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A. ABSTRACT

A.1 Establishment and Validation of a novel Nonradioactive Uptake Assay for

Analysis of Thyroid Hormone Transporter Function

Thyroid hormones (TH) are prime molecular switches of endocrine pathways regulating
cell metabolism, proliferation and differentiation. After entering the cell through TH-
specific trans-membrane transporters (THTT), THs bind to their respective nuclear TH-
receptor to alter the gene-expression pattern accordingly. Structural and mechanistic
disparities in THTTs impede essential endocrine mechanisms, e.g. patients with
inherited dysfunctional THTTs suffer from differently pronounced psychomotor
retardation and muscular hypotonia (Allan-Herndon-Dudley syndrome). Likewise, it is
crucial to disclose substances with effects on the functionality of THTTs (i.e. endocrine
disruptors). These endocrine disruptors might impair the complex Hypothalamus-
Hypophysis-Thyroid Axis, as observed with cancer patients who were treated with
tyrosine kinase inhibitors, e.g. Dasatinib.

Currently, techniques used to study the functionality of THTTs employ radioactively
labeled substrates that require special expertise and lab facilities with higher safety
standards. Further, corresponding regulatory and disposal issues delay the
experimental planning extensively. These drawbacks are not encountered with the
newly introduced nonradioactive approach that implements the chemical reaction
described by Izaak Kolthoff and Ernest Sandell in the 1930s. Precisely because iodides
catalyze this reaction, the uptake of any iodine-containing THTT substrate can be
quantified by a colorimetric read-out, thus facilitates label-independent iodine-detection.
For the validation of the non-radiometric method, we monitored the Monocarboxylate
Transporter 8 (MCT8)-mediated T3 uptake in a physiological (primary murine
astrocytes) and genetically modified cell model (MCT8-(overexpressing) MDCK-1 cells),
subsequently re-evaluating these setups with the radiometric method.

In parallel, we elucidated the kinetics of the transporter-specific inhibitor
Bromosulphthalein and confirmed the MCT8-specific substrate spectrum in MCT8-
MDCK-1 cells. Successively, all experimental setups underlined that the new
methodology holds a great capability to deliver consistent and reproducible data that
additionally aligned to radiometric assay results. Despite we observed assay sensitivity

being finite, it is yet sufficient for an initial and simple functional testing of THTTs. The
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initial data obtained can then be verified in follow-up experiments applying orthogonal
methods, e.g. LC-MS/MS.

In summary, this work introduces a label-independent non-radiometric methodology that
assists in characterizing essential aspects of THTTs. The recyclable reaction educts
and technical advantages of the assay improved experimental handling, and extensively
reduced workload, laboratory and material costs. Hence, this methodology encourages
fast, initial functional testing of further THTTs, particularly in laboratories with restricted
finances, expertise and facilities.

By having minimized the non-radioactive assay format onto 96-wells microtiter plates,
the next goal is to explore its applicability in high-throughput screenings of compound

libraries for THT T-specific endocrine disruptors.
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A.2 Etablierung und Validierung einer neuartigen nicht-radioaktiven Methode
zur Analyse der Funktionalitat von spezifischen Schilddriisenhormon-

Transportermolekiilen

Schilddrisenhormone (SH) sind wichtige Regulatoren endokriner Signalwege, die den
Stoffwechsel, das Wachstum und die Differenzierung von Zellen kontrollieren. SH
gelangen Uber spezifische Transmembran Transporter (TT) in die Zelle und binden an
die im Zellkern vorliegenden SH-Rezeptoren, um die Aktivitatsmuster von spezifischen
Genabschnitten zu andern. Das klinische Bild von Patienten mit defekten TT zeigt eine
individuell ausgepragte psychomotorische Minderentwicklung und eine muskulare
Hypotonie (Allan-Herndon-Dudley Syndrom). Ferner ist es wichtig, Substanzen
(endokrine Disruptoren) zu identifizieren, welche die Funktionalitat der TT beeinflussen
konnen. In dieser Hinsicht, kdnnten diese endokrinen Disruptoren den Regelkreis der
Hypothalamus-Hypohysen-Schilddrisen Achse stéren, wie dies bei Krebspatienten
unter der Therapie mit Tyrosinkinase-Inhibitoren (z.B. Dasatinib) zu beobachten war.
Zurzeit werden zur Charakterisierung von TT Methoden mit radioaktiv markierten
Substraten verwendet. Diese Assays setzen jedoch geschulte Experimentatoren und
spezielle Laboreinrichtungen mit hdheren Sicherheitsvorkehrungen voraus. Der damit
verbundene, grof3e organisatorische Aufwand und die strengen Entsorgungsrichtlinien
beeintrachtigen nicht selten die experimentelle Planung und Ausflihrung. Diese
Einschrankungen kénnen mit der neuen nicht-radioaktiven Detektionsmethode, welche
die chemische Reaktion nach lzaak Kolthoff und Ernest Sandell aus den 1930-ern
implementiert, umgangen werden. Diese Reaktion beruht auf den katalytischen Effekt
von freien lodid-Molekullen. Folglich kann diese Methode die TT-vermittelte Aufnahme
von beliebigen, iodid-haltigen Substraten direkt Uber eine Farbreaktion quantifizieren
und bendtigt somit keine speziellen Molekule zur Detektion.

Um die neuartige Methode zu validieren, untersuchten wir den vom Monocarboxylat
Transporter 8 (MCT8)-vermittelten T3 Transport in einem physiologischen (primare
murine Astrozyten) und einem genetisch modifizierten Zellsystem (MCT8-
Uberexprimierende MDCK-1 Zellen), und verglichen diese Ergebnisse mit den
radiometrisch  ermittelten Daten. Parallel dazu ermittelten wir in MCTS8-
uberexprimierenden MDCK-1 Zellen die T3 Aufnahme in Anwesenheit des transporter-
spezifischen Inhibitors Bromosulphthalein und charakterisierten das MCT8-spezifische

Substratspektrum. Die nicht-radioaktive Methode lieferte stets konsistente und
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reproduzierbare Daten, welche mit den radiometrisch erhobenen Ergebnissen
unmittelbar vergleichbar waren. Trotz der eingeschrankten Sensitivitat des neuartigen
Assays, ist die nicht-radioaktive Methode durchaus ausreichend flr einleitende und
schnelle, funktionelle Untersuchungen von TT. Die ermittelten Daten kdnnen
anschlie3end mit orthogonalen Methoden, wie bspw. der LC-MS/MS verifiziert werden.

Zusammenfassend ermdglicht die nicht-radioaktive lodid-Detektionsmethode,
essentielle Charakteristika von TT schnell und zuverlassig zu erfassen. Die vielen
technischen Vorteile, wie die vereinfachte experimentelle Handhabung, verkirzte
Arbeitszeit und verringerten Materialkosten ebnen den Weg, sowohl grundlegende als
auch schwerpunktmafliige Untersuchungen von weiteren TT durchzuflhren. Besonders
ist dies fur Arbeitsgruppen mit begrenzten Ressourcen attraktiv.

Mit der erfolgreichen Miniaturisierung des Assay-Formats auf 96-well Mikrotiterplatten
wird der nicht-radioaktive Assay in Hochdurchsatz-Screenings von
Substanzbibliotheken eingesetzt werden, um potenzielle endokrine Disruptoren zu

identifizieren.
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B. EIDESSTATTLICHE ERKLARUNG

.Ich, Roopa Jayarama Naidu, versichere an Eides statt durch meine eigenhandige
Unterschrift, dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: ,Etablierung und
Validierung einer neuartigen nicht-radioaktiven Methode zur Analyse der Funktionalitat
von spezifischen Schilddrisenhormon-Transportermolekilen® selbststandig und ohne
nicht offengelegte Hilfe Dritter verfasst und keine anderen als die angegebenen Quellen
und Hilfsmittel genutzt habe.

Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortragen
anderer Autoren beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung (siehe ,Uniform
Requirements for Manuscripts (URM)* des ICMJE -www.icmje.org) kenntlich gemacht.
Die Abschnitte zu Methodik (insbesondere praktische Arbeiten, Laborbestimmungen,
statistische Aufarbeitung) und Resultaten (insbesondere Abbildungen, Graphiken und
Tabellen) entsprechen den URM (s.0.) und werden von mir verantwortet.

Mein Anteil an der ausgewahlten Publikation entspricht dem, der in der untenstehenden

gemeinsamen Erklarung mit dem Betreuer, angegeben ist.
Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen
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Datum
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C. AUSFUHRLICHE ANTEILSERKLARUNG AN DER ERFOLGTEN PUBLIKATION

Publikation 1: TOP Journal

Autoren: Roopa Jayarama-Naidu*, Jorg Johannes, Franziska Meyer, Eva Kathrin
Wirth, Lutz Schomburg, Josef Kéhrle und Kostja Renko.

*Erstautorin

Titel: A Nonradioactive Uptake Assay for Rapid Analysis of Thyroid Hormone
Transporter Function, Endocrinology, July 2015

Impact Faktor 4,5 (Stand: Februar 2016), Rank 28 von 128 Journals des Fachbereichs

Endocrinoloy and Metabolism

Beitrag im Einzelnen der Promovendin:
1. Allgemeiner Aufbau und Vorbereitung der nicht radio-aktiven
Quantifizierungsmethode von lodid (Vorarbeit):

a. Charakterisierung von Storfaktoren in der Reaktionslésung des Assays und
im Kulturmedium fur MDCK1 Zellen und verwendeten Losungsmitteln

b.  in vitro Kultivierung von MDCK1 Zellen in 96-well Mikrotiterplatten fur die
Durchfuhrung der zell-basierten Assays, Praparation der MDCK1 Zellen aus
Kulturflaschen (175cm?), Bestimmung und Verteilung einer festgesetzten
Zellzahl pro well in der Assay Platte, Konfluenzbestimmung

c.  Optimierung der Arbeitsschritte in Bezug auf Dichte und Kultivierung der
MDCK1 Zellen in der Assay Platte, Inkubationszeit wahrend der Substrat-
Aufnahme und des oxidativen Aufschlusses der Zellen

d. Beurteilung eines geeigneten Verdunnungsfaktors der oxidativ verdauten
Reaktion zur Quantifizierung der lodid-Aufnahme

e. Praparation der Reagenzien zur Inkubation der Aufnahmereaktion, Losung
des Inhibitors (BSP)

2. Validierung der nicht-radioaktiven Quantifizierungsmethode von lodid

a. experimentelle Planung, Vorbereitung und Durchfihrung der zeitlich
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3.

a.
b.

4.

a.

abhangigen Aufnahme von T3 in MDCK1 Zellen (Fig. 1)

experimentelle Planung, Vorbereitung und Durchfihrung zur Erstellung des
Substrat-Profils von MCT8 in MDCK1 Zellen (Fig. 2A)

experimentelle Planung, Vorbereitung und Durchflihrung der zeitlich
abhangigen Aufnahme von T3 £ BSP als Inhibitor in MDCK1 Zellen (Fig. 2B)
experimentelle Planung, Vorbereitung und Durchflihrung der zeitlich

abhangigen T3 Aufnahme in primaren murinen Astrozyten (Fig. 3A)

Vorbereitung und Planung der experimentellen Durchfihrung mit der

radioaktiven Methode:

Bereitstellung von Reagenzien und MDCK1 Zellen

ausfuhrliche statistische Auswertung der Ergebnisse in Fig. 2D

Anfertigung des Manuskripts

ausfuhrliche Formulierung des Methodenteils aulder ,/solation und cultivation
of primary astrocytes"

Erstellung von Grafiken Fig. 1 und Fig. 2 des Ergebnisteils und Supp. Fig.3
(Arbeitsablauf des Assays, S. 20)

ausfuhrliche statistische Auswertung und Formulierung des Ergebnisteils zu
Fig. 1, Fig. 2 und Fig. 3A

ausfuhrliche statistische Auswertung der Assay Performance in Tab. 1
Mitwirkung an der Erstellung und Erganzung des Abstracts, der Einleitung,

des Diskussionsteils und die Zuweisung von Literaturquellen.

Unterschrift, Datum und Stempel des betreuenden Hochschullehrers

Unterschrift der Doktorandin
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