den AS, welche bidirektional iiber die Membran transportiert werden, wird
keines der untersuchten SDH-Derivate durch den LAT2-WT aus der Zelle exportiert.
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5.1 Ist das Heterodimer LAT2/CD98 an der Plasmamembran

lokalisiert und transportiert es SDH?

5.1.1 LAT2-vermittelte Substrataufnahme nur durch Koexpression mit
dem Eskortprotein CD98 induziert

Der LAT?2 ist bekannt dafiir, dass er mit dem CD98 ein Heterodimer formt und an der Zell-
membran exprimiert ist. Die Notwendigkeit eines solchen Eskortproteins sollte zunéchst fiir
das hier verwendete Expressionssystem {iberpriift werden. So wurden in der vorliegenden Stu-
die die Xenopus laevis Oozyten mit Wasser bzw. mit cRNA von LAT2 mit und ohne CD98,
sowie CD98 alleine injiziert. Die Transportstudien mit 3,3’-T9 in den Wasser injizierten Oozy-
ten wiesen darauf hin, dass die endogene Proteinexpression fiir diesen Versuchsablauf vernach-
ldssighar ist, da sie nur ein geringes Hintergrundsignal verursacht. Die hier durchgefiihrten
3,3’-Ty-Aufnahmen durch LAT2 legen nahe, dass die beobachteten Ergebnisse eines gestei-
gerten To-Imports LAT2 spezifisch sind. Die Proteinexpressionsuntersuchung mittels Western
Blot unterstreicht die Resultate der Transportuntersuchungen. Weder die Einzelinjektion von
LAT2 noch die von CD98 fiihrte zu einer signifikanten Transportsteigerung von 3,3’-T5. Ein-
zig die Koinjektion der kodierenden RNA beider Proteine fiihrte zur deutlichen Aufnahme
von 3,3’-To sowie von AS im Vergleich zu den nicht-injizierten Oozyten. Diese Ergebnisse
sind konsistent mit anderen Beobachtungen. In der Verdffentlichung von Segawa et al. (Se-
gawa et al., 1999) wiesen die L-Leu- und die L-Phe-Aufnahmestudien darauf hin, dass nur
die koinjizierten Qozyten substanzielle Ergebnisse erbrachten. s geht eindeutig hervor, dass
sowohl der Transport von AS als auch der von SDH nur bei Expression beider Proteine als
Heterodimer erreicht werden kann, was fiir diese heterodimere Aminosiuretransporter charak-
teristisch ist (Fukasawa, 2000; Pineda et al., 1999). Diese neu gewonnenen Erkenntnisse, dass
der murine LAT2 SDH aufnimmt, werden auch von anderen experimentellen Daten unter-
stiitzt. Die Untersuchungen des humanen LAT2 sowie LAT1 zeigten vergleichbare Ergebnisse
bei der SDH-Aufnahme (Khunweeraphong et al., 2012; Morimoto et al., 2008). Hierbei sind die
kleinen LAT2-Sequenzunterschiede zwischen Mensch und Maus demnach zu vernachlassigen,

da sie ein dhnliches Transportverhalten fiir SDH zeigen.
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5.1.2 Der natriumunabhingige Transport von 3,3-Ts durch LAT2

Ob eine Natriumunabhingigkeit in dem Expressionssytem vorhanden ist, wurde schliefslich
auch untersucht. Wie oben beschrieben, wurden 3,3’-Ts-Aufnahmenuntersuchungen von ko-
injizierten Qozyten bei unterschiedlicher Pufferzusammensetzung durchgefiihrt. Durch die Er-
ganzung des Puffers mit entweder Natrium- oder Cholinchlorid, konnte gezeigt werden, dass
die Aufnahme von 3,3’-Ty durch LAT2 natriumunabhéngig ist, da sich hierbei kein signifikan-
ter Unterschied zwischen dem Natrium- oder Cholinchlorid-haltigen Puffer zeigte. Interessan-
terweise war die Aufnahme durch sowohl nicht-injizierte als auch injizierte Oozyten bei der
Inkubation im Cholinchlorid haltigem Puffer signifikant niedriger. Diese Beobachtung steht
im Einklang mit den Ergebnissen von Friesema (Friesema et al., 2001). Sie zeigten, dass die
Aufnahme von lodothyroninen durch endogene Transporter in Oozyten teilweise durch die
Anwesenheit von Natrium beeinflusst werden kénnte. Dies korreliert auch mit anderen Er-
kenntnissen, in denen die Gegenwart eines natriumabhéngigen LAT2-dhnlichen Transporters
in Oozyten beschrieben ist (Broer et al., 1998). Trotz der kleinen Hinweise auf einen Natrium-

einfluss, spricht man beim LAT2 von einer klaren Natrium-unabhéngigkeit im Transport.

5.1.3 Identifizierung der SDH-Substratspezifitit von LAT2

Fir LAT2 wurde ein Transport von lodthyroninen vermutet, jedoch wurde bislang nie der
direkte Transport von SDH durch LAT2 identifiziert. Inhibitionsuntersuchungen waren kein
eindeutiger Beweis flir die LAT2 spezifische SDH-Aufnahme (Khunweeraphong et al., 2012;
Morimoto et al., 2008). In dieser Arbeit wurde die effektivste Aufnahme fiir das 3,3’-Ts
gezeigt. T's zeigte lediglich einen schwachen Import und fiir die sperrigen Substrate r'I's und
T4 konnte kein Transport durch LAT2 beobachtet werden. Im Gegensatz zu LAT2 zeigt LAT1
bei Koexpression mit humanem CD98 in Oozyten, eine markante Aufnahme von rT3. LAT1
zeigte ebenso eine geringe Aufnahmeféhigkeit fiir T3 und T4 (Friesema et al., 2001). In den
kompetitiven Aufnahmeuntersuchungen von Leucin mit SDH bewies sich LAT1 als T3- und
T4-Transporter im Vergleich zu LAT2 (Morimoto et al., 2008; Khunweeraphong et al., 2012).
In beiden Studien wurde die L-Leu-Aufnahme durch LAT1 deutlich von T3 und in geringerem
Umfang durch T4 inhibiert. In der gleichen Studie zeigten T3 und T4 eine mildere Wirkung auf
die L-Leu-Aufnahme und keine Hemmung auf den L-Ala Transport durch LAT2. Zevenbergen
et al. bestéitigte in transient transfizierten COS1-Zellen eine hohe Affinitét zu 3,3’-T9 und eine
geringere zu Ts. Sie bewiesen ebenfalls, dass rT's und T4 nicht durch LAT2 importiert werden
(Zevenbergen et al., 2015).
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5.1.4 Ermittlung der kinetischen Parameter fiir die SDH-Aufnahme

Zur verbesserten Auswertung experimenteller Transportuntersuchungen erfolgte die Ermitt-
lung der kinetischen Parameter iiber die Michaelis-Menten-Kinetik. Es gibt diverse Anséitze
zur Durchfiihrung, wovon hier nur einer betrachtet wurde, weil dieser Skonomischer fiir den
Radioaktivmiill war und die Effektivdosis fir beruflich strahlenexponierte Personen unter-
schritt. Das Arbeiten mit Radioaktivitdt ist schlieklich fiir den Experimentator und fiir die
Umwelt eher mit Risiken behaftet und sollte mit Bedacht durchgefiihrt werden. Zunéchst wur-
de ein Zeitpunkt der Substrataufnahme ermittelt, der im linearen Messbereich liegt. Hierbei
konnte 60 Minuten Inkubation als optimaler Zeitpunkt festgelegt werden. Zum einen lag der
gewahlte Zeitpunkt von 60 Minuten im linearen Messbereich und zum anderen waren zum
festgelegten Zeitpunkt valide Messwerte gewdhrleistet, da die 60 Minuten das beste Verhiltnis

zwischen der Transportaktivitit von nicht-injizierten zu koinjizierten Oozyten zeigten.

Im Vergleich zu anderen SDH-Transportern, wie z.B. MCTS8, der bereits einen bemerkens-
werten Transport nach zwei Minuten Inkubation zeigt, scheint LAT eher einen langsamen
Transport zu besitzen (Mastroberardino et al., 1998). Vergleichbare Inkubationszeiten waren
notwendig, um die Aufnahme von SDH durch LAT1 zu untersuchen (Friesema et al., 2001).
Schlieflich wird die Kinetik bei 60 miniitiger Inkubation mit steigender 3,3’-Ty Konzentration
bestimmt und der Kp,-Wert von 16,24 uM (0-33,92 uM) fiir LAT2-WT festgehalten. Im Ver-
gleich der SDH-Affinitét wurde fiir die Transporter LAT1, MCTS8 und OATP1C1 ebenfalls ein
Kp,-Wert im niedrigen mikromolaren Bereich berechnet (vgl. Tabelle 5.1). Die Berechnungen
der K,-Werte erfolgten normalerweise unter der Annahme der logarithmischen Normalvertei-
lung: Hierfiir werden die ermittelten Werte im definierten Konfidenzintervall (CT) angegeben.
Jedoch wurden fir die ermittelten Resultate in Tabelle 5.1 nur K,,-Werte als Mittelwert
mit der Standardabweichung angegeben. Dies liegt einer Berechnung der Normalverteilung
zugrunde und ist damit, im Gegensatz zur log-Normalverteilung in der Genauigkeit stark
fehlerbehaftet. Dies ist ein typischer Fehler bei Merkmalen, die einer logarithmischen Normal-
verteilung folgen. Die Verteilung ist schlecht einzuschétzen und fithrt zu einer Verzerrung des
realen Intervalls der Kp,-Werte. Unter Umsténden ist es moglich, dass sich die Konfidenzinter-
valle der Ky,-Werte zwischen 0,002 und 18,6 iiberschneiden und damit in einem vergleichbaren

Bereich liegen.
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Tabelle 5.1: Ubersicht der K,,-Werte (in [uM] angegeben) von SDH bestimmt fiir die priméren und sekun-
déren SDH-Transporter.

Transporter Spezies Ty rTs T3 3,3-T> Referenz
(CI)
LAT2 Maus 16,24 (Kinne et al., 2015)
(0 - 33,92)
LAT1 Mensch 7,9 125 0,8 7,9 (Friesema et al., 2001)
MCTS8 Ratte 4,7 2,2 4 (Friesema et al., 2003)
Mensch 7,5 (Kinne et al., 2010)
OATP1C1 Ratte 0,18 (Westholm et al., 2010)
Maus 0,34 0,46 (Tohyama et al., 2004)
Mensch 0,094 0,128 (Pizzagalli et al., 2002)

5.2 LSM-Analyse als optimale Methode zur Bestimmung der

Zellmembranexpression von LAT2

Die Proteinexpression des Transporters hat auch einen Einfluss auf den SDH-Import, da
sie stark im Zusammenhang mit der cRNA-Qualitit steht. Um Fehler zu vermeiden, die
auf die cRNA-Degradation zuriickzufiihren sind, wurden in den Versuchen unterschiedliche
cRNA-Syntheseansitze verwendet. Dadurch konnten die Ergebnisse des Transports und die
der Expression validiert und bestédtigt werden. Expressionsstudien durch Western Blots von
Gesamtzelllysaten wurden verarbeitet und gegen CD98 und LAT2 geplottet. Die Blots zeigen
fiir beide Antikorper sehr starke Bandenmuster. Vor allem der anti-LAT2 bindet sehr unspezi-
fisch in den Qozyten. Abzuleiten ist dies aus der hohen und starken Bandenexpression bei den
nicht-injizierten Oozyten. Abweichend von den Ergebnissen in den Oozyten ist die Kreuzreak-
tivitdt im murinen und humanen Gewebe sehr gering (Braun et al., 2011b; Wirth et al., 2009).
Damit war keine gute Voraussetzung zur Detektion von LAT2 an der Oozytenmembran mittels
Biotinylierung gegeben. Dennoch kénnen Schliisse aus den Oozyten-Gesamtzelllysaten gezo-
gen werden. Der Nachweis fiir die iiberexprimierenden Proteine konnte durch starke Signale
in den LAT2 bzw. CD98 oder koinjizierten Proben gefunden werden. Schwache Signale waren
im Zelllysat von nicht-injizierten Zellen mit anti-CD98 zu erkennen, die eine leichte endoge-
ne Expression des Proteins in Qozyten bestitigen (Estévez et al., 1998). Ebenfalls kann fiir
LAT?2 eine endogene Expression vermutet werden, wobei die unspezifische AK-Bindung den
endogenen Anteil nicht eindeutig ermitteln ldsst. Die LAT2-Expressionsbestimmung des Ge-

samtzelllysats gibt Riickschliisse iiber die Giite der Ergebnisse eines Versuchs. Ob die Oozyten
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kontaminiert oder die cRNA degradiert waren, sollte fiir jeden einzelnen Versuch individuell
eingeschétzt werden. Der einzige Nachteil war, dass daraus keine direkten Schlussfolgerungen
zur LAT2 Membranexpression hervorgingen. Die Oberflichenexpression in Oozyten stellte ei-
ne grofe Herausforderung in dieser Arbeit dar. Es wurden verschiedene Konfigurationen fiir
die Zelloberflichen-Biotinylierungsassays ausgetestet, jedoch resultierten keine sinngemifsen
Ergebnisse mit dem derzeit verfiighbaren humanen LAT2-AK in Oozyten. In beiden Fillen,
Streptavidin-Prazipitation und anschliefendem LAT2-Nachweis oder LAT2-Prézipitation mit
Biotin-Nachweis, wurden durch den LAT2-AK unspezifische Proteinbanden erzielt. Es erga-
ben sich Resultate die der Literatur nicht entsprachen. Zudem war es nicht moglich, den
LAT2 extrazelluldr mit Label zu markieren. Ein mdglicher Grund dafiir, zeigte sich spéter
im Verlauf der Promotion. Denn unmittelbar iiber der extrazelluliren Oberfliche von LAT2
ist die voluminose extrazellulire Doméne von CD98 lokalisiert und iiberdeckt vollstindig die
extrazelluldren Loops von LAT2 (Rosell et al., 2014; Meury et al., 2014), sodass ein Label
am extrazelluldrer Loop (ECL) 2 fiir AK nur schwer erreichbar ist. Als Konsequenz wurden
LAT2 und CD98 erneut kloniert und jeweils mit einer Fluoreszenzmarkierung C-Terminal
versehen. Im Folgenden konnte die Oberflichenexpression am LSM und die dquivalente Ge-
samtexpression am Durchflusszytometer jedoch nur in Hek293-Zellen detektiert werden. Da es
sich bei den Oozyten um polarisierte Zellen handelt, ist es bisher nicht méglich, mit der kon-
fokalen LSM-Analyse valide Ergebnisse zu erhalten. Offensichtlich scheint die LSM-Analyse
mit Hek293-Zellen derzeit die beste Methode zu sein. Diese Durchfiihrung ist in unserem
Labor (AG R. Schiilein/ G. Krause, FMP, Berlin) etabliert. Sie wird genutzt um ein semi-
quantitatives Verhéltnis der Membranfluoreszenz zur Gesamtfluoreszenz zu berechnen (Wiiller
et al., 2004). In Bezug auf die Membranexpression der Mutanten spielt die ausgewihlte Metho-
de eine {ibergeordnete Rolle. Sie dient dem Vergleich der WT- und der Mutantenexpression in
der Plasmamembran. Die Daten der Durchflusszytometrie belegen die Qualitit der transienten
Zelltransfektion. Anhand der Resultate (vgl. Abbildung 4.10) aus den angewandten Methoden
ist zu erkennen, dass die Membranexpressionen sowohl vom W'T als auch der untersuchten
Mutanten vergleichbar sind. Demnach sind die SDH-Transportergebnisse der LAT2-Varianten
nicht das Resultat einer erh6hten oder erniedrigten Proteinexpression. Diese Transporteffekte

sind einzig und allein auf den Transporteinfluss der Mutation zuriickzufiihren.
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5.3 Oozyten als optimales System fiir Transportstudien

5.3.1 Xenopus laevis Oozyten als Expressionssystem

Das Expressionssystem der Xenopus laevis Oozyten wird vielfiltig in der Forschung einge-
setzt. Sie besitzen eine geringe endogene Membranproteinexpression, da Qozyten praktisch
unabhéngig von exogenen Nihrstoffen {iberleben kénnen. Dennoch werden wenige Proteine
in Qozyten exprimiert. Dies fiihrt zu einer minimalen Hintergrundaktivitit und somit zu gu-
ten Voraussetzungen fiir Transportstudien von membranstéindigen Transporterproteinen. Die
Tierhaltung ist einfach und mit geringen Kosten verbunden. Aus den Amphibien lassen sich
durch schnelle und einfache Préparationen kleine aber auch grofse Mengen an OQozyten ge-
winnen. Die manuelle cRNA Injektion fithrt zur Expression des gewiinschten Proteins oder
mehrerer Proteine. Die Transportstudien wurden durchgefiihrt, um die molekularen Determi-
nanten des SDH-Transports iiber LAT2 zu ermitteln und deren Substrateigenschaften in vitro
zu charakterisieren. In vorangegangenen Arbeiten wurde der SDH-Transport tiber Mitglie-
der der LAT-Familie und der MCT-Familie bereits erfolgreich in Oozyten untersucht (Kinne
et al., 2010; Friesema et al., 2001). Das System hat jedoch auch Nachteile und kann bei falscher
Durchfiithrung fehleranfillig sein. Es erfordert demnach eine sehr sorgfiltige und geiibte Hand-
habung, um die Fehlerquellen gering zu halten. Die manuelle Mikroinjektion von cRNA in jede
einzelne Oozyte kann zur unterschiedlichen Expression von LAT2 fithren und dadurch kann es
zu einer grofferen Standardabweichung der jeweiligen Transportergebnisse kommen. Dariiber
hinaus kann dieser Effekt auch auf die Qualitdt der jeweiligen Oozyte zuriickzufiihren sein.
Diese kann zum einen mit dem Zustand des Frosches oder der darauffolgenden Defollikulierung
(Kollagenase-Abbau) zusammenhéngen, die Defekte in der Oozytenmembran entstehen lassen
kénnten. Der Transport wire folglich unspezifisch iiber Poren in die Zelle. Um Fehlern vorzu-
beugen, wurde pro Versuchsreihe die Experimente zwei- bis dreimal unabhéngig voneinander
mit je 10-15 Oozyten durchgefiihrt, um damit grofe Datenausreifer durch tote oder nicht-
exprimierende Oozyten zu beseitigen. Die Qualitdt der durchgefiihrten Experimente wurde
kontrolliert, indem das Verhéltnis von nicht-injizierten Oozyten zu LAT2/CD98 koinjizierten
Oozyten gebildet wurde. Ein Experiment galt dann als erfolgreich und von guter Qualitét,
wenn ein Verhaltniswert gleich oder hoher als drei erreicht wurde. Auferdem konnte die Qua-
litdt der Oozyten durch stetiges Wechseln des Antibiotikums beibehalten werden. Andernfalls
wiirden multi-resistente Bakterien die Qualitdt der Oozyten und damit auch die Qualitat der
Ergebnisse beeinflussen (O’Connell et al., 2011).
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5.3.2 Vergleich zwischen zwei Expressionssystemen: Oozyten und Hek293

Durch den Vergleich zweier Testsysteme, native Qozyten und humane Hek293-Zellen, soll ver-
deutlicht werden, warum das Arbeiten mit den Oozyten zur Charakterisierung des LAT2 von
Vorteil ist. Fiir den Vergleich der Funktionalitdt von LAT2 und den LAT2-Varianten wurde
die Transportaktivitdt von 3,3’-T9 untersucht. Hierzu wurden die Transporterproteine in den
jeweiligen Zellsystemen iiberexprimiert. Das genaue Vorgehen wurde im Kapitel Methoden
3.1.2 erldutert. Obwohl beide Systeme eine deutliche 3,3’-T3-Aufnahme zeigten, hebt sich
dennoch hervor, dass die Qozyten eine geringere Hintergrundaufnahme von 3,3’-T9 haben als
die Hek293-Zellen. Das Verhéltnis von nicht-injizierten Qozyten zu koinjizierten (WT) Oo-
zyten liegt bei 1:3 (siehe Abbildung 4.3 A). Wihrend die nicht-transfizierten Hek293-Zellen
gegeniiber den transient transfizierten (WT) Zellen nur ein Verhéltnis von 1:2 aufbringen (sie-
he Abbildung 4.11). Die Anwesenheit von endogenen Transporterproteinen in Zelllinien, wie
Hek293-Zellen, kann zum Hintergrundsignal flihren und dadurch nachteilig sein. Das spielt
insbesondere bei der Untersuchung der LAT2-Varianten eine grofe Rolle. Nach der Expres-
sion von LAT2 in Hek293-Zellen konnten die Eigenschaften des modifizierten Transporters
wegen der geringen Empfindlichkeit des Expressionssystems nicht genauer untersucht werden.
Dies liegt daran, dass Transportunterschiede sich mit einem geringeren Hintergrundsignal
zuverléssiger erkennen und eindeutiger interpretieren lassen. Wie z.B. die bei der Mutation
Y130A, welche im Fokus der LAT2 Charakterisierung steht. Die Transportdifferenz ist in Oo-
zyten siebenmal hoher als bei Hek293-Zellen (Hinz et al., 2015, 2017). Auch fiir die Mutanten
N133S und F242W ist die erhohte Aufnahmerate prignanter in den Qozyten (vgl. Abbil-
dung 4.12). Die héchsten Aufnahmeraten konnten in Oozyten gemessen werden und boten
eine gute Ausgangssituation fiir die Inhibitionsntersuchungen sperriger Substrate. Ein grofies
Ausgangsverhéaltnis hatte unter anderem fiir die Inhibitionsuntersuchung den Vorteil, dass
man den Unterschied deutlicher abbilden kann. Dies spiegelt sich auch in den berechneten

Signifikanzniveaus wieder.
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5.4 Verifizierung des chimiren LAT2-Strukturmodells

Das Homologiemodell von LAT2 wurde auf der Basis von zwei Kristallstrukturen aufgebaut.
Die Transporterstrukturen von AdiC und ApcT besitzen beide eine gute Auflésung. Der Vor-
teil der AdiC-Struktur ist ein vorliegender Protein-Liganden-Komplex mit Arginin in der Bin-
dungstasche. Das Arginin bindet mit seiner Aminosdurefunktion (NHy, COO™) zwischen der
ersten und der sechsten Transmembranhelix an das Riickgrat der Polypeptidkette. Aufgrund
der Sequenzahnlichkeit zwischen LAT1 und LAT2 von 63 %, ist es nicht {iberraschend, dass
die AdiC-Struktur bereits von anderen Wissenschaftlern als Einzelvorlage fiir ein LAT1 Mo-
dell verwendet wurde (Geier et al., 2013; Rosell et al., 2014). Es war erkennbar, dass AdiC nur
ein gutes Strukturtemplate fiir die TMHs 1-4, 6, 7 von LAT2 ist. Die iibrigen Helices (5, 7-12)
zeigen eine bessere Ubereinstimmung bzw. teilen dhnliche Sequenzmotive mit der Sequenz
der ApcT-Kristallstruktur. Unter strikter Verwendung der Aminoséureerkennungsfunktion
des AdiC-Transporters im Zentrum des Translokationsweges wurde ein chiméres Modell fiir
LAT?2 entwickelt (Hinz et al., 2015). Zur Validierung des chiméren LAT2-Modells wurden in
erster Linie Aminosdurereste mutiert, die in den entsprechenden Positionen der Template-
Kristallstrukturen existieren. Experimentell wurde das Transportverhalten von Templates
(AdiC, ApcT) mit dem der LAT2-Mutationen gegeniibergestellt. Hierfiir wurden Mutatio-
nen verwendet, die in ApcT (K158A) oder AdiC (N22A) bereits mutiert wurden und eine
identische AS zu LAT2 (Lys!'?3, Asn®!) besitzen. Anschliefend wurden die publizierten Muta-
tionsdaten der Templatstrukturen mit denen von LAT2 in der vorliegenden Arbeit verglichen.
Die Ergebnisse der LAT2-Mutanten N51A /S und K193A erlauben mégliche Riickschliisse auf
die Aminos#durepositionen im Transporter. Die ermittelte 3,3’-To-Aufnahme fiir N51A /S und
K193A zeigte eine Verminderung des Transports (Abbildung 4.11 bzw. 4.12). Die Aufnah-
meuntersuchung durch die beiden LAT2-Mutationen ist vergleichbar zu den entsprechenden
Mutationsergebnissen der Transporter AdiC und ApcT (Gao et al., 2009; Shaffer et al., 2009).
Sie spielen offensichtlich eine entsprechende Rolle fiir die richtige Proteinfaltung (Faltungs-

193) und sind somit essentiell fiir die Aufnahme von Substraten (Asn®') wie

stabilisierung Lys
in AdiC und ApcT. Die LAT2-Resultate weisen darauf hin, dass eine vergleichbare Positio-
nierung der Residuen im LAT2 sehr wahrscheinlich ist. Zumindest fiir diese beiden Bereiche
wurde das generierte LAT2-Strukturmodell durch bereits publizierte Daten iiber AdiC und

ApcT verifiziert.
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5.5 Gezielte Mutationenen am LAT2 klaren essentielle

Eigenschaften des SDH-Imports auf

Es wurden drei LAT2-Aminosiurereste (Asn®!, Tyr'3?, Phe?*?) ausgewihlt, die den Trans-
portweg auskleiden, potentiell eine Interaktion mit dem Substrat eingehen und damit fiir den
Transportmechanismus unersetzlich wiren. Die Seitenkettenreste wurden so mutiert, dass ei-
ne Seitenkettenverldngerung oder eine Seitenkettenverkiirzung erfolgt, aber die Eigenschaften
im weitesten Sinne beibehalten wurden. Einzelne Positionen wurden zum besseren Vergleich
unterschiedlich mutiert, um direkte Hinweise auf deren speziellen Charakter an der fiir sie
spezifischen Lokalitdt zu bekommen. Die Transportuntersuchungen wurden sowohl mit SDH
(T9, T3, T4) als auch mit AS (Leu, Phe) durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Transportuntersu-
chungen waren mit Hilfe des Homologiemodells plausibel, fiihrte die Verkiirzung von Tyr!30
zu Alanin zu einer verstirkten SDH-Aufnahme (vgl. Abbildung 4.11 und 4.12). Divergent
dazu bewirkte die Seitenkettenverlingerung von Tyr!3Y zu Arg eine Blockierung des Trans-
portweges und folglich zu einem verminderten bzw. keinem messbaren SDH-Transport. Bei
Seitenkettenverkiirzung unter Beibehaltung oder Verdnderung der Eigenschaften im Sinne der
Hydrophilie resultierte eine deutlich erhéhte (N51S) oder unverénderte (N51A) Aufnahme von
3,3-T5. Dies bewies einerseits die Notwendigkeit von kleinen Seitenketten und andererseits
die Auswirkung des hydrophilen Charakters im zentralen Transportkanal von LAT2. Eine in-

242 gefunden, die durch zwei verschiedene Mutationen

teressante Entdeckung wurde fiir Phe
hervortrat. Bleibt der hydrophobe Charakter erhalten und werden die aromatischen Eigen-
schaften durch eine Valin Substitution (F242V) reduziert, fithrt das zu einer verminderten
3,3’-Ty-Aufnahme. Dem entgegen rettet die Mutation zum vergréferten aromatischen Tryp-
tophan (F242W) den Effekt und fiihrt sogar zu einer erhdhten 3,3’-T3-Aufnahme im Vergleich
zum WT. Dies deutet auf eine eindeutige Wirkung des aromatischen Rings von Phe?*? hin.
Insbesondere entspricht Phe?? der identischen Position von Trp2?? in AdiC (Tsai et al., 2012),
sodass die Hypothese eines notwendigen aromatisches Ringsystem stark unterstiitzt wird. Da-
durch wird die Erkennungsstelle bei Substratbindung auf der extrazelluldren Seite abgedeckt.
Die Ausrichtung von Trp2°? (in AdiC) erlaubt im Substrat-freien Zustand die Zuginglichkeit
von Liganden bzw. Substraten zur Erkennungsstelle (Fang et al., 2009). Im Arginin gebunde-
nen Zustand bewegt sich das Trp2"?
et al., 2012; Kowalczyk et al., 2011; Claxton et al., 2010). Auch in anderen Transportersys-

temen z.B. im LeuT oder anderen Neurotransmittern existieren aromatische Reste, die als

, sodass es als Deckel die Bindungsstelle abschlieftt (Tsai

bewegender Deckel die Bindungstasche nach Liganden Bindung abschliefsen (Beuming et al.,
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2006; Shi et al., 2008). Bei der Charakterisierung von Phe?*? im LAT2 weisen Mutationen auf
eine essentielle Funktionalitit an der spezifischen Stelle 242 hin. Der Fakt, dass Phe?*? von
LAT2 der Position von Trp?°? in AdiC entspricht, wird die Hypothese einer #hnlichen gate

242 in LAT?2 nachdriicklich unterstiitzt. Diese gating-Funktion ist

keeper Funktion von Phe
offenbar eine kritische Stelle, die die initiale Bewegung des Transporters auslost, um das Sub-
strat auf die andere Seite zu beférdern. Allerdings sind weitere Studien an der intrazelluldren

Seite notwendig, um diese Hypothese zu kléren.

5.5.1 Charakterisierung des LAT2-Transportkanals durch den
systematischen Aminosdureaustausch

Fiir die ortsgerichtete Mutagenese wurden Aminosiurereste von dem LAT2-Homologiemodell
abgeleitet. Diese Mutationen kleiden den Transportkanal von LAT2 aus. Seitenketten wurden
unter Beibehaltung ihrer hydrophilen Eigenschaften (N51S, N133S, N248S) verkleinert. Es re-
sultierte ein vergroferter Transportkanal, was zu einem erhohten 3,3’-To-Import fiihrte (vgl.
Abbildungen 4.11 und 4.12 A). Seitenkettenvergroferungen anderer Aminosaurereste (1137M,
T140F oder Y130R) verringerten die 3,3’-To-Aufnahme, was auf eine sterische Hinderung der
SDH-Aufnahme hindeutete. Es entstanden auch LAT2-Varianten, die nach Substitution kei-
ne Transportunterschied zum WT zeigten, obwohl sie in ihren Eigenschaften stark verdndert
wurden (N51A; Q1347T, Y144A ) F249A). Diese spielen offenbar nur eine untergeordnete Rolle
fiir den SDH-Transport. Wie in Kapitel 5.2 bereits erldutert, sind die Transportunterschie-
de real und kein Resultat aus Expressionsunterschieden. Klassischerweise hitte man hier ein
Alaninscan zur Identifizierung der Struktur-Funktionszusammenhinge angewendet. Der sys-
tematische Austausch der Aminosaurereste gegen Alanin hat jedoch in der Regel einen Verlust
der Proteinfunktion zur Folge (Morrison and Weiss, 2001). Der Transportmechanismus, den
es zu analysieren galt, wire nach Funktionsverlust nicht aufzukldren. Nicht nur aus diesem
Grund wurden die Aminosdureeigenschaften geringfiigig verdndert bzw. sequenziell gegen cha-
rakteristisch vergleichbare Aminosduren ausgetauscht. Eine Beibehaltung der entsprechenden
Eigenschaften beeinflussten auch weniger die Expressionsraten. Diese Methode ist in unse-
rer Arbeitsgruppe etabliert und wurde bereits zielfithrend in der Analyse von Transporten
angewendet (Kinne et al., 2010; Protze et al., 2017). Aus dem Homologiemodell sind zwei
asymmetrisch geformten Kavitidten im zentralen Bereich der Bindungstasche von LAT2 abzu-
leiten. Sie sind grok genug, sodass zwei aufeinander folgende aromatische Ringstrukturen mit
flexiblem Anteil durch nur zwei Todsubstituenten in 3,3’-, in 3,5- oder in 3’,5’-Position hinein

passen.
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Auferdem wurden die drei Mutationen (Y130A, N133S, F242W) mit dem grokten To-Import
detailliert betrachtet (siehe Abbildungen 4.14 - 4.20). Eine bessere Analyse der experimentel-
len Transportunterschiede erfolgte durch die Ermittlung der kinetischen Parameter iiber die
Michaelis-Menten-Kinetik. Die resultierenden K,-Werte zeigten eine Verbesserung der Affi-
nitét fiir alle drei gemessenen LAT2-Varianten. Obwohl sich die Konfidenzintervalle fiir WT,
F242W und Y130A teilweise iiberschneiden, zeigt F242W mit 3,78 M den schnellsten Trans-
port fiir To. Fiir den To-Transport kinetisch vergleichbar mit F242W, aber dennoch flexibler,
ist die Y130A Substitution (vgl. Abbildung 4.17 und 4.19). Sie erlaubt zudem eine zuverlissige
Aufnahme von Ts und Ty, erreicht aber leider keine Substratséittigung. Die Ky-Werte fiir T
und T4 konnten also nicht berechnet werden. Limitierend fiir diesen Assay sind drei Faktoren:
die Léslichkeit der SDH in DMSO, die toxische Wirkung von DMSO auf die Zellen bei hohe-
rer Konzentration und das Detektionslimit des Gamma-Counters. Obwohl kein K,,-Wert fiir
Y130A ermittelt werden konnte, 1dsst sich aus den T3 und T4 Messkurven eindeutig ein aktiver
Transport ableiten (vgl. Abbildung 4.17). Fiir N133S wurde ein vergleichbarer Ky,-Wert wie
fiir Y130A und F242W vermutet und nicht im Detail analysiert, denn schlieflich sind die Kon-
fidenzintervalle in einem #hnlichen niedrigen mikromolaren Bereich. Interessanterweise bleibt
der Aminosaureimport bei der Mutante Y130A fiir kleine [-AS wie Leu und Phe unverindert,
was darauf hinweist, dass Tyr!3" eine sterische Hiirde fiir starre und sperrige Molekiile wie T4
und T3 darstellt. Dementsprechend ist die Schlussfolgerung aus den LAT2-Varianten, dass
die Aminosdureverdnderungen ausschlieklich den SDH-Import beeinflussen. Damit sind sie
SDH sensitiv und vermitteln einige Riickschliisse iiber ihre Position im Transporter und dem

SDH-Transportmechanismus.

5.6 Todsubstitution beeinflusst die Ts-Aufnahme

Die bisherigen Daten weisen darauthin, dass LAT2-WT nur 3,3’-T2 und in geringerem Mafse
T3 importiert. Es ist aukerdem sehr wahrscheinlich, dass auch alle Ts-Derivate von LAT?2
importiert werden. Denn aus den Inhibitionsexperimenten geht eindeutig hervor, dass 3,5-Tg
und 37,5’-T9 mit dem 3,3’-Ty-Import gleich stark konkurrieren (Kinne et al., 2015). Allerdings
importiert LAT2 kein sperriges rT3 oder T4 (Kinne et al., 2015). Dies steht in Ubereinstim-
mung mit bereits bekannten Arbeiten. Auch hier wird gezeigt, dass das T4 keine Hemmung
auf die Alanin-Aufnahme hat (Khunweeraphong et al., 2012). Das Ersetzen von Tyrosin an
der Position 130 durch Alanin vergréfert die Bindungstasche und ermdglicht schlieklich die

Aufnahme des sperrigen T4 mit seinen vier Iodsubstituenten. Obwohl mehrere Seitenketten-
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mutationen getestet wurden, konnte nur fiir eine Mutante (Y130A) die T4-Aufnahme nach-
gewiesen werden. Zusitzlich war ein verbesserter Ts-Import zu beobachten. Der LAT2-Rest
Tyr!'30 behindert T4 und schriinkt den T3-Import ein. Demgegeniiber steht eine zehnfach hé-
here Importrate fiir das etwas flexiblere T3 Molekiil. Der Tyrosinrest Tyr'3? ist evolutionir in
LAT?2 konserviert, obwohl fiir andere SLC7-Mitglieder, wie LAT1 oder xCT, ein Arginin an
dieser Position ist (Sequenzalignment nicht gezeigt). Wahrenddessen kommt es beim Ersetzen
von Tyrosin durch Arginin (Y130R) zu einer sehr starken Beeintrachtigung des Substrattrans-
ports von Ty (Hinz et al., 2015). Interessanterweise sind die Transportunterschiede durch die
Mutanten im direkten Vergleich zu betrachten, da eine vergleichbare Membranexpression der
Mutanten gegeben ist (Hinz et al., 2017). Offensichtlich spielen die Halogenverbindungen ei-
ne bedeutende Rolle fiir die Transporter und Substratinteraktionen. Bekannt ist, dass die
T4-Affinitdt aufgrund der Menge an lodsubstituenten héher ist als fir Ty (Cody and Duax,
1973; Wotczak et al., 1992). Bei Inhibitionsuntersuchungen mit weiteren Iodverbindungen,
S17 - S18, konnten weitere Unterschiede gefunden werden (siehe Abbildung 4.21 sowie 4.23).
Der chemische Unterschied zwischen S17 und S18 besteht darin, dass in S18 zwei lodatome
anstelle von zwei Methylgruppen in S17 substituiert sind. Abgesehen vom groferen Volumen
konnen die verschiedenen physikalisch chemischen Eigenschaften von Iod auch fiir die Affi-
nitdtswirkung verantwortlich sein. Iod kann eine Halogenbindung herstellen. Halogene Ver-
bindungen sind die nichtkovalente Wechselwirkung zwischen Halogenatomen (Lewis-Séuren)
und neutralen oder anionischen Lewis-Basen, bei denen das Halogenatom als Halogendonator
und die Lewis-Base als Halogenakzeptor bezeichnet wird (Yan et al., 2014). Den Ursprung
der Verbindung fand man bereits im Jahre 1961. Von Zingaro und Hedges wurde der Be-
griff Halogenbriicke zum ersten Mal aufgegriffen. Die starke Polarisation von Halogenen ist
auf das sogenannte o-Loch zuriickzufiihren, welches aufgrund der ungleichen Verteilung der
Ladungsdichte entstanden ist. Tiefergreifende Studien folgten (Clark et al., 2007). Rontgen-
strukturen sowie Berechnungen bewiesen, dass das Valenzelektron des p-Z-Orbitals an der
Bildung einer kovalenten o-Bindung an ein Kohlenstoffatom beteiligt ist. Eine Halogenbriicke
entsteht demnach hauptséchlich wegen elektrostatischer Wechselwirkungen und der Polarisati-
on zwischen dquatorialer Ebene und der Bindungsachse. Die Polarisation des elektrostatischen
Potentials steigt stetig mit zunehmendem Radius der halogenen Substituenten. Folglich ist
der stirkste Halogendonator das lodatom. Es weist eine vergleichbare Bindungsstirke wie
Wasserstoffbriickenbindungen auf, jedoch unterscheiden sie sich in der gerichteten Wechsel-
wirkung der Halogenbriicken. Diese entstehen nur in dem bestimmten Bindungswinkel von
180°. Es wurde beschrieben, dass die Halogenierung von SDH eine entscheidende Rolle bei

der Substraterkennung spielt (Auffinger et al., 2004). Es ist moglich, dass das substituierte Iod
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des Liganden mit den aromatischen AS der Seitenkette in der Bindungstasche des Transpor-
ters interagiert. Diese sogenannten m-X-Bindungen wurden zuerst durch Wechselwirkungen
zwischen dem aromatischen Ring von aromatischen Seitenketten in einer Proteinkinase be-
schrieben (Voth et al., 2009). In dem vorliegenden Homologiemodell weist LAT2 eine Vielzahl
aromatischer AS Tyr!30 Tyrl4 Phe?4? Phe?* auf, die die Bindungstasche abdecken. Die
Wahrscheinlichkeit, dass m-X-Bindungen auftreten ist demnach sehr hoch. Dieses Gegebenheit
zeigten sich auch in den hier beschriebenen Beobachtungen. Die Hydrophobizitit spielt eine
nachgestellte Rolle, denn bei Entfernung des aromatischen Charakters, insbesondere bei der
Mutante F242V fiihrt dies zu einem signifikant verringerten 3,3’-To-Import (Hinz et al., 2015).
Hervorzuheben sind auch die unterschiedlichen Ergebnisse in den Hemmungsstudien von S17
und S18 (vgl. Abbildung 4.21 D). Die Iodsubstitution an Position 3 und 5 verédndern nicht
den pKa-Wert der 4-OH Gruppe. Demnach bleibt der Dissoziationszustand der beiden Ts-
Analoga unverdndert und die halogene Briickenbindung im definierten Bindungswinkel spielt

eine tragende Rolle.

5.7 Substrat-Varianten von SDH und BCH decken spezifische
Substrat-Merkmale fiir LAT2 auf

Aus den kompetitiven Inhibitionsuntersuchungen konnten Substratmerkmale fiir den LAT2-
Transport definiert werden (Abbildung 5.1). Abgeleitet aus den Grundstrukturen wurde ein
Screen gegen eine hausinterne Bibliothek durchgefiihrt, um kommerziell erhiltliche SDH- und
BCH-#hnliche Substrate zu finden. Es folgten in silico-Docking-Studien mit LAT2, um Inter-
aktionen von Substraten mit dem Transporter vorherzusagen und diese schlieklich mit Hilfe
von 4n vitro durchgefithrten Experimenten zu bestétigen. Es zeigte sich, dass eine vollstin-
dige Aminosaurefunktion (NHg und COO™) des Substrats fiir den Transport notwendig ist.
Ebenso darf eine rdumliche Dimension des Substrats nicht {iberschritten werden, sodass das
Pagsieren durch LAT?2 iiberhaupt ermdglicht werden kann. Gleichermafen zeigte sich, dass
bei grofsen Molekiilen ausreichend Flexibilitdt vorhanden sein muss, um einen inhibitorischen
Effekt auf den Substrattransport durch LAT2 zu erzielen.
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Die Flexibilitat der aromatischen Aminosaurefunktion ist mog-
Ringe st essentiell fur den . . . licherweise fir die Substrat-

. o Sperrige Substituenten wie lod, L .
Transport oder die Inhibition. Brom oder Trifluormethvl sind am erkennung wichtig. Zweifellos
Substrate mit Substitutionen an Tvrosinrina zugelassen y ist die Carboxyl- und die Ami-
Position 3,5 sowie 3',5° schranken y 9249 ’ nogruppe fir die Substrat-
die Flexibilitat ein. hemmung wesentlich.

RS’ 0O

OH
NH;
R3’

R3

Sperrige  Substituenten am
Phenylring sind nur teilweise
erlaubt, solange es die Flexibilitat
nicht extrem einschrankt (wie z.B.
bei T,).

Die raumliche Dimension des | lodsubstitution bei Position
Cyclohexanrings darf nicht | 3, 5, 3' oder 5' hat einen stark
wesentlich Uberschritten werden, | Einfluss auf die Substrat-
sonst keine Hemmung inhibierung.

Abbildung 5.1: Zusammenfassung der essentiellen pharmakologischen Substratmerkmale am
Schilddriisenhormongeriist, die fiir den Import durch LAT2 notwendig sind. Die Flexibilitdt des
Phenylrings in Bezug auf den Tyrosinring von SDH ist abhéngig von verschiedenen Iodsubstitutionen. 3,3’-T2
und 3’,5’-Ts sind ausreichend flexibel fiir den Import, wihrend das sperrige T4 mit seinen vier Iodatomen
sterisch am Transport gehindert wird.

5.7.1 Zwei notwendige funktionelle Gruppen am Substrat

Zur Charakterisierung der Substratspezifitidt von LAT2, wurden kompetitive Inhibitionsstudi-
en von 3,3’-T in Oozyten durchgefiihrt. Hemmt ein Substrat den 3,3’-Ts-Import, konkurriert
es mit dem 3,3’-To um den Transport iiber LAT2. Indirekt kann man daraus schliesen, dass
das Substrat selbst transportiert werden kann. Ein eindeutiger Nachweis fiir den Transport
selbst stellt es jedoch nicht dar. Erfolgt keine 3,3’-Ts-Hemmung durch das zu testende Sub-
strat, konkurriert es nicht um den Transport. Unterstiitzt wurden die experimentellen Daten
durch das molekulare Homologiemodell von LAT2. Die notwendigen Eigenschaften lassen sich
durch das Modell erschliefen. Die These, dass ein Substrat auf die vollstindige Aminosdure-

funktion (NHz und COO™) fiir die Substraterkennung angewiesen ist, konnte schliefslich auch
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in den experimentellen Untersuchungen bewiesen werden (Hinz et al., 2015). Zum Vergleich
wurden die 3-T1-Derivate mit jeweils einer fehlenden Aminosiuregruppe betrachtet. Die Sub-
strate S13 und S14 wurden zum Test hinzugezogen, weil sie beide iiber eine Amino- und eine
Hydroxylgruppe verfiigen. Schlieflich konnte nur die Hemmung fiir das 3-T; nachgewiesen
werden, wihrend die Substrate mit bruchstiickhafter Aminosdurefunktion keine Inhibition
des 3,3’-Ty-Imports aufwiesen. Schlussfolgernd fiihrt das miss matching aufgrund der unvoll-
stdndigen Aminosdurefunktion mit fehlenden Wasserstoftbriickenbindungen beider Funktions-
gruppen (NHg und COO™) zu keiner adéquaten Substraterkennung. Die Folge daraus ist, dass
das Substrat nicht inhibieren kann. Auch in der AdiC Kristallstruktur bindet das Substrat
mit der Amino- und der Carboxygruppe an das Riickgrat der TMH1 und 6 iiber Wasser-
stoffbriickenbindungen (Gao et al., 2010). Daraus ist abzuleiten und ebenso an dem bereits
bekannten Substratspektrum zu erkennen (Rossier et al., 1999; Khunweeraphong et al., 2012;
Morimoto et al., 2008), dass die Aminosdurefunktion eine Schliisseleigenschaft zum Substra-
timport darstellt. Diese 16st unter Umstdnden die Konformationsdnderung des Transporters
aus, um das Substrat auf die andere Seite zu bringen. Anders als bei LAT2, spielt die funk-
tionelle AS-Gruppe eine weniger pragnante Rolle in LAT1. Jiingste Ergebnisse von Zur et
al. zeigten, dass auch Hydroxamséuren iiber den LAT1 transportiert werden. Die Resultate
zeigen ebenso eine mogliche Interaktion mit Aminoséureestern, was auf essentielle Wasser-
stoffbriickenbindungen zuriickzufithren ist, die die Amino- und Carboxylgruppeninteraktion

an gleicher Stelle ersetzen konnen (Zur et al., 2016).

5.7.2 Cyclische Verbindungen hemmen T> nur in definierter rdumlicher
Orientierung

Zur Substratcharakterisierung wurde eine mégliche Dimension im Bereich der Aminosdure-
gruppe untersucht. Dazu wurden strukturell &hnliche Substrate zu BCH ausgewédhlt. Das
hydrophobe BCH ist ein bekannter kompetitiver Inhibitor der LAT-Familie und ein nicht me-
tabolisierbares, zyklisches Analogon von Leu (Christensen et al., 1969; del Amo et al., 2008).
Die Substrate S6, S9-S11 haben als Grundstruktur einen Cyclohexanring. Sie variieren ledig-
lich in ihren hydrophoben Resten. S12 (Gabapentin) hat ebenfalls einen Cyclohexanring aber
bildet eine grofere Dimension (vgl. Abbildung 5.2 C). Zusammenfassend zeigen die experi-
mentellen Untersuchungen und die Docking-Studien gegenseitig ergdnzende Resultate fiir den
LAT2-WT. Substrate mit vergrofertem Volumen (S10-S12) zeigen keine 3,3’-Ty-Hemmung,
wihrend kleiner, dimensionierte Substrate (S6, S9) zur Hemmung von 3,3’-Ts fiihren. Das
heifst S6, passt sterisch in die LAT2-Bindungstasche (vgl. Abbildung 5.2 D). S12 gehort einer
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Wirkstoffklasse an, welche zur Behandlung von Patienten mit Epilepsie eingesetzt wird. Dieses
Gabapentin (S12) ist im Vergleich zum transportierten BCH sterisch unterschiedlich konsti-
tuiert. Die funktionelle Gruppe verfiigt {iber einen anderen Winkel. Vermutlich kollidiert das
Substrat sterisch in der Bindungstasche, sodass es den Transportmechanismus nicht initiali-
sieren kann. Zum verbesserten Verstdndnis wurde das S12 in die Bindungstasche von LAT?2
manipuliert (siehe Abbildung 5.2 C). Obwohl die Winkel der Amino- und Carboxylgruppe

A- -

Abbildung 5.2: In silico-Docking von experimentell untersuchten Substraten im LAT2-WT.
Die funktionellen Gruppen der Aminosiurefunktion der Substrate wurden optimal auf die Erkennungsstelle
ausgerichtet. Bindungstasche (grau) von LAT2 mit (A) BCH (gelb), (B) 3,3-T5 (orange), (C) BCH und S12
(blau) sowie (D) BCH und S6 (magenta). S12 steht im Konflikt, da das Substrat die Bindungstasche iiberragt.
S6 verfiigt iiber ausreichend Platz und konnte dadurch zur starken Hemmung von 3,3’-T5 fiihren.

von S12 unterschiedlich zum BCH sind, besteht die Méglichkeit der Ausbildung von Was-
serstoffbriickenbindungen, jedoch kommt es dadurch zur sterischen Hinderung mit der Bin-

dungstasche. Vergleichbare experimentelle Studien wurden von Morimoto et al. in S2-Zellen
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mit transfiziertem LAT2 gemacht (Morimoto et al., 2008). Sie untersuchten die kompetitiven
Hemmungsfiahigkeiten von Gabapentin auf Leu und konnten ebenfalls keine Inhibition durch
Gabapentin feststellen. Im Gegensatz dazu wies LAT1 eine sehr starke Hemmung von Leu auf
(Morimoto et al., 2008). S10 und S11 sind in ortho- (S11) bzw. in ortho- und para-Stellung
(510) substituiert. Eine oder beide dieser Positionen kénnten der Grund fiir eine sterische
Hinderung und damit verantwortlich fiir den fehlenden Transport sein. Unterdessen zeigen
experimentelle Daten von S9 die Reduktion der 3,3’-Te-Aufnahme. Die hydrophobe Gruppe
in meta- Stellung scheint offensichtlich keine Hinderung fiir die Hemmung im W'T zu sein. Die
Auswirkung infolge dreier ausgewihlter Bindungstaschenmodifikationen von LAT2 auf das
BCH und dessen Derivate wurden ebenfalls untersucht. Welche Verdnderung in der kompe-
titiven Inhibition des 3,3’-To-Transports entstanden ist, wurde dadurch ebenfalls aufgeklirt.
Untersuchungen von Y130A mit BCH und &hnlichen cyclischen Verbindungen zeigten, dass
S10 im Vergleich zum WT den Ty -Import nach Mutation hemmt. Die Cyclohexanverbin-
dung nimmt ein grofses Volumen ein. Sie besitzt eine Isopropyl- und eine Methylgruppe in
ortho-Stellung. Im Gegensatz dazu stehen die etwas kleineren Molekiile S11 und S12, die den
3,3-To-Import auch nach Mutation (Y130A) nicht hemmen kénnen. N133S weist wie Y130A
eine vergrokerte Bindungstasche auf. Es wundert also nicht, dass die Inhibitionsresultate der
kompetitiven Hemmung von N133S konkordant zu Y130A sind. Stattdessen werden durch die
Mutation-F242W starke Hemmungsresultate fiir die cyclischen Substrate (S10-S12) sichtbar.
Obgleich die Bindungstasche verkleinert wurde. So fiihrt das sterisch vergréfserte Volumen in
der unmittelbaren Nachbarschaft der Aminosiurefunktion zu einer erhohten To-Hemmung.
Besonders hervorzuheben ist N133S: Diese Mutation zeigt eine deutliche Schwichung der
BCH-Hemmung im Vergleich zum LAT2-WT. N133S befindet sich in der unmittelbaren N&-
he des Substraterkennungsmusters fiir die Aminosdurefunktion. Die Vermutung ist, dass eine
verminderte BCH-Affinitdt durch Delokalisierung des Substrates nach Vergroferung des Hohl-
raums verursacht wird. Das Asparagin an Position 133 ist einer der vermeintlichen Hauptak-
teure fiir den SDH-Transport und interagiert ebenfalls mit BCH. Denn durch die Abwesenheit
von Asparagin wird eine mdogliche BCH-Wechselwirkung geschwéicht (siehe Abbildung 5.3).

5.7.3 Grofie Substituenten am Tyrosinring inhibieren die T>-Aufnahme

Die Untersuchungen der Substrateigenschaften von LAT2-WT umfassten auch die Substituen-
ten am Tyrosinring. Hierbei wurden vor allem volumindse Atome betrachtet. Alle getesteten

Substrate wiesen trotz stark variierender Grofe der Substituenten eine solide Hemmung des
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Bindungstasche F242W Bindungstasche F242W

Bindungstasche F242 |

Abbildung 5.3: In silico-Docking von experimentell untersuchten Substraten in LAT2-N133S.
Die funktionellen Gruppen der Aminosiurefunktion wurden optimal auf die Erkennungsstelle ausgerichtet.
Bindungstasche von LAT2-N133S (grau) mit (A) S12 (blau). S12 steht nicht mehr im Konflikt. Das Substrat
verfiigt iiber ausreichend Platz und kénnte dadurch zur Hemmung von 3,3’-T» fithren. (B) N133 (magenta)
reicht weit in den Raum (cyan) und engt den Platz fiir S12 stark ein, wihrend BCH (grau) ohne Einschrankung
hinein passt.

3,3’-Ty-Imports in Oozyten auf. Analoge Hinweise dazu lieferten auch die Docking-Studien der
Substrate. Die Mutationen von LAT2 wurden in diesem Zusammenhang nicht genauer unter-
sucht, da eine starke Inhibition des Transports beim W'T bereits méglich war. Das Levodopa
(S1) zeigt eine sehr starke kompetitive Hemmung des 3,3’-Ty-Transports durch LAT2-W'T.
Dies wurde auch von anderen publiziert. In deren kompetitiven Inhibitionsstudien wurde die
Aufnahme von Leu durch LAT2 zu etwa 80 % durch S1 inhibiert und die Aufnahme von Ala
um nahezu 88 % reduziert (Morimoto et al., 2008; Khunweeraphong et al., 2012). Alle in
vitro oder auch in silico-Arbeiten zeigen vergleichbare Resultate. Fin Transport wurde nur
indirekt iiber die Kompetition belegt. Damit wird LAT2 als ein mdglicher Transporter fiir
Levodopa in Betracht gezogen. Levodopa ist eine a-Aminosdure und dient als Vorldufer von
Neurotransmittern wie u.a. Dopamin, Adrenalin und Noradrenalin. Als Botenstoff, ist es fihig
die Blut-Hirn-Schranke zu iiberwinden und wird daher als Therapeutikum eingesetzt. Selbst
die Substrate mit den sperrigsten Substituenten (S3, S5) in meta- und ortho- Stellung wirken
kompetitiv auf die 3,3’-Ts-Aufnahme. Die verschiedenen halogenen Atome fithren nur zu klei-
nen Unterschieden in der Hemmung. Die verschlechterte Hemmung von S3 konnte zudem auch
auf eine sterische Hinderung zuriick zu fithren sein. Stattdessen zeigt das Vorldufersubstrat
(S7) von T3 und T4 eine gute 3,3-To-Hemmung. Es erfiillt offensichtlich alle Kriterien fiir
den Substrattransport. Bereits in den 50iger Jahren wurden die ersten sterischen Parameter
fiir Substituenten von Taft et al. bestimmt (Taft, 1957). Diese Werte geben den Einfluss eines

Substituenten an, auf den der nukleophile Angriff durch Wasser wihrend der Hydrolyse eines
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Esters ermoglicht war. Erst 20 Jahre spéater wurden diese Parameter von MacPhee et al. er-
neut aufgegriffen und verbessert. Diese Parameter geben die Grofse eines Molekiils an, die bei
groften Substituenten, bezogen auf den Referenzwert von Wasserstoff, hoher ist. Hieraus ergibt
sich, dass die Trifluoromethyl-Gruppe grofer ist als das Bromatom oder das lodatom (Mac-
Phee et al., 1978). Der Beweis dafiir ist die schlechtere S3-Hemmung von 3,3’-T5, im Vergleich
zu den anderen getesteten Substraten. Auch die lodatome nehmen wesentlich mehr Raum ein
als Brom, Flour oder die Hydroxylverbindung. In unseren experimentellen Hemmungsstudien
von 3,3’-T9 in LAT?2 zeigten sich analoge Eigenschaften zu den ermittelten Parametern von
MacPhee et al. Warum S5 mit zwei Bromsubstitutionen eine schlechtere Hemmung als S7 mit
zweil lodsubstitutionen aufweist, kann mit den Parametern leider nicht erklart werden. Eine
weitere Erkldrung bieten die halogenen Eigenschaften der Iodatome. Wie oben beschrieben
interagieren die Halogene mit dem Elektronensystem von Aromaten (Clark et al., 2007). In
der Bindungstasche von LAT2 befinden sich viele aromatische Aminosiureseitenketten die
mit den lodatomen von S7 interagieren und dadurch womoglich einen Einfluss auf den Import

von lod substituierten Substraten haben (vgl. Kapitel 5.6).

5.7.4 Flexibilitit von SDH-Derivaten muss zur Aufnahmeinhibition
gegeben sein

Experimente zur Konformation der Substrate zeigten, dass sperrige Substrate einen definier-
ten Raum nicht passieren kénnen. Die Flexibilitat spielt dabei eine bedeutende Rolle, denn
die Bindungstasche hat zwei asymmetrische geformte Vertiefungen. Die zwei aufeinanderfol-
genden aromatischen Ringe miissen zueinander drehbar sein, damit die Substrate die kleine
Bindungstasche von LAT2 iiberwinden konnen. Gleichzeitig ist auch der Winkel zur Erken-
nungsstelle von groker Bedeutung. Docking-Studien bieten die Mdglichkeit, die Flexibilitdten
der SDH-Derivate darzustellen (hier nicht durchgefiihrt). Dadurch entstehen vielféltige Inter-
pretationsméoglichkeiten fiir den Substrattransport. Das 3’,5°-Ty mit zwei sperrigen lodatomen
am Phenylring zeigt trotzdem eine sehr gute Flexibilitdt zwischen den beiden aromatischen
Ringen. Dadurch ist das Molekiil in der Lage, sich optimal durch die zwei vorhandenen, asym-
metrisch geformten Bindungstaschen des Transportkanals hindurch zu winden. Experimentell
wurde dieser potentielle Ty Transport in einer Hemmungsstudie bestatigt. Korrespondierend
dazu waren die anpassungsfihigen Ta-Derivate, 3,5-T9 und 3,3-T3. Sobald SDH-Derivate
hochstens zwei lodatome besitzen (oder weniger) in der 3 (3’) und / oder 5 (5’) Position,
unabhéngig von ihrer Ringzuordnung, bleibt das Molekiil flexibel genug um LAT2 zu pas-

sieren. Molekiile mit drei oder vier sperrigen Substituenten sind unflexibler. Sie kénnen den

116



Kapitel 5. Diskussion

engen Transportweg schlecht oder gar nicht iiberwinden. Diese Iodatome verteilen sich iiber
den Tyrosin- und Phenylring. Auf diese Weise behindern sie sich sterisch und schrinken die
Torsion der beiden Ringe ein. Dies wiirde erkldren, warum die Ts-Aufnahme durch LAT?2
in Oozyten und in anderen Zelllinien stark eingeschrankt ist, aber auch warum T4 und rT3
am Import gehindert werden (Kinne et al., 2015; Zevenbergen et al., 2015). Demnach ist die
Substratspezifitit von LAT2 durch die unterschiedliche Flexibilitit der SDH-Molekiile be-
griindet und sie miissen iiber eine bestimmte rdumliche Orientierung in der Bindungstasche

verfiigen.

5.8 LAT2 exportiert kein SDH

Die Struktur-Funktionsuntersuchungen lokalisierten drei wesentliche SDH empfindliche Sei-
tenketten im Transportkanal von LAT2 (Hinz et al., 2015, 2017). Beim Vergleich der Profile fiir
die Aufnahme sowie fiir die Abgabe von SDH und AS durch den WT und die drei ausgewihlten
LAT2-Varianten zeigten sich Transportunterschiede. Obwohl LAT?2 als Antiporter fiir Amino-
sduren bekannt ist, konnte kein Export von SDH durch LAT2 in Oozyten beobachtet werden.
Dem entgegen zeigte sich in der gleichen Versuchsdurchfithrung ein robuster AS-Export. Hin-
sichtlich der AS wurden vergleichbare Exportergebnisse bereits von anderen publiziert (Broer,
2013). Studien belegen den Export der nicht-proteinogenen a-Aminoséure Levodopa. Die Vor-
aussetzung fiir den Export ist alleinig die Anwesenheit einer trans-stimulierenden AS auf der
Membrangegenseite, wie z.B. Leu (Camargo et al., 2014). Die Erkenntnis, dass der LAT2
einen bidirektionalen Transport fiir AS und kleine Derivate bietet, jedoch nur einen unidi-
rektionalen Transport fiir grofsere SDH, wird erstmalig erwdhnt. Zeitgleich zur Anfertigung
dieser Arbeit, wurden vergleichbare Daten veréffentlicht. Sie dokumentieren in gleicher Weise
keinen Export von SDH durch LAT2 in COS1-Zellen (Zevenbergen et al., 2015). Ein moglicher
Grund fiir den blockierten Export ist eine bekannte geringere Affinitét fiir AS intrazelluldr im
Vergleich zu extrazelluldr (Verrey, 2003). Dies kénnte auch auf die SDH iibertragen werden.
Die Affinitdt von AS bzw. SDH intrazelluldr konnte eine entscheidende Rolle beim Substratex-
port spielen. Eine wichtige Tatsache ist, dass die Substrataffinitdt auch durch den pKa-Wert
der 4’-OH-Gruppe beeinflusst wird. Diese hingen im unmittelbaren Zusammenhang mit der
lodsubstitution an der Position 3’ und 5’. Es gibt weitere Hinweise darauf, dass kleine, hydro-
phobe AS bevorzugt exportiert werden. Leu zeichnet sich mit héheren Exportwerten als Phe
in den durchgefiihrten Untersuchungen aus. Weitere Beobachtungen deuten darauf hin, dass

LAT?2 wichtig fiir den Cystein-Export ist. Fernandez et al. zeigte, dass es zu einer erhthten in-
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trazelluldren Cystein-Konzentration in der proximalen Tubulus-Zelllinie (OK-Zellen) kommt,
wenn die Expression von LAT?2 runterreguliert ist (Fernandez, 2003). Nach Verdnderungen des
Transporters durch die zielgerichtete Mutation der spezifisch ausgewihlten Seitenketten zeigt
sich interessanterweise durch die Seitenkettenverkiirzung von Asn'3? zu Serin ein erhéhter
Aminosaureexport (vgl. Abbildung 5.4). So scheint diese spezifische Position nicht nur eine
wichtige Rolle im SDH-Import zu spielen, sondern ist auch essentiell am Export von AS betei-
ligt. Die N133S-Mutation ermdglicht auferdem den Export von 3,3’-Ts. Vergleichsweise wird
durch die Mutation Y130A nur der Transport von SDH aktiviert, wihrend die AS unbetroffen
bleiben. Obwohl die Mutation Y130A den Import von T3 erhéht und von Ty iberhaupt erst
ermoglicht, kann diese Mutation den Export von T3 und T4 nicht erzwingen. Es belegt, dass
LAT? fiir den SDH-Export nicht konfiguriert ist. Geméfs dem molekularen Homologiemodell
befindet sich Asn'3? niher an dem zentralen Erkennungsmuster der Aminosiurefunktion als

130 " welches mehr auf der intrazellulidren Seite lokalisiert ist. Es zeigt sich zudem, dass die

Tyr
Mutante F242W fiir den AS- oder SDH-Export unempfindlich ist. Neueste Untersuchungen
von LAT zeigen, dass der SDH-Import sowie SDH-Export vom pH-Wert beeinflusst werden
(Zevenbergen et al., 2015). Bei physiologischem pH-Wert liegt der Phenyl-Ring des T3 in ei-
ner deprotonierten Form vor (etwa 15 %). Allerdings ist bei T4 ein weitaus groferer Anteil
aufgrund seines zusétzlichen Todatoms deprotoniert (90 %) (Toth et al., 2013). Die in dieser
Arbeit durchgefiihrten Experimente wurden ausschlieflich im physiologischen pH-Bereich ge-
messen. Daher kénnten sie mit SDH und SDH-&hnlichen Verbindungen bei unterschiedlichen
pH-Werten abweichende Transportkapazititen aufweisen. Auch Sdugetiere besitzen Barrieren
mit vielen verschiedenen pH-Werten in den Zellen, die damit einen direkten Einfluss auf den

Transport von SDH im Physiologischen haben kénnten.

5.9 Die Bedeutung von T in der Zelle

Welche Rolle spielt der bevorzugte To-Transport iiber LAT2? Es gibt bereits zunehmende
Anzeichen dafiir, dass T9 von essentieller Bedeutung fiir die Auslésung zelluldrer Reaktionen
ist. Anstatt ein blofses Abbauprodukt zu sein, wie es bisher haufig angenommen wurde, be-
einflussen die Ty-Derivate den Zellstoffwechsel (Pietzner et al., 2015). So wurde fiir 3,3’-Ty
bereits eine Bindungsstelle in Ratten-Mitochondrien entdeckt, das auf eine potentielle Rolle
in der metabolischen Regulation der Zelle hinweist (Lanni et al., 1994). Das 3,5-Ty konnte
im zirkulierenden, humanen Serum nachgewiesen werden (Lehmphul et al., 2014). Dadurch

kénnen sie unmittelbar schnell auf die mitochondriale Funktion wirken. Es wurde gezeigt,
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Abbildung 5.4: Schematische Zusammenfassung von LAT2-WT und -Mutationen, die entweder den
Import (oberes Feld) oder den Export (unteres Feld) von AS (Leu, Phe) und SDH 3,3'-T5, Ts, T4 verstirken
(blau) oder reduzieren (rot, gestrichelt). Sie représentieren molekulare Merkmale, die fiir verschiedene Import-
und Exportprofile von AS und SDH verantwortlich sind.

dass 3,5-Ty bei hoheren Konzentrationen die T3 Effekte nachahmen kann (Pietzner et al.,
2015; Jonas et al., 2015; Padron et al., 2014; Moreno et al., 2008; Ball, 1997). Zum Bei-
spiel wurde die Stimulation der Cytochrom-Oxygenase (COX) festgestellt. Auferdem sorgte
in vivo verabreichtes To fiir einen erhohten Metabolismus in Leberzellen. Zudem beeinflusst
3,5-T4y das Volumen der Adipozyten und induziert dadurch die Lipolyse. Dies erhéht den mit-
ochondrialen Gehalt im braunen Fettgewebe wodurch wiederum die Thermogenese gesteigert
wird (Lombardi et al., 2015). Abgesehen von der Rolle im Glukosestoffwechsel, zeigen epide-
miologische Kohorten-Studien, dass 3,5-T ebenfalls an der Schilddriisenhormon-Homdostase
beteiligt ist (Lehmphul et al., 2014). Neuere Erkenntnisse in Fischen beweisen sogar eine akti-
vierende Rolle fiir das 3,5-Ts, das an die SS1-Isoform des Schilddriisenhormonrezeptors bindet.
Zusammenfassend lasst sich fiir das Ty eine wichtige Rolle in der Wirkungsweise von SDH
zuordnen (Mendoza et al., 2013; Navarrete-Ramirez et al., 2013). Im Vergleich zu den anderen
SDH-Transportern MCT8, MCT10 oder OATP1C1 zeigt der LAT2 einen bevorzugten Import

von 3,3’-Ty sowie sehr wahrscheinlich auch fiir andere Ty- und Ti-Derivate (Kinne et al.,
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2015). Bisher ist bekannt, dass der SDH-Kreislauf entweder durch die Ts-Inaktivierung oder
durch den rTs-vermittelten Abbau iiber die Delodinase 1 in der Zelle endet. Das vermeintliche
Endprodukt To kénnte also {iber LAT2 die Membran passieren und in die Blutbahn gelan-
gen, wo es weiter in die einzelnen Bestandteile zerlegt wird. Diese Perspektive er6ffnet neue
Hypothesen iiber den Verbleib oder den Metabolismus von Ty. Zusammenfassend konnte ich
in dieser Arbeit einen ersten Einblick von LAT2 im SDH-Transport darstellen. Ich generierte
ein Homologiemodell fiir diesen SDH-Transporter (Hinz et al., 2015). In Kombination mit
der zielgerichteten Mutagenese lieferten diese Untersuchungen erste strukturelle Informatio-
nen fiir den SDH-Transportmechanismus von LAT2. Die verantwortlichen Aminosdurereste
wurden identifiziert. Dariiber hinaus zeigte sich, dass LAT2 nur den unidirektionalen Import
von Ty und T3 in die Zellen vollzieht. Dabei sind vier essentielle Merkmale in der Sub-
stratcharakterisierung erfasst worden. Diese legen eine definierte Substratspezifitdt von LAT2
fest. Bei ausreichender Flexibilitdt von groffen SDH-&hnlichen Derivaten, muss zwingend die
vollstéindige Aminosdurefunktion vorhanden sein. Hervorzuheben sind die Mutationsanalysen
von LAT2. Dadurch wurden sechs Aminosduren identifiziert, die zur Steigerung des To Trans-
ports fiihrten. Hingegen wurde nur ein Aminosiurerest definiert, der sich in einer Steigerung
des Ts-Imports auswirkte. Die Besonderheit, die durch die Struktur-Funktionsuntersuchung-
en herausgefunden werden konnte, war ein ermoglichter Ty4-Import. Dieser manifestierte sich
nach nur einer Bindungstaschen vergréfernden Mutation (Y130A) und erméglichte damit den
T4-Transport in die Zellen. Weitere Untersuchungen der Exportfahigkeiten zeigten sogar, dass
zwei Mutationen (N133S, Y130A) die Abgabe von 3,3’-T9 bewilligten. Dabei fiel auf, dass die
intra- und extrazelluldren molekularen Anordnungen der Determinanten unterschiedlich zu-
einander sind. Um den Exportmechanismus von T2 aufzuklidren, kénnten Transportstudien
mit LAT3 und LAT4, deren Fahigkeit zum SDH-Export bekannt ist, hilfreich sein. Mit die-
sen Ergebnissen kénnten Riickschliisse tiber den blockierten SDH-Export von LAT2 gezogen
werden. Aufterdem sind weitere Studien iiber die intrazelluldre Konformation und den Ex-
port von SDH-Varianten notwendig, um den Transportmechanismus von LAT2 noch besser

zu verstehen.
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6 Fazit und Ausblick

Die aus den LAT2-Studien gewonnenen Erkenntnisse kdnnen als Basis fiir das Verstédndnis
iiber die Transporter-Substrat-Interaktionen dienen. Die Forschung der Transporter gewinnt
stetig mehr an Relevanz, weil Stérungen des Membrantransportweges mit einer wachsenden
Anzahl an Krankheiten assoziiert sind. In diesem Zusammenhang stehen z.B. die Thyreoidi-
tis oder auch angeborene Stoffwechselerkrankungen. Die LATs bieten aufgrund ihres breiten
Substratspektrums und der weitreichenden Gewebeexpression sehr viele mogliche Therapie-
mafnahmen an. Hierbei kénnte der Transporter entweder selbst als Target dienen oder kénnte
Target-Substrate zum gewiinschten Ziel transportieren. Eine wichtige Rolle spielt aber auch
die Identifizierung von Pharmakophoren, die iiber Transporter in die Zielzelle gelangen kén-
nen. Mithilfe der Struktur-Wirkungsbeziehung von Molekiilen lassen sich Transport-Modelle
vorhersagen, um im weiteren Schritt Arzneistoffe von diesen Strukturen abzuleiten. Mithilfe
von Mutationen werden die Sequenz-Struktur-Funktionsbeziehungen der Transporter unter-
sucht. Die Kombination solcher Funktionsdaten mit strukturellen Informationen bietet ein
solides Hilfsmittel, um tiefer gehende Einblicke in die Mechanismen des Substrattransports zu
gewinnen. Dies unterstiitzt das Verstdndnis des Transportmechanismus und bietet Ideen, um
pharmakologische Interventionen zu entwickeln. Nach der Entdeckung von Proteinen kommt
es Schritt fiir Schritt zur Identifizierung molekularer Determinanten, die fiir den Aufnahme-
und Abgabemechanismus erforderlich sind. Die Ergebnisse meiner Arbeit haben eine direkte
Relevanz fiir das molekulare Verstdndnis der Pathogenese von SDH-Transporter assoziierten
Krankheiten und sind einhergehend mit der Dysregulation von SDH in der Zelle. Dariiber hin-
aus bietet das hier gewonnene Versténdnis iiber die molekularen Determinanten und den damit
verbundenen Transportmechanismus die Grundlage fiir zukiinftige pharmakologische Interven-
tionen gegen Fehlfunktionen, sodass SDH-abhingige Krankheitsbilder verhindert oder gezielt
therapiert werden kénnten. Aus diesen Daten geht hervor, dass es unterschiedliche Erken-
nungsmechanismen auf der extra- und intrazelluldren Seite von LAT2 gibt. Die Arbeit stellt
einen wichtigen Beitrag zum besseren Verstindnis der Struktur-Funktionsbeziehung von LAT?2

im SDH-Transport dar. Dennoch bleiben zahlreiche Fragen offen: Welche anderen Proteine
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sind neben LAT?2 an der Membran lokalisiert und vielleicht sogar auch am Transport von SDH
beteiligt? Gibt es womdglich ein Proteinzusammenspiel? Unklar ist zudem, ob die Transporter-
expression durch Homo- oder Heterodimerisierung beeinflusst wird. Zur Aufklarung bedarf es
einer Untersuchungsmethode, die es moglich macht, Protein-Protein-Interaktionen aufzuzei-
gen. Der Einsatz der biophysikalischen Methode des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers
(FRET) wire ein moglicher Ansatz zur Bestimmung der Interaktionsdynamik zweier Trans-
porter. Die kompetitive Hemmungsfiahigkeit von Gabapentin auf Leu konnte keine Inhibition
bei LAT2 hervorrufen. Im Gegensatz dazu zeigte der LAT1 eine sehr starke Hemmung durch
Gabapentin auf L-Leucin (Morimoto et al., 2008). Daraus abzuleiten ist, dass sogar zwischen
den homologen Transportern offensichtlich besondere Unterschiede vorhanden sind. Worin
unterscheiden sie sich also genau? Liegen andere Transportmechanismen zugrunde oder ist
es eher eine Frage der Bindungstaschengrofe? Aufkerdem wire interessant zu wissen, welche
physiologische Rolle LAT2 im MCT8-defizienten Organismus spielt? Da hauptséchlich Ts
iiber LAT2 transportiert wird und nur eingeschrinkt der Ts-Transport vermittelt wird, stellt
sich die Frage: Ist das SDH-Derivat To ein mdglicher Ansatz fiir eine Therapieform bei SDH-
Transporter-Fehlfunktionen? Kénnen modifizierte SDH oder SDH-Derivate die Membran tiber
LAT passieren und gleichermafen an den im Zellkern liegenden SDH-Rezeptor als Transkrip-
tionsfaktor binden? Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass aufer des T3’s auch SDH-Analoga
mit dem SDH-Rezeptor interagieren konnen, wie z.B. das TRIAC oder das DITPA. Ob die
Analoga iiber Transporter oder andere Wege in die Zelle gelangen, konnte bislang nicht nach-
gewiesen werden. Ein Experiment, das zur Aufkldrung dieser Frage helfen kénnte, wire z.B. ein
siRNA-Screen. Hierbei wird durch selektives Abschalten von einzelnen Transport-relevanten
Proteinen die Substrataufnahme und die damit verbundene Rezeptoraktivierung verhindert.
Vielleicht bietet sich auch in Zukunft die Méglichkeit, neue SDH-Analoga zu designen, um die-
se Pharmakophore gezielt iiber LAT in die Zelle zu bringen, damit sie als Transkriptionsfaktor

im Zellkern die Genexpression verstirken kénnen.
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Abbildung 6.1: Ein multiples Sequenzalignment verschiedener Spezies (A). Das multiple Sequen-
zalignment der Aminosiduresequenzen der Kristallstrukturen von AdiC , ApcT sowie die Sequenzen der LAT1,
LAT2 und xCT erfolgte mit ClustalW. Oberhalb der Sequenzen der Kristallstrukturen sind die Helixgrenzen
sowie die flexiblen Bereiche dargestellt. Sie zeigen fiir beide Transporter je 12 TMHs. Die Linge der TMHs
sowie der Loop-Bereiche variiert zwischen beiden Kristallstrukturen. Die Sequenzen beginnen N-Terminal und
enden C-terminalen mit einem Loop. Die gefirbten Aminosiuren werden durch eine hohe Ahnlichkeit im
Sequenzalignment definiert.
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Abbildung 6.2: Ein multiples Sequenzalignment verschiedener Spezies (B). Das multiple Sequen-
zalignment der Aminosiduresequenzen der Kristallstrukturen von AdiC , ApcT sowie die Sequenzen der LAT1,
LAT2 und xCT erfolgte mit Clustal W. Oberhalb der Sequenzen der Kristallstrukturen sind die Helixgrenzen
sowie die flexiblen Bereiche dargestellt. Sie zeigen fiir beide Transporter je 12 TMHs. Die Linge der TMHs
sowie der Loop-Bereiche variiert zwischen beiden Kristallstrukturen. Die Sequenzen beginnen N-Terminal und
enden C-terminalen mit einem Loop. Die gefirbten Aminosiuren werden durch eine hohe Ahnlichkeit im
Sequenzalignment definiert.
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Abbildung 6.3: Ein multiples Sequenzalignment verschiedener Spezies (C). Das multiple Sequen-
zalignment der Aminoséuresequenzen der Kristallstrukturen von AdiC , ApcT sowie die Sequenzen der LAT1,
LAT2 und xCT erfolgte mit Clustal W. Oberhalb der Sequenzen der Kristallstrukturen sind die Helixgrenzen
sowie die flexiblen Bereiche dargestellt. Sie zeigen fiir beide Transporter je 12 TMHs. Die Linge der TMHs
sowie der Loop-Bereiche variiert zwischen beiden Kristallstrukturen. Die Sequenzen beginnen N-Terminal und
enden C-terminalen mit einem Loop. Die gefirbten Aminosiuren werden durch eine hohe Ahnlichkeit im
Sequenzalignment definiert.
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