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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Natrium-Glukose Transporter (SGLT) gehéren zur ,solute carrier 5 (SLC5) Familie, die
sich durch einen sekundar aktiven, natriumabhangigen Transport von Zuckern und an-
deren Molekilen nach intrazellular auszeichnen. Die durch das Gen SLC5A4 kodierte
Isoform SGLT3 transportiert dagegen keinen Zucker, sondern verhélt sich als Glukose-
sensor, der nach Bindung seiner Liganden eine Membrandepolarisation induziert. In ge-
nomweiten Exomsequenzierungsstudien (whole exome sequencing, WES) mehrerer er-
weiterter Stammb&ume mit hoher Pravalenz des Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivi-
tatssyndroms (ADHS) wurde im Vorfeld eine ATG-Tripletdeletion in SLC5A4 identifiziert,
die zum Verlust einer Aminosaure (AM500) in SGLT3 fihrt und zumindest partiell mit

dem klinischen Phanotyp kosegregiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde die zentralnervose Expression von SGLT3 auf RNA-
Ebene mittels Reverse-Transkriptase PCR sowie real-time PCR aus humanen Gesamt-
RNAs nachgewiesen. Dabei konnte eine ubiquitdre Expression im Gehirn mit relativ er-
hohter Expression unter anderem in Striatum und Hypothalamus, deren Dysfunktion in
der Pathogenese des ADHS impliziert wurde, gezeigt werden. Da Mutationen in homo-
logen Domanen der eng strukturverwandten Isoformen SGLT1 und SGLT2 sowohl in-
testinale als auch renale Funktionen schwer beeintrachtigen, wurden in dieser Arbeit
funktionelle Charakteristika sowohl des wildtypischen als auch der AM500 und der be-
nachbarten Al501 Deletionsvariante von SGLT3 mittels Zwei-Elektroden Spannungs-
und Stromklemme in entsprechend cRNA-injizierten Xenopus laevis Oozyten unter-
sucht. Der hochpotente SGLT3-spezifische Iminozuckeragonist 1-Desoxynojirimycin
(DNJ) induzierte an SGLT3-exprimierenden Oozyten in sauren Bedingungen etwa drei-
fach groRere Kationeneinstrome als D-Glukose, was sowohl im Spannungsklemmen-,
und anhand einer entsprechenden Membrandepolarisation im Stromklemmenmodus ge-
zeigt wurde. Die mit der AM500 bzw. AI501 Variante injizierten Oozyten dagegen zeigten
in den maximalen Aktivierungsbedingungen um 92% bzw. 96% (p<0,01) reduzierte Ka-
tioneneinstrome, sodass diese als hochgradig schadliche ,Loss of Function* Mutationen
in SGLT3 charakterisiert wurden. Dieser Befund wurde mittels bioinformatischer in-silico

Effektvorhersage validiert.

Um Konsequenzen der Sequenzalteration auf den Membraneinbau der Transporter zu
untersuchen, wurden die mit einem gelb fluoreszierenden Farbstoff (YFP) markierten

Transporter in Oozytenmembranen mittels Laser-Scanning Mikroskop nachgewiesen



Summary

und die jeweiligen Mengen der Konstrukte anhand der Fluoreszenzintensitaten quantifi-
ziert. Dabei zeigte sich eine um 53% bzw. 42% (p<0,01) reduzierte Menge der mutierten
Konstrukte AM500 bzw. AI501 in der Membran, was zuséatzliche schadliche Effekte der

Mutationen auf das sogenannte Membrantargeting der Transporter belegt.

Zusammenfassend demonstrieren die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die AM500 Vari-
ante von SGLT3, welcher in ADHS-relevanten Hirnarealen exprimiert wird, dessen sub-
stratinduzierte Natriumleitfahigkeit aufhebt und den Membraneinbau beeintrachtigen
konnte, was in Wechselwirkung mit anderen genetischen ADHS Risikovarianten das Ri-

siko fur ADHS in Mutationstragern beeinflussen kann.

Summary

Sodium-glucose transporters (SGLT) belong to the solute carrier 5 family, which is char-
acterized by secondary active sodium dependent transport of sugars and other solutes.
In contrast, SGLT3, encoded by the SLC5A4 gene, does not transport sugar but acts as
a glucose sensor, inducing membrane depolarization upon ligand binding. In whole ex-
ome sequencing studies of several extended pedigrees with high density of attention-
deficit/hyperactivity disorder (ADHD), an ATG triplet deletion of SLC5A4, leading to a
single amino acid loss (AM500) in SGLT3, was found to cosegregate, although imper-

fectly, with the clinical phenotype.

In this work, expression of SGLT3 on RNA level was proven ubiquiteously in the human
brain with relatively increased expression levels in striatum and hypothalamus, which
had repeatedly been implicated in ADHD pathophysiology. Since mutations in homolo-
gous domains of the structurally closely related isoforms SGLT1 and SGLT2 can signif-
icantly impair intestinal and renal function, functional properties of wildtype, AM500 and
neighboring Al501 deletion variants of SGLT3 were investigated by voltage clamp and
current clamp recordings in cRNA-injected Xenopus laevis oocytes. The SGLT3-specific
iminosugar agonist 1-Desoxynojirimycin (DNJ) induced a threefold increase of cation in-
flux compared to the classic SGLT substrate D-glucose alone as revealed by robust in-
ward currents in voltage clamp and cell depolarization in current clamp modes. AM500-
SGLT3 and AI501-SGLT3 injected oocytes showed cationic inward currents significantly
reduced by 92% and 96% (p<0,01) respectively. In-silico modelling predicted deleterious
functional effects of both mutations, thus validating these results.

To investigate possible effects of these sequence alterations on membrane targeting of

the transporters, fusion constructs with YFP were generated and intensity of membrane

v
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fluorescence was quantified by confocal laser scanning microscopy. In comparison to
wildtype SGLT3, fluorescence signals of AM500 and AlI501 injected oocytes were de-
creased by 53% and 42% (p<0,01) respectively.

Taken together, the results of this work suggest that the AM500 mutant of SGLT3, which
is expressed in ADHS-implicated brain tissues completely abolishes its ligand dependent
sodium conductance and may impair its membrane targeting, which, in interaction with

other genetic ADHD risk variants, may confer a risk for ADHD in deletion carriers.






Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Aufmerksamkeitsdefizit-/ Hyperaktivitdtssyndrom

1.1.1 Klinik und Therapie

Das Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivitatssyndrom (ADHS) (nach DSM-5, korrespon-
dierend die sog. ,hyperkinetische Stérung* nach ICD-10) ist eine klinisch heterogene,
wahrscheinlich entwicklungsneurologische Erkrankung (Klein et al., 2017) die durch die
Kernsymptomtrias Unaufmerksamkeit, gesteigerte Impulsivitat und/oder motorische Un-

ruhe gekennzeichnet ist (American Psychiatric Association, 2013).

Mit einer weltweiten Préavalenz von etwa funf Prozent ist ADHS in Deutschland eine der
haufigsten Diagnosen im Kindes- und Jugendalter (Robert-Koch-Institut, 2014). Eine
weltweite Prévalenz des adulten ADHS von 2,5% illustriert, dass ein substanzieller Anteil
der jugendlichen Betroffenen eine zumindest partielle Symptompersistenz bis ins Er-
wachsenenalter aufweist (Chang et al., 2013), was teilweise zu betrachtlichen Ein-
schrankungen der Funktionsfahigkeit im Alltag und daraus resultierenden negativen ge-
sundheitlichen, psychosozialen und 6konomischen Konsequenzen fihrt, die mit einer
geringer wahrgenommenen Lebensqualitdt, einem niedrigeren soziobkonomischen Sta-
tus sowie einem erhdhtem Delinquenzrisiko der Betroffenen einhergehen
(Banaschewski et al., 2017). Die Evolution der Symptomatik hin zu einer im Erwachse-
nenalter weniger offensichtlichen und klinisch fiihrenden Desorganisiertheit mit emotio-
nalen Dysregulation und Irritabilitt tragt zu einer haufigen Verkennung der Diagnose bei
(ADHS Deutschland e.V., 2013). 75% der erwachsenen Betroffenen weist mindestens
eine, 60% mehrere komorbide psychiatrische Storungen auf (Banaschewski et al.,
2017), darunter Depression und Substanzabusus (Renner et al., 2008). Das Lebenszeit-
risiko fiir einen Suizid korreliert, auch unabhéngig von den psychiatrischen Komorbidita-
ten, mit dem Schweregrad der ADHS-Symptomatik (Stickley et al., 2016), was die Not-

wendigkeit gezielter Diagnostik und friihzeitiger Therapie unterstreicht.

Obwohl eine entwicklungsparallele Trajektorie der Erkrankung durchaus mdglich ist,
deuten aktuelle Erkenntnisse auf einen nontrivialen Zusammenhang mit nur teilweise
geteiltem Phé&no- sowie Genotyp des kindlichen und adulten ADHS hin (Chang et al.,
2013), was die Generalisierbarkeit von Studienergebnisse auf Basis der Daten aus ju-
venilen Patientenpopulationen einschrénkt und die Komplexitat der Erkrankung weiter

unterstreicht.
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Die momentan zugelassenen medikamentésen Therapien greifen im Allgemeinen als
Psychostimulanzien in den monoaminergen Stoffwechsel ein, indem sie wahrscheinlich
die Verfuigbarkeit von Katecholaminen wie Dopamin und Noradrenalin im synaptischen
Spalt in striatalen und prafrontalen Projektionsneuronen erhéhen. Der Amphetaminab-
kémmling Methylphenidat fungiert als effektives und effizientes Erstlinientherapeutikum
(Effektstarke 0,8-1,0 auf die Kernsymptomatik; NNT=2,5), wahrend der selektive Norad-
renalinwiederaufnahmehemmer Atomoxetin sowie der zentrale a2-Agonist Guanfacin
als gut wirksame Alternativpraparate zur Verfiigung stehen (Banaschewski et al., 2017).
Neben der symptomatischen Wirksamkeit sind mit der Einnahme von Stimulanzien je-
doch weitreichende glinstige Effekte auf die Lebensqualitat (unter anderem gemessen
an schulischen und beruflichen Leistungen, sozialer Funktion, subjektiven Maf3en wie
Selbstwertgefuhl) (Shaw et al., 2012) sowie in longitudinalen, bildgebenden Studien auf
die GroRRenentwicklung kortikaler Hirnregionen assoziiert (Shaw et al., 2009). Studien
auf Basis grof3er skandinavischer Register bestétigen die protektive Wirkung einer Sti-
mulanzientherapie auf die Entwicklung eines oft komorbiden Substanzmissbrauchs
(Chang et al., 2014 ).

1.1.2 Pathophysiologie des ADHS

Trotz intensiver Forschungsbemiihungen der letzten Jahre ist es bisher noch nicht ge-
lungen, ein prazises pathophysiologisches Modell der ADHS-Entstehung zu generieren.
Der momentane wissenschaftliche Konsens berticksichtigt sowohl genetische als auch
umweltbezogene Einflisse und insbesondere deren Interaktionen auf verschiedenen
Ebenen biologischer Komplexitat bei der Pathophysiologie des ADHS (Banaschewski et
al., 2017).

Einer genetischen Komponente kommt bei der Ursachensuche eine besonders gewich-
tige Rolle zu: sie erklart in Zwillingsstudien im Mittel 76% der phénotypischen Varianz
hinsichtlich ADHS-relevanter Ziige (Faraone et al., 2005). Dartiber hinaus haben erst-
oder zweitgradige Verwandte von ADHS-Indexpatienten ein flnf- bis zehnfach erhdhtes
Erkrankungsrisiko (Banaschewski et al., 2017). Hinsichtlich schadlicher Umwelteinflisse
wurden in epidemiologischen Studien pra- sowie perinatale Risikofaktoren (maternaler
Nikotin- oder Alkoholkonsum wéhrend der Schwangerschaft, niedriges Geburtsgewicht
bzw. Frihgeburtlichkeit), Umwelttoxine und psychosoziale Stressoren in der Mutter-
Kind-Beziehung postuliert (Thapar & Cooper, 2016); deren kausale Relevanz ist zwar
uneindeutig (Banaschewski et al., 2017), jedoch scheint ein betrachtliches Interaktions-

potenzial mit genetischen Faktoren zu bestehen (Kahn et al., 2003).
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Ubereinstimmend finden sich bei Patienten auffallige neuropsychologische (z. B. in
Tests der Reaktionszeitvariabilitéat, Belohnungs- und Verhaltensinhibitionsparadigmen),
assoziierte neurophysiologische, z. B. mittels alterierter ERPs, und bildgebende Befunde
(Cortese, 2012; Banaschewski et al., 2017; Klein et al., 2017). Diese konsistent in Pati-
entenpopulationen nachweisbaren, umschriebenen Auffalligkeiten werden in jingster
Zeit als sogenannte Endophanotypen, also potenziell transdiagnostische und besser
operationalisierbare Befunde auf einer intermediaren Komplexitatsebene zwischen Ge-

netik und klinischem Phénotyp, bezeichnet (Del Campo et al., 2012).

In diesem Kontext haben besonders Befunde aus Molekulargenetik, Neurophysiologie
und multimodaler Bildgebung im letzten Jahrzehnt massiv zum Verstéandnis der Patho-
physiologie des ADHS beigetragen (Klein et al., 2017) und werden daher im Folgenden

kurz beschrieben.

1.1.3 Bildgebende Korrelate
Ein bedeutender Zweig der neurowissenschaftlichen und im Speziellen der ADHS For-
schung sind multimodale bildgebende Studien, die bereits einige fir ADHS spezifische

Befunde nachweisen konnten.

Allen Modalitaten voran steht hier die Magnetresonanztomografie, mittels derer sowohl
strukturelle, funktionelle, als auch konnektivitdtsbezogene Unterschiede zwischen Pati-
enten und Kontrollgruppen gezeigt werden konnten. Dazu gehort unter anderem eine
kortikal betonte, generelle Hirnvolumenminderung um etwa 3% von ADHS-Patienten ge-
genuber ihren unbetroffenen Geschwistern, die insbesondere auch subkortikale Kernge-
biete wie die Basalganglien einbezieht (Greven, 2015). Aufgabenspezifische funktionelle
Alterationen projizieren sich besonders auf fronto-subkortiko-zerebellare Netzwerke,
welche in Belohnungslernen, Salienzdetektion, prafrontal-inhibitorischen und diversen
motorischen Funktionen impliziert sind (Cortese, 2012) wéahrend sich die funktionelle
Konnektivitat exekutiver und moglicherweise auch zerebellarer Netzwerke bei Patienten

in Ruhebedingungen von der der Kontrollpersonen unterscheidet (Mostert et al., 2016).

Neben weiteren bildgebenden Verfahren wie SPECT und fNIRS konnten mittels PET
Studien signifikante Unterschiede im pré- bzw. postsynaptischen Katecholamintransmit-
terstoffwechsel bei Individuen mit ADHS gegeniiber Kontrollen gezeigt werden, die of-
fenbar abhangig von einer vorhergehenden Stimulanzientherapie sind (Fusar-Poli et al.,
2012).
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Zusammenfassend deuten diese Erkenntnisse also auf strukturelle zerebrale Alteratio-
nen sowie funktionelle Verdnderungen in kortikalen, subkortikalen und zerebellaren
Funktionssystemen (Bush, 2010) bei ADHS hin. Ein substanzieller Anteil der Varianz
einiger bildgebender Befunde ist wiederum durch genetische Varianten erkléarbar (Klein
et al., 2017), was deren kausale Relevanz firr die erhobenen Datensatze und die Not-
wendigkeit der Verbindung von Erkenntnissen verschiedener Ebenen biologischer Kom-
plexitat zum tieferen Verstandnis der Pathophysiologie des ADHS unterstreicht (Dresler
et al., 2014).

1.1.4 Molekulargenetische Korrelate

Fur ADHS-typische Verhaltensmerkmale besteht eine substanzielle familiare Haufung.
Obwohl diese Evidenz fir eine starke Vererbbarkeit der Erkrankung spricht, konnten mit-
tels grof3 angelegter sog. genomweiter Assoziationsstudien (GWAS), bei denen die re-
lative Haufigkeit genetischer Alterationen, sogenannter ,small nucleotide polymor-
phisms* (SNPs) oder gréRRerer ,copy number variations®” (CNVs) in chromosomalen Ab-
schnitten in grof3en klinischen und neurotypischen Vergleichskollektiven verglichen wird,
bislang noch keine genomweit signifikante Variante mit dem Phanotyp ADHS assoziiert
werden (Vgl. Neale et al., 2010 und Middeldorp et al., 2016). Aus einer aktuellen Meta-
Analyse mehrerer GWAS-Studien, die sich momentan im ,peer-review" Prozess befin-
det, geht jedoch hervor, dass offenbar erstmals zwolf genomweit signifikante, genetische
Risikoloci fir ADHS identifiziert werden konnten. Diese zeichnen sich durch hohe evolu-
tiondre Konservierung in Sdugetieren bei geringer Toleranz gegenuber funktionsschadi-

genden Polymorphismen aus (Demontis et al., 2017).

Obgleich die Datenlange hinsichtlich assoziierter genetischer Varianten in der Pathoge-
nese des ADHS noch uneindeutig ist, konnten durch die a priori hypothesenfreien GWAS
Ansatze neue Hypothesen Uber Risikovarianten bestimmter Gene oder ferner chromo-
somaler Loci formuliert werden. Dabei zeigt sich, dass sowohl gewdhnliche Varianten
mit geringen Effektstarken (sog. ,common variants“, vorhanden in >5% der untersuchten
Population), als auch seltene Varianten mit groReren Effektstarken in einem kleinen Kol-
lektiv (sog. ,rare variants”, vorhanden in <5% der untersuchten Population), eventuell in
komplexer biologischer Interaktion (Banaschewski et al., 2017), in einem polygeneti-
schen Risikoscore einflie3en, der als ein Suszeptibilitatsmalfd fir ADHS angesehen wer-
den kann (Martin et al., 2015).
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Demgegentber konnten in Meta-Analysen von per se statistisch schwachen, hypothe-
sengetriebenen Kandidatengenstudien eine Vielzahl von gewthnlichen Varianten in Ge-
nen, die eine Rolle in monoaminerger, nikotinerger und glutamaterger Neurotransmis-
sion spielen oder generell in Prozessen synaptischer Plastizitat und dem Neuritenwachs-
tum involviert sind (Banaschweski et al., 2010, 2017) mit dem ADHS-Phanotyp assoziiert
werden (Klein et al., 2017). Daneben konnte mittels genomweiter Studien auch eine An-
reicherung von seltenen Varianten, insbesondere zweier CNVs in der Gensequenz einer
Untereinheit des nikotinergen Acetylcholinrezeptors (Williams et al., 2012) und des Neu-
rotransmitters Neuropeptid Y (Lesch et al., 2011) in der ADHS Population nachgewiesen
werden. In jingster Zeit konnten sowohl haufige als auch seltene Varianten eines Kan-
didatengens in unabhangigen ADHS-Studienpopulationen impliziert werden; so zum
Beispiel SLC2A3, welches fir den ubiquitar exprimierten Glucosetransporter Typ 3
(GLUT3) kodiert (Merker et al., 2017).

Mittels bioinformatischer Analysen lassen sich die bisher identifizierten Kandidatengene
demnach funktionellen Clustern zuordnen, zu denen vornehmlich die Entwicklung des
Nervensystems, zentralnervose Zell-Zell-Interaktionen, neuronale Projektionen sowie
eventuell auch der zentralnervose Energiestoffwechsel (NPY, GLUT3) gehdren (Lesch
et al., 2011, Klein et al., 2017, Merker et al., 2017).

1.2 SLC5A4 (SGLT3) als ADHS Kandidatengen

Zur ldentifikation mit dem Phanotyp assoziierter, seltener und schadlicher genetischer
Varianten war im Vorfeld eine Exomsequenzierung bei mehreren Familien deutscher
Abstammung mit hoher Pravalenz eines adulten ADHS durchgefiihrt worden. Die klini-
sche Diagnose der Familienmitglieder wurde entsprechend DSM-IV Kriterien gestellt
(siehe hierzu (Romanos et al., 2008). Im Rahmen dieses Sequenzierungsexperiments
wurde eine partiell mit dem Phanotyp kosegregierende ATG-Deletion in SLC5A4
(c.1502-4delATG) im Gen SLC5A4, kodierend fur den humanen Natrium-Glukose Trans-
porter Typ 3 (SGLT3), identifiziert (Einzelheiten siehe Kapitel 3.1.). Dieses Gen wurde

damit erstmals fir ADHS impliziert und wird im Folgenden naher beschrieben.

1.3 Humane Glukosetransporter

1.3.1 Taxonomie
Das Monosaccharid Glukose ist einer der wichtigsten Energietrager fir eine Vielzahl von

Organismen. Die zellulare Aufnahme von Glukose ist ein integraler Schritt des anabolen
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sowie katabolen Metabolismus und damit essenziell fur die Aufrechterhaltung der Ho-
maoostase. Als polares Molekil kann Glukose die Zellmembran nicht spontan passieren
und bendtigt daher zwingend Transportmechanismen, welche von membranstéandigen

Transportproteinen vermittelt werden. Diese werden in drei Genfamilien eingeteilt.

Eine davon wird von den fazilitativen Glukosetransportern (GLUTS) gebildet, die zur
SLC2A Gruppe gehéren und deren Vertreter ubiquitar im Organismus die zellulare Glu-
koseaufnahme sicherstellen. Zwei Isoformen der GLUTs, GLUT1 und GLUT3, sind zent-
ralnervds exprimiert. Wahrend sich GLUT1 als niedrig affiner Transporter vorwiegend in
Kapillaren der Bluthirnschranke befindet, wird GLUT3 als hochaffiner Transporter beson-
ders an Dendriten und axonalen Endigungen exprimiert und ist essenziell fir den neu-

ronalen Energiemetabolismus (Mantych et al., 1992, Benarroch, 2015).

Neben den rezent entdeckten SWEETs (SLC50 Gruppe) (Feng & Frommer, 2015) exis-
tieren noch die sekundar-aktiven Natrium-Glukose Transporter (SGLT), die der SLC5A

Gruppe zugeordnet werden und im Folgenden naher erlautert werden.

1.3.2 Struktur und Funktion der Transporter der SLC5A Familie
1.3.2.1 SGLT1 und SGLT2 und deren Pathophysiologie

Die bekanntesten Vertreter der SLC5A Familie, der ,Sodium-Glucose-Transporter Type
1%, SGLT1 (SLC5A1) und Type 2, SGLT2 (SLC5A2) sind extensiv charakterisierte se-

kundar aktive Membrantransporter, die den transzellularen Kationengradienten um Glu-

kose durch die Membran zu transportieren. Deren herausragende physiologische Rolle
liegt demnach in der Glukose- und Galaktoseresorption (letztere vornehmlich durch
SGLT1) aus dem intestinalen Lumen bzw. dem Tubulussystem der Niere; dabei zeigt
SGLT1 eine deutlich héhere Substrataffinitat zu D-Glukose als SGLT2 (KnscLt: = 0,5mM,
KmseLr2= 6mM) (Voss et al., 2007).

In Abwesenheit von Natrium zeigt sich eine hohe Affinitat von SGLT1 zu H*-Protonen,
die in diesen Bedingungen als treibende Kraft fir den Kotransport fungieren (Hirayama
et al., 1994). Mit jedem Transportzyklus werden zuséatzlich etwa 260 Wassermolekdile in
die Zelle transportiert (Wright et al., 2004). Das Pflanzenglykosid Phlorizin ist ein SGLT-
spezifischer Inhibitor mit nano- bzw. niedrig mikromolaren Inhibitionskonstanten fur
SGLT1 bzw. SGLT2 (Wright et al., 2011).
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Abbildung 1 - SGLTs vermitteln die zellulare Glukoseaufnahme. Die im beispielhaft dargestellten
Enterozyten apikal sitzenden SGLTs nutzen den durch die basolaterale Na*-K*-ATPase aufrecht
erhaltenen, transzelluldren Kationengradienten (hier Na*), um Glukose nach intrazellular zu trans-
portieren (nach Wright et al., 2011).

Beide Transporter sind in einer Vielzahl weiterer Gewebe exprimiert (siehe Reviews von
(Wright et al., 2011 und Sotak et al., 2017), darunter auch im Gehirn verschiedener Sau-
gerspezies (Poppe et al., 1997). Eine wichtige Rolle scheinen SGL-Transporter in glu-
cosesensitiven, hypothalamischen Neuronen der Ratte zu spielen (O'Malley et al., 2006),
wahrend ihre funktionellen Beitrage in den tbrigen Abschnitten des ZNS noch weitge-

hend ungeklart sind.

Die exakte Proteinstruktur der SGL-Transporter ist unbekannt, jedoch lassen in-silico
Vorhersagen und Analysen der aufgeldsten Kristallstruktur des aus Vibrio parahaemoly-
ticus stammenden vSGLT (Faham et al., 2008) vermuten, dass es sich um Proteine mit
14 Transmembranhelices handelt. Innerhalb der Kernstruktur, die die Transmembrand-
omanen TM1-10, welche am C-, und N-terminalen Ende von drei bzw. einer weiteren
Domane flankiert werden (TM11-13 und —TM1), befinden sich fiir die Substrat- und Nat-
riumbindung relevante Aminosauren (Abramson & Wright, 2009). Ein etabliertes kineti-
sches Modell postuliert ein Durchlaufen von sechs Konformationen bei Bindung und Ent-
lassen des Substrats sowie des Kations auf dem Weg von extra- nach intrazellular

(Wright et al., 2011), wahrend ein rezenteres Modell mit sieben Konformationen einen
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Grol3teil vorhandener elektrophysiologischer Daten zum Transportverhalten von SGLT1
besser zu erklaren vermag (Longpré et al., 2012). Die Funktion der flankierenden Do-

manen —TM1 und TM11-13 ist noch weitgehend unverstanden.
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Abbildung 2 - Homologieplot der Aminosauresequenz von SGLT1 auf die Sekundéarstruktur von vSGLT. Die bekannte SGLT1-Aminoséurese-

guenz wurde auf ein 14-Transmembranhelixmodell von vSGLT geplotted. N-Terminus links, C-Terminus rechts, Extrazellularraum oben, Zytosol

unten im Bild. Gelb und griin markiert sind die helikalen Doménen von vSGLT. Die Glukosebindungsdoméne befindet sich zwischen TM10 und

TM14, rot markiert sind vermutete Bindungsstellen extra- bzw. intrazellularer Glukose. Blau markiert sind die in dieser Arbeit untersuchten Ami-

nosauren. Mit * markiert ist ein Zuckerrest, der an der Glykosylierungsdoméane an Stelle 248 illustriert ist (modifiziert nach Wright et al., 2004,

2011).
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Schéadliche Mutationen dieser Transporter filhren zu monogenetischen Erkrankungen,
im Falle von SGLT1 der ,Glukose-Galaktose Malabsorption* bzw. fur SGLT2 der ,famili-

aren renalen Glukosurie* (Wright et al., 2004).

Daneben sind Natrium-Glukose Transporter auch als pharmakologische Zielstrukturen
interessant. Aufgrund des relevanten Kotransportes von Wasser ist SGLT1 besonders
bei krisenhaften Diarrhoen als Ziel der oralen Rehydratationstherapie etabliert. Durch
die ,Gliflozine", strukturelle Abkdmmlinge des Phlorizin, wurde auch SGLT2 in jungster
Zeit erfolgreich als pharmakologische Zielstruktur in der Therapie des Diabetes mellitus
etabliert (Andrianesis et al., 2016). Daruber hinaus wird SGLT2 als Zielstruktur einer
antiddematodsen Therapie in der Neurotraumatologie gepruft (Wais, 2013). Neuere Ar-
beiten deuten weiterhin auf potenzielle therapeutische Relevanz der SGLT Modulation

in der Onkologie sowie der Schwangerschaft hin (Wright et al., 2017).

1.3.2.2 SGLT3

Der weniger gut charakterisierte Vertreter SGLT3, ehemals als SAAT1 bekannt, teilt eine
Sequenzidentitat von etwa 70% mit SGLT1 sowie etwa 55-60% mit SGLT2 (Wright et
al., 2011) und wurde erstmals von Diez-Sampedro und Kollegen im Jahr 2003 kloniert

und charakterisiert.

In deutlichem Gegensatz zu den ubrigen Vertretern wurde SGLT3 als niedrigaffiner, glu-
koseabhangiger (Kn=20mM) Natriumkanal ohne intrinsische Transportfahigkeit und da-
her als ,Glukosesensor” charakterisiert. Im Gegensatz zu SGLT1 induziert Galaktose
Uberdies keine Stréme an SGLT3 (Diez-Sampedro et al., 2003). Demgegeniiber zeigte
sich jedoch eine um den Faktor 40,000 hohere Affinitat von SGLT3 zu dem Iminozucker
Desoxynojirimycin (DNJ) und seinen strukturellen Abkémmlingen (Voss et al., 2007),
wahrend die Inhibitionskonstante fur Phlorizin etwa um den Faktor 100 héher liegt als far
SGLT1 (Raja & Kinne, 2015). Durch den Austausch einzelner Aminosauren wird die
Substrataffinitat der Natrium-Glukose Transporter teils drastisch verandert (Wright et al.,
2011).

Im Unterschied zu SGLT1 und SGLT2 sind die substratinduzierten Kationenstréme
durch SGLT3 deutlich pH-abhéangig zugunsten saurer Bedingung (Diez-Sampedro et al.,
2003, Voss et al., 2007). Die murinen sowie Rattenhomologe SGLT3a und SGLT3b re-
kapitulieren in ihrer Funktion sowohl Eigenschaften von humanem SGLT3 als auch
SGLT1; dabei ahnelt mSGLT3a als pH-sensitiver, glukoseabhéngiger Kationenkanal
ohne Transportfahigkeit funktionell am ehesten dem humanen Vertreter SGLT3a
(Barcelona et al., 2012).
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SGLT3 mRNA findet sich in verschiedenen humanen Geweben, darunter dem Gastroin-
testinaltrakt, der muskuléaren Endplatte und Testes bzw. Ovarien (Sotak et al., 2017). Auf
zellularer Ebene konnte eine Expression von SGLT3 in peripheren und zentralnervosen
cholinergen Neuronen gezeigt werden (Diez-Sampedro et al., 2003, Yamazaki et al.,
2014).

Auf Proteinebene konnte SGLT3 mit einer Betonung des Kapillarendothels in einer Viel-
zahl von Geweben im menschlichen Kdérper nachgewiesen werden (Oerter et al., 2016).
Uberdies findet sich eine relevante Expression von SGLT3 in verschiedenen Karzinom-
arten (Veyhl et al., 1998).

Anders als seine Homologen wurde SGLT3 bisher nicht kausal in einem mono- oder

polygenetischen Krankheitsprozess impliziert.

1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Das Aufmerksamkeitsdefizit/ Hyperaktivitatssyndrom stellt angesichts einer hohen Préa-
valenz Uber die Lebensspanne einerseits und einer betrachtlichen Symptomschwere an-
dererseits mit teils verheerenden sozialen Konsequenzen fir die Betroffenen eine grofe
medizinische, psychologische und nicht zuletzt volkswirtschaftliche Herausforderung
dar. Obgleich stetig steigende Ressourcen in die Erforschung des Krankheitsbildes in-
vestiert werden, entzog es sich bislang einer schliissigen mechanistischen Erklarung auf
verschiedenen Ebenen biologischer Komplexitat. Die wissenschaftlichen Bemiihungen
der letzten Jahrzehnte haben die herausragende Rolle genetischer Varianten und ihrer
funktionell-neurophysiologischen Konsequenzen in den Fokus der Aufmerksamkeit ge-

rickt und in translationalen Ansatzen tberprift.

Grundlage der vorliegenden Arbeit ist eine familienbasierte, exomweite Sequenzierungs-
studie (,Whole Exome Sequencing“, WES), in der eine partielle Kosegregation eines
genetischen Polymorphismus im Sinne einer Aminosauredeletion an Stelle 500 in TM11
des durch SLC5A4 kodierten Sodium-Glucose-Transporter Type 3 (AM500-SGLT3) mit
dem ADHS Phéanotyp nachweisbar war.

Bis dato ist unbekannt, ob und in welchem Umfang das Kandidatengen SGLT3 auf RNA-
Ebene im zentralen Nervensystem des Menschen exprimiert wird. In dieser Arbeit soll
daher ein qualitatives und quantitatives Expressionsprofil von SGLT3 mittels Reverse-
Transkriptase PCR und quantitativer real-time PCR auf Basis menschlicher Gesamt-

RNAs aus verschiedenen Geweben erstellt werden.
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Da Mutationen in verwandten Isoformen von SGLT3 bekanntermalen zu schweren
Funktionsausfallen der betroffenen Transporter und damit monogenetischen Erkrankun-
gen fuhren kénnen, sollen tberdies die Effekte des in der WES detektierten AM500 Po-
lymorphismus von SGLT3 auf dessen elektrophysiologische Eigenschaften tberprift
werden. Hierzu soll zunachst mittels gezielter Mutagenese eine AM500-SGLT3 cRNA
hergestellt und neben wildtypischer cRNA in Xenopus laevis Oozyten exprimiert werden.
Mittels Spannungs- und Stromklemmenexperimenten sollen daraufhin vergleichend

Strome bzw. Spannungsanderungen abgeleitet werden.

Im Lichte bestehender Hinweise auf den kritischen Einfluss benachbarter Aminosauren
auf die Funktion der SGL-Transporter (Martin & Wright, 1996) und um zu untersuchen
ob etwaige Effekte der Mutation auf eine strukturelle Alteration der betreffenden Doméne
oder durch die fehlende Funktion der Aminosaure selbst zurtickzuftihren ist, soll parallel
eine Deletion der direkt flankierende Aminosaure, Al501-SGLT3, in gleichen Bedingun-
gen untersucht werden. Die jeweiligen funktionellen Ergebnisse sollen daraufhin anhand
einer in-silico Vorhersage auf Basis groRer bioinformatischer Datenséatze validiert wer-

den.

Um zu Uberprifen, ob die untersuchte AM500 Mutation auch das ,targeting” des Trans-
porters an die Zellmembran beeintrachtigt, sollen Fusionskonstrukte der verschiedenen
SGLT3 Varianten mit einem biologischen Fluoresezenzfarbstoff (YFP, yellow fluorescent
protein) in Xenopus laevis Oozyten exprimiert werden und die membransténdige Fluo-
reszenzintensitaten unter dem konfokalen Laser-Scanning Mikroskop verglichen wer-

den.

Obgleich die genetische Architektur des ADHS nicht trivial ist, konnten familienbasierte
Kandidatengenstudien wiederholt zum Verstandnis beteiligter Strukturen und Netzwerke
beitragen (Renner et al., 2008). Die erwarteten Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit
sollen als Grundlage zur weiteren Aufklarung der Rolle von SLC5A4 und ferner des zent-

ralnervdsen Energiestoffwechsels in der Pathophysiologie des ADHS beitragen.
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2 Material

2.1 Biologisches Material

Versuchstiere und Oozyten

Die Xenopus laevis Frosche wurden gemaR Tierschutzgesetz in der Tierversuchsanlage
im Institut fir Anatomie und Zellbiologie der Universitat Wirzburg gehalten. Die opera-
tive Entnahme von Xenopus laevis Oozyten wurde den Vorgaben des Tierschutzsgeset-
zes entsprechend in halbjahrlichem Abstand unter Aufsicht von bevollméachtigtem Per-

sonal im Institut fir Anatomie und Zellbiologie, Universitat Wirzburg durchgefiihrt.

Gewebe

Verwendet wurden kauflich erworbene Gesamt-RNAs folgender Hirnareale: Kleinhirn,
Pons, Nucleus caudatus, Hippocampus, Medulla oblongata, Cortex, Putamen, Hypotha-
lamus (in funf nicht nadher bezeichneten Subgruppen). Diese Gesamt-RNAs stammen
aus der gewebeextrahierten RNA von 10 bis 35 kaukasischen Frauen und Mannern im
Alter von 16 bis 70 Jahren nach plétzlichem Tod (BD Biosciences, Erembodegem, Bel-
gien). Weitere Gesamt-RNA aus makrodissezierten Kortices und Hypothalami von je-
weils vier bzw. funf suizidalen und nicht-suizidalen Spendern kaukasischer Herkunft
wurde von der ,Human Brain Tissue Bank"” des anatomischen Instituts der Semmelweis
Universitat (Budapest, Ungarn) bezogen. Die Gesamt-RNAs von Colon und Jejunum
waren mittels Standardprotokoll von der AG Translational Neuroscience am Zentrum far
Seelische Gesundheit, Wirzburg aus chirurgischen Praparaten mittels Phenol/Chloro-

form Prazipitation nach Standardprotokoll extrahiert worden.

2.2 Molekularbiologisches Material

Nukleinsauren und Plasmidvektoren

Der Ausgangsklon hSGLT3 (h=human) im Xenopusvektor ,pRSSP* wurde
freundlicherweise von Prof. H. Koepsell (Julius-von-Sachs-Institut fur
Biowissenschaften, Wirzburg) zur Verfi-gung gestellt. In der AG Molekulare
Elektrophysiologie, Universitat Wirzburg wurde das hSGLT3 in den dort vorhandenen
Oozytenvektor ,pSGEM* umkloniert. Letzterer besitzt am 3‘- und 5°‘- untranslatiertem
Ende die Sequenz des Xenopus B-Globin Gens, welches die Expression in Oozyten
verstarkt. Weiterhin enthalt der Vektor zwei RNA-Polymerase Promotorregionen (SP6
sowie T7) und eine Sequenz fiir eine Ampicillinresistenz, die sich zur Selektion eignet.
Zwischen den Promotorregionen finden sich zur Vektorlineari-sierung

Restriktionsschnittstellen fur zahlreiche Restriktionsenzyme (Kollert, 2015).
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Fur die lasermikroskopischen und elektrophysiologischen Untersuchungen wurde der
Vektor ,pNBI22" von der AG Geiger (Julius-von-Sachs-Institut fir Biowissenschaften,
Wirzburg) verwendet. Dieser besitzt neben einem &hnlichen Aufbau wie pSGEM die
Sequenz eines Yellow Fluorescent Protein (YFP) am C-terminalen Ende, hinter einer
sogenannten ,USER Kassette", die fir die gleichnamige Klonierungsmethode von der
AG Geiger verwendet wurde (Nour-Eldin et al., 2010).
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Abbildung 3 - pSGEM Vektor. Angabe aller Restriktionsenzymschnittstellen, den RNA-Poly-
merase Promotorregionen SP6 und T7 sowie der Ampicillinresistenzregion (nach Kollert, 2015).
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Abbildung 4 - pNBI22 Vektor. Angabe unter anderem aller Restriktionsschnittstellen, den RNA-
Polymerase Promotorregionen SP6 und T7, der Ampicillinresistenzregion, sowie den YFP Se-
quenzen und der USER Kassette (AG Geiger, Julius-von-Sachs-Institut fir Biowissenschaften)
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Oligonukleotide

Die konventionelle Leserichtung der hier angegebenen Oligonukleotidsequenzen ist 5° -
3.

Reverse Transkriptase-PCR Primer

Angegeben sind die Sequenzen der Primer die fur das Expressionsprofil von wildtypi-

schem SGLT3 aus den Gesamt-RNAs benutzt wurden.

Primer Sequenz Lange [bp]

HSA 38/39 Forward: GGGACAACTTGACAATCAGTGCC 344
Reverse: GCCAACATCAACGCCACAGTG

HSA 42/37 Forward: GTCAGGAAGAAACAGATGATGGTG 251
Reverse: TAGAGTTCAGGCATAGTAGCCG

Tabelle 1 - Primersequenzen fir RT-PCR Expressionsprofil von SGLT3.

Sequenzierungsprimer

Primer Sequenz
pSGEM rev. ATTCGGGTGTTCTTGAGGCTGG
T7 Promotor TGTAATACGACTCACTATAGGGCGA

Tabelle 2 - Sequenzierungsprimer pPSGEM
cRNA-Synthese

Angegeben sind die Sequenzen der Primer die fur die Herstellung von capped-RNA von
wildtypischem SGLT3 sowie den durch gezielte Mutagenese hergestellten Deletionsmu-
tanten AI501-SGLT3 bzw. AM500-SGLT3 benutzt wurden.

Primer Sequenz Lange [bp]
hSGLT3 Fwd:CGCGGATCGCCACCATGGCCAGTACGGt- 2029
TAGCCCCAGC

Rev: CCGGAATTCTCAGGCATAGTAGCCGTGAAT

AI501- Fwd: GGCCTCATTCGTATGACAGAGTTTGCTTATG 2028
SGLT3

Rev: CATAAGCAAACTCTGTCATACGAATGAGGCC
AMS500- Fwd: ATTCGTAUAACAGAGTTTGCTTATGGAAC 2028
SGLT3

Rev: ATACGAAUGAGGCCCATTGCA

Tabelle 3 - Primersequenzen fir in-vitro Transkription von SGLT3 und der Mutanten. Fwd: For-
ward, Rev: Reverse.
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Material

Angegeben sind die Sequenzen der Primer die fur die quantitative real-time PCR benutzt

wurden.
Primer Zielgen Genbank Nr. Primersequenz bzw. Lange [bp]
(Herstel- Referenznummer
ler)
hSGLT3 | Sodium-Glu- | NM_014227 Fwd: 100
cose-Trans- GATGCTGTGACTGGGGACAT
porter 3
Rev:
AGCGCTGCACAATGACCT
hGAPDH | Glyceralde- NM_002046 Fwd: 119
hyd-3-Phos- CTCATGACCACAGTCCAT-
(Meta- phat Dehyd- GCC
bion) rogenase
Rev:
GCCATCCACATCTTCTGGGT
huUBC Ubiquitin C NM_021009 QT00234430 75
(Qiagen)
huACTB | Beta-Aktin NM_001101 QT00095431 104
(Qiagen)
huHPRT1 | Hypoxanthin- | NM_000194 Fwd: 100
Phosphoribo- CTTGGTCAGGCATTAATCCAA
(Meta- syl-Trans-
bion) ferase Rev:
CTTTATCCAACATTCGTGGGG
huRS27A | Ribosomales | NP_001021 Fwd: 84
Protein 27A GGTTAGCTGGCTGTCCTGAA
(Meta-
bion) Rev:
AGAAGGGCACTCTCGACGAA

Tabelle 4 - Primer fir die quantitative real-time PCR. SGLT3 sowie verschiedene sog. "house

keeping genes". Fwd: Forward, Rev: Reverse
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Enzyme

Art des Enzyms Hersteller

Restriktionsenzyme

BamHI (20U/pl) NEB

Dpnl (20U/ul)

EcoRI (20U/ul)

Xhol (20U/pl)

Polymerasen

PFU Polymerase (2,5U/ul) Agilent

SYBR Green Mastermix Thermo Fisher Scientific

T7 RNA Polymerase (10U/ul)

Taq PCR Mastermix Qiagen

Weitere Enzyme

Antarctic Phosphatase (5U/ul) New England Biolabs

Overnight Ligase (1U/ul)

Quick Ligase T4 (1U/ul)

Tabelle 5- Enzyme

Reaktionskits
Zweck Titel Hersteller
cDNA Synthese/ Reverse | iScript cDNA Synthesis Biorad

Transkriptase

DNA Praparation Nucleospin Macherey-Nagel

NucleoBond x-tra MidiPrep

DNA-Mutagenese Quickchange site directed | Agilent
Mutagenesis Kit
Gelextraktion Quiaex Qiagen
In-vitro Transkription mMessage mMachine T7 Thermo Fisher Scientific

Tabelle 6- Reaktionskits
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Material

Bezeichnung

Hersteller

Calciumchloriddihydrate

Cholinchlorid

Deoxynojirimycin-hydrochlorid

D-Galaktose

D-Glukose

HEPES

Kaliumchlorid

Lysogeny broth LB-Agar

Sigma

LB-Medium (Lennox)

Roth

LE-Agarose

Biozyme

Magnesiumchlorid

MES

Natriumchlorid

Phlorizin-dihydrat

D-Sorbitol

TRIS Base

Sigma

Tabelle 7- Chemikalien

Medien und Puffer

Bezeich-
nung

Zusammensetzung

Bezeichnung

Zusammensetzung

Agarplatten | LE-Agar 35g/L

Ampicillin 50pg/mL

TRIS-Acetat-EDTA
TAE Puffer 50x

Tris 121g, Eisessig
28,55mL, EDTA
50mL, 0,5 M Hz20 auf

H20, autoklaviert 500mL, pH 8.0
LB-Medium | LB Lennox Medium 25g/L TRIS-EDTA Puffer | Tris 10mM
pH 7,1, autoklaviert EDTA 1mM
pH 8,0

Tabelle 8- Medien und Puffer




Messldsungen

Die neutrale Ausgangslosung wurde fur Experimente bei pH7 mit 20mM HEPES, bei
pH5 mit 20mM HEPES/MES gepuffert. Der Ausgleich der Osmolaritat in glucosefreien

Material

Bedingungen erfolgte mit 75mM D-Sorbitol.

HEPES 20mM fir
pH7 bzw.

HEPES/MES 20mM
fur pH5

D-Sorbitol 75mM

Bezeichnung Zusammensetzung | Bezeichnung Zusammensetzung
Ausgangsldésung pH7 | NaCl 100mM Aktivierungslo- NaCl 100mM
bzw. pH5 sung DNJ pH7

KCI 2mM bzw. pH5 KCI 2mM

MgCl2 2mM MgClz 2mM

CaClz 2mM CaClz 2mM

HEPES 20mM fir
pH7 bzw.

HEPES/MES 20mM
fur pH5

D-Sorbitol 75mM

DNJ 10pM
Aktivierungslésung NaCl 100mM Inhibitorlésung NaCl 100mM
Glukose pH7 bzw. pH5 bzw. pH7
oH5 KCl 2mMm KCl 2mM
MgCl2 2mM MgClz 2mM
CaClz 2mM CaCl; 2mM
HEPES 20mM far HEPES 20mM flr
pH7 bzw. pH7 bzw.
HEPES/MES 20mM HEPES/MES 20mM
fur pH5 fur pH5
D-Glukose 75mM D-Sorbitol 75mM
DNJ 10pM
Phlorizin 240uM
Tabelle 9- Messlésungen
2.3 Gerate
Bezeichnung Fabrikat Hersteller
16bit AD/DA Wandler ITC16 ST Instrutech Corporation
37°C Brutschrank Lukra Hartenstein
Autoklav V150 Systec
Binokular Stemi SV11 Zeiss
Binokular 204946 Wild Heerbrugg
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Feinwaage

Shinko Denshi

PF

Gefrierschrank -20°C

Liebherr

Gefrierschrank -80°C

Thermo Electron Corp.

Gelkammern

verschiedene

Peqlab

Kapillarziehgerat

Scientific Instrument Lab

Konfokales Laser Scanning

DM6000 CS

Leica Microsystems CMS

Mikroskop GmbH
Kuhlschrank Siemens
Messrechner 1 iMac auf Mac OS Basis Apple
Messrechner 2 Intel auf Windows XP Basis IBM, Maxdata

Messverstarker

Turbo Tec- 10C

NPI Electronic

Messverstarker

Turbo TEC 01C

NPI Electronic

Mikroinjektionspumpe

Nanoject Il Auto Nanoliter In-
jectors

Drummond

Mikropipetten Puller

P-97

Flaming& Brown

Nanoinjektor Nanoliter 2010 WPI
Oozyten-Brutschrank IPP 30 Memmet

pH-Meter HI991001 Hanna

Photometer GeneQuant pro

Pumpe 12031041 ALA Scientific Instruments
Real-time PCR-Geréat CFX 384 Biorad
Schuttelbrutschrank TH 15 Edmund Buhler
Schuttler Rotamax 120 Heidolph

Thermoblock 5436 Eppendorf
Thermocycler Professional Trio Biometra
Tischzentrifuge Sprout Biozym

UV Spektrometer NanoDrop PeqLab Biotechnologies

UV-Detektion

Gelelektrophorese

Alpha Innotech Corporation

Vortexer VortexGenie2 Scientific Instruments
Wasserbad Memmert

Zentrifuge Biofuge Pico Kendro

Zentrifuge Zellkultur 4K10 Sigam Zentrifugen

Tabelle 10- Gerate
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Software & Tools

Bezeichnung Hersteller

gbase+ Biogazelle, USA
SWISS-Model Server Biozentrum Universitat Basel, Schweiz
Pulse & Pulse fit HEKA Elektronik, Deutschland
Fitmaster

Patchmaster

Excel Microsoft, USA

Word

IGOR Pro WaveMetrics, USA
MutationTaster www.mutationtaster.org
PROVEAN WWW.provean.jcvi.org

Tabelle 11- Software
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3 Methoden

3.1 Identifikation des ADHS Kandidatengens SLC5A4/ SGLT3

Die Identifikation des Kandidatengens war im Vorfeld durch eine Exomsequenzierung
bei mehreren Familien deutscher Abstammung mit hoher Prévalenz eines adulten ADHS
erfolgt. Obwohl der Autor der vorliegenden Arbeit selbst nicht an dieser Studie beteiligt

war, werden hier aus Griinden der Vollstéandigkeit einige Details dargestellt.

Die klinische Diagnose der Familienmitglieder wurde entsprechend DSM-IV Kriterien ge-
stellt (siehe hierzu (Romanos et al., 2008). Mindestens zwei klinisch betroffene Famili-
enmitglieder wurden jeweils fur die WES ausgewahlt, als Kriterien wurden die meiotische
Distanz und/oder die Verwandtschaftsverhédltnisse im Stammbaum herangezogen.
Durch die Kollegen Dres. M. Klein und B. Franke, Abteilung Humangenetik der Radboud
Universitat Nijmegen, Niederlande erfolgte die Selektion des Exoms, die Sequenzierung
und Abbildung auf ein Referenzgenom sowie die Identifikation der Einzelnukleotidvari-

anten mit Hilfe eines Bayes-Algorithmus und deren Annotation.

Um das Vorhandensein der ausgewahlten, seltenen Varianten bei den Probanden der
WES zu uberprufen und eine Segegrationsanalyse zu erstellen, wurden alle Personen
des Stammbaums P14 fir die ATG-Deletion in SLC5A4 (c.1502-4delATG) mittels PCR-
basierter DNA-Sequenzierung genotypisiert (siehe Abbildung 1). Der genetische Ziello-
kus wurde mittels PCR ampilifiziert. Danach wurde die Kosegregation des flir AM500-
SGLT3 kodierende Genotyps mit der klinischen ADHS Diagnose bestimmt. Hierbei
zeigte sich eine zumindest partielle Kosegregation, was nicht untypisch fir entwicklungs-
neurologische Krankheitshilder wie ADHS ist (weitere Einzelheiten siehe Schéfer et al.,
2018).
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0] ADHD
SLC5A4 [[] noADHD
B14 . m not known
D2 | ID1 # WES
‘ i (5 AM500 é
ID8 D8 DT ID6 ID5 ID3 ID4
AMS500 AM500 AMS500

0006 o

ID18 ID19 ID17 D18’ IDI5 D14 D13 D11 D10 D12
AM500 AM500  AMS00

Abbildung 5 - Stammbaumanalyse der Indexfamilie. Dunkelgrau markiert sind bestatigte ADHS
Falle. AM500-SGLT3 Mutationstrager sind entsprechend gekennzeichnet (nach Schéfer et al.
2018).

3.2 Erstellung des Expressionsprofils von SLC5A4/ SGLT3

RNA Pools und reverse Transkription

Um zu Kklaren, in welchen Geweben bzw. Hirnarealen SLC5A4 exprimiert wird, sind die
unter Material beschriebenen RNA-Proben aus verschiedenen Geweben herangezogen
worden. Zum Erstellen eines PCR- und damit DNA-basierten Expressionsprofils von
SLC5A4 wurden jeweils 1000ng RNA der Gesamt-RNAs (500ng/ul) sowie der kortikalen
RNA Proben suizidaler/ nicht-suizidaler Spender (individuelle Konzentrationen) sowie
von Colon (760ng/pl) und Jejunum (1179ng/pl) mit nukleasefreiem H>O auf 15pl einge-
stellt und gemal3 Anleitung des ,iScript cDNA synthesis kit* in einem 20ul Gesamtansatz
mit 1ul des enthaltenen Reverse-Transkriptase Enzyms sowie 4ul des Reaktionsmix zu
cDNA umgeschrieben. Zusatzlich wurde ein Pool aus jeweils 2l jedes entstandenen

RT-PCR Ansatzes aus den kortikalen Proben als Positivkontrolle angelegt.
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Qualitative RT-PCR

Zum Nachweis der hSGLT3 Sequenz in den entstandenen cDNA Anséatzen der Gesamt-
RNAs wurde eine Polymerasekettenreaktion mit je 0,7l der SLC5A4- spezifischen, int-
ronspannenden Primer HSA37/38 und HSA39/42 (jeweils 100pmol/pl, 1:10, siehe Mate-
rial) durchgefuihrt. Dabei wurde 1l der vorangegangen Reversen Transkriptase Reak-
tion als DNA-Template mit 2,541 Magnesiumchloridpuffer (15mM), 1ul Nukleotiden
(2,5mM each) sowie 0,2ul der House Taqg-Polymerase der AG Translationale Neurowis-
senschaft auf 25ul Volumen mit nukleasefreiem Wasser angesetzt. Nach Optimierung
wurden 2ul der Proben von Kortex, Jejunum und Colon (je 500ng/ul) mit je 1ul der
SLC5A4-spezifischen Primer und 12,5ul des Hot Star Taq Mastermix mit 8,5ul nuklea-
sefreiem Wasser auf 25l Reaktionsvolumen aufgefillt. Im Folgenden dargestellt sind
die Reaktionsbedingungen der PCR.

Schritt Temperatur Dauer Wiederholung
Denaturierung 95°C 3 Minuten 1
Denaturierung 95°C 45 Sekunden
Annealing, Amplifika- | 60,5°C 45 Sekunden 35
tion
72°C 45 Sekunden
Elongation 72°C 3 Minuten 1
Abkuhlen 10°C - -

Tabelle 12 - PCR Protokoll RT-PCR Expressionsprofil von SGLT3.

Gelelektrophorese

Der Nachweis der amplifizierten DNA-Fragmente erfolgte durch Gelelektrophorese.
Nach dem Auftragen der mit Blaupuffer versetzten PCR Ansatze auf ein ethidiumbro-
midhaltiges, zweiprozentiges Agarosegel in einer wassergefillten Kammer wird diese
unter Spannung gesetzt, worauf die DNA als Polyanion in Richtung der Anode wandert.
Nach einiger Zeit haben sich alle aufgetragenen Molekille gemal ihrer elektrochemi-
schen Eigenschaften im Gel verteilt. Deren Grof3e kann mittels eines mitlaufenden 1kb-
DNA GroRenmarkers bestimmt werden. Die SLC5A4 Sequenz findet sich bei etwa
2000bp. Das Ergebnis wurde auf einem UV-Tisch kontrolliert und fotografisch dokumen-

tiert.
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Quantitative real-time PCR

Um neben der qualitativen Expression von hSGLT3 in verschiedenen Geweben auch
eine quantitative Analyse der Expression anfertigen zu kdénnen, wurde eine real-time
PCR (gPCR bzw. rt-PCR) durchgefihrt.

Mit dieser Methode ist es moglich, den Grad der Expression eines Zielgens relativ zu
sogenannten ,housekeeping” Genen zu bestimmen. Diese Gene kodieren fur basale
Zellstrukturen (z.B. Zytoskelett, Ribosomen) und sind daher im Zielgewebe weitgehend
frei von &ul3eren Einflissen konstitutionell exprimiert. Der Expressionsgrad des Zielgens
wird in Bezug zu dem der ,housekeeping” Gene gesetzt und damit ,normalisiert®. Hier-
durch kann fur Storeinfliisse (variable Extraktionseffizienz, Gewebeeffekte usw.), die ja
alle amplifizierten Sequenzen betreffen, kontrolliert werden (Pfaffl, 2004). Zur Detektion
der amplifizierten Sequenzen wurde der fluoreszierende Farbstoff ,SYBR Green® ver-
wendet, der zwar mit verschiedenen Nukleinsduren interkaliert, jedoch nur bei Bindung
an Doppelstrang DNA sein Fluoreszenzmaximum erreicht. Die Veranderung des Fluo-
reszenzsignals pro Zyklus verhalt sich damit proportional zu der Menge der amplifizier-
ten Sequenzen. Derjenige PCR Zyklus, in dem das Fluoreszenzsignal einer amplifizier-
ten Sequenz einen definierten Wert erreicht, wird Schwellenzyklus oder , Thresholdcycle®
(Cy) genannt. Diese GroR3e gibt Aufschluss Uber die Ausgangsmenge und damit den Grad

der Expression der gesuchten Sequenz.

Die Spezifitat des Signals wird mit einer sich anschlieenden Schmelzkurvenanalyse
gepruft. Potenzielle Storeinflisse wie eine Primerdimerisierung oder ,hairpin“- DNA
Strukturen schlagen sich in einer Veranderung der Schmelzkurve (z.B. im Sinne einer

zweigipfligen Verteilung) nieder.

Die Anséatze fur die quantitative real-time PCR enthielten die aus den Gesamt-RNA Pro-
ben mittels Reverse Transkriptase hergestellten cDNAs (1pl, 1:5 verdinnt), 5ul des
SYBR Green Master Mix, je 5uM der beiden SGLT3-Primer (siehe Material) und der
Primer fur verschiedene humane Referenzgene und wurden mit 3pl nukleasefreiem
Wasser auf ein Gesamtvolumen von 10ul aufgefillt. Die Fluoreszenzmessung erfolgte
mittels CFX384 real-time PCR Analyse (Biorad). Im Folgenden dargestellt sind die Re-
aktionsbedingungen der PCR.
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Schritt Temperatur Dauer Wiederholung
Denaturierung 95°C 2 Min. 1
Denaturierung 95°C 5 Sek.
Annealing, Amplifika- | 60°C 30 Sek. 45
tion und Fluoreszenz-
messung
Denaturierung 95°C 10 Sek. 1
Schmelzkurve 65°C- 95°C 5 Sek. pro 05°C |1

Schritt
Abkuhlen 15°C - -

Tabelle 13 — PCR Protokoll des real-time PCR Expressionsprofils von SGLT3.

Analytische Methoden

Nach Kalkulation der Stabilitéat der Referenzgenexpression (M) unter der Annahme einer
optimalen Effizienz (E=2) und einer erlaubten Triplikatabweichung (C: < 0,7) wurden mit
dem ,GeNorm“ Algorithmus in gbase die stabilsten Referenzgene identifiziert
(Vandesompele et al., 2002). Generell liegt fir Werte Mgeferenzgen< 1 €ine geringe Ci- Va-
rianz eines Referenzgens Uber allen zur Berechnung verwendeten Proben vor. Ideale
Referenzgene weisen einen Mgeferenzgen< 0,5 auf, durchschnittliche Referenzgene zeigen
M-Werte zwischen 0,5 und 1.

Unter Einschluss sowohl der gastrointestinalen als auch der zentralnervosen Gesamt-
RNAs ergaben sich die robustesten Normalisierungsergebnisse mit drei Referenzgenen:
UuBC (MUB(:: 0,59), GAPDH (MGAPDH=O,63) sowie RS27A (MR527A: 0,67). Insgesamt fand

sich hier eine mittelmafiige Referenzgenstabilitat.

Fur die Analyse der zentralnervésen Expressionsstarken unter Ausschluss der gastroin-
testinalen Proben ergaben sich optimale Normalisierungsergebnisse mit zwei Referenz-
genen: RS27A (Mrsz27a= 0,37) und GAPDH (Mgaror= 0,39). Insgesamt fand sich hierbei
eine héhere Referenzgenstabilitdt (Myusc= 0,42, Muprt1= 0,51, MacTs= 0,51), was typisch

fir homogene Proben ist.

Um den normalisierten Expressionsgrad des Zielgens SLC5A4 zu berechnen, wurden

mittels des Programms gbase die entsprechenden C;Werte in jeder Probe durch den
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Normalisierungsfaktor dividiert und als dimensionslose, relative Zahlen sowohl auf loga-

rithmischer als auch linearer Skala geblotted (Hellemans et al., 2007).

3.3 Herstellung des SGLT3-pSGEM Konstrukts
PCR Amplifikation von SGLT3

Zunéchst wurden 3,3pl des vorhandene SGLT3-pRSSP Konstrukts (1073ng/pl) mit 3ul
des Restriktionsenzyms Xhol und 5pl NEB4 Puffer auf ein Volumen von 50ul mit nukle-
asefreiem Wasser angesetzt und gemaf Herstellerangabe fur 2 Stunden bei 37°C inku-
biert, um ein Nukleinsdure mit Gberstehenden, sogenannten ,sticky ends" zu erzeugen.
Nach Kontrolle des korrekten Schnitts mittels Grolienmessung der Banden in einer Ge-
lelektrophorese wurde mit 2,2l des Restriktionsverdaus, entsprechend 100ng DNA eine
PCR- basierte Amplifikation der Zielsequenz durchgefuhrt. Hierfur wurden entspre-
chende forward und reverse SGLT3 Primer (je 10pmol/ul), 1ul Nukleotide (2,5mM each)
sowie 1ul der Pfu-Polymerase und 5ul des Pfu-Puffers (Agilent) zugesetzt und mit nuk-
leasefreiem Wasser auf 50ul Reaktionsvolumen eingestellt. Im Folgenden sind die Ein-

stellungen fir die PCR Zyklen dargestellt.
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Schritt Temperatur Dauer Wiederholung
Denaturierung 95°C 2 Minuten 1
Denaturierung 95°C 45 Sekunden

Annealing & 58°C-65°C 45 Sekunden 30
Amplifikation 72°C 2 Minuten 15 Sekunden

Elongation 72°C 4 Minuten 1

Abkuhlen 10°C - -

Tabelle 14 — PCR Protokoll SGLT3 Amplifikation aus SGLT3-pRSSP

Restriktionsverdau und Vektordephosphorylierung

Um die SGLT3 Sequenz aus dem pRSSP-Vektor herauszuldésen und eine passende In-
sertionsstelle fir SGLT3 im pSGEM Vektor (Konzentration 1050ng/ul) zu schaffen, wur-
den beide Produkte mit je 2ul der Restriktionsenzymen BamHI und EcoRI und entspre-
chendem Puffer nach Herstellervorgaben Uber zwei Stunden inkubiert und das Restrik-
tionsergebnis gelelektrophoretisch kontrolliert. Im Anschluss wurde der Restriktionsver-
dau von pSGEM in einem weiteren enzymatischen Schritt an der 5'-Stelle dephosphory-
liert, um eine eventuelle Autoligation der beiden freien Enden zu verhindern. Dies er-
folgte gemaf Protokoll der Antarctic Phosphatase bei 37°C fir 15 Minuten, sowie bei

60°C fur weitere zehn Minuten.

Gelextraktion

Die bei der Restriktion entstandenen Fragmente, einerseits SGLT3 und andererseits der
passend geschnittene pSGEM-Vektor, missen zur spateren Ligation isoliert werden.
Hierfir wurden die Ansatze des Verdaus auf ein einprozentiges, ethidiumbromidhaltiges
Agarosegel aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt und die entsprechenden Frag-
mentbanden anhand einer Grél3enreferenz (linearisierter pSGEM-Vektor bei 3000bp,
SGLT3 bei 2100bp) mit einem Skalpell unter UV-Licht ausgeschnitten. Die Gelstlicke
wurden gemal Anleitung des ,Quiaex” Kits behandelt und die auf den Séulen gebunde-

nen DNAs mit jeweils 25ul nukleasefreiem H>O eluiert.

Ligation
Vor der eigentlichen Ligation ist es notwendig, ein glnstiges Verhaltnis von 4:1 zwischen

Insert und Vektor herzustellen. Hierzu wurden die gelextrahierten Anséatze von Insert und
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Vektor abermals auf ein Gel aufgetragen und anhand der Strahlungsintensitéat der Ban-
den das Verhaltnis in den Proben abgeleitet. Folgende Formel wurden zur Berechnung
der Insertmenge bei bekannter Vektormenge sowie Grofie von Insert bzw. Vektor be-

nutzt:

Vektormenge in ul 3(Insertgrofie in bp)
Verhaltnis 1/4 x 2(Vektorgrofie in bp)

Formel 1 - Berechnung der Insertmenge fir Ligation

= Insertmenge in pl

Um die Probenreste effizient zu verwerten, wurde die Ligation mit dem ,T4 Quick-Liga-
tion* Kit zusatzlich im Insert:Vektor-Verhaltnis von 2:1, also 4ul Insert zu 2ul Vektor,
durchgefiuhrt. Eine weitere Ligation ohne SGLT3-Insert (Selbstligation) wurde als Kon-
trolle fur die korrekte Dephosphorylierung des Vektors durchgefihrt. Alle Ansétze wur-
den gemal Protokoll der T4 Ligase mit entsprechendem Puffer und H,O bei Raumtem-

peratur fur finf Minuten inkubiert und dann bis zur Weiterbearbeitung auf Eis gelegt.

Transformation

Die Transformation erfolgte mit kompetenten E. Coli Bakterienstammen, die gemaR
Standardprotokoll zunachst langsam aufgetaut wurden bevor das komplette Ligations-
produkt hinzugegeben wurde. Nach 30-minudtiger Inkubation auf Eis und 45-sekiindigem
Hitzeschock bei 42°C im Thermoblock wurden die Zellen erneut auf Eis gestellt und mit
400ul LB-Medium versetzt. Im Schuttelbrutschrank wurden die Zellen bei etwa 37°C und
200rpm inkubiert. Die resultierenden Suspensionen der beiden Ligationen wurden zu
100ul bzw. 400ul auf insgesamt vier Ampicillin-haltige Agarndhrbéden aufgetragen und
Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die am besten sichtbaren Ko-
lonien von den beimpften Agarplatten mit einem Holzzahnstocher aufgeladen und in 4ml
LB-Medium mit 20pl Ampicillin zur Selektion der korrekt transformierten Bakterien in
Flussigkultur Gberfuhrt. Die Ansatze wurden danach bei 37°C im Schittelinkubator tGber
Nacht inkubiert.

Plasmidpraparation Mini

Die Isolation und Aufreinigung der Plasmid-DNA aus den 4ml Flussigkulturen erfolgte
mit dem ,Nucleospin Plasmid (NoLid)" Kit gemaf3 Herstellerprotokoll. Dabei werden nach
Lyse der Bakterien Verunreinigungen (Makromolekile, chromosomale DNA) entfernt
und die Plasmid-DNA in entsalzten Bedingungen mit 50pl eines leicht alkalischen Puffers
(Tris/HCI, pH 8,5) eluiert. Die Konzentration der erhaltenen DNA wurde photometrisch
bestimmt. Anschlie3end wurde zur Kontrolle des korrekt praparierten SGLT3-pSGEM

Konstrukts ein Restriktionsschritt gemafl oben beschriebenen Protokolls mit den bereits
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verwendeten Enzymen BamHI und EcoRI durchgefiuihrt. Der Verdau wurde gelektropho-
retisch auf das Vorhandensein der erwarteten Banden bei etwa 2000bp (SGLT3) bzw.
3100bp (pSGEM) gepruft. Jeweils 1000ng der insgesamt vier erhaltenen Plasmidpréapa-
rationen wurden anschliel3end mit den Primern T7 und pSGEM rev. (siehe Material) bei
einem externen Dienstleister (Eurofins Genomics) nach Anleitung sequenziert und die

korrekte Praparation zur weiteren Verarbeitung ausgewahlt.

Plasmidpraparation Midi

Nach erfolgreicher Praparation eines korrekten Fusionsprodukts galt es hdherkon-
zentrierte Plasmid-DNA des Konstruktes herzustellen, woflr das ,NucleoBond X-tra Midi
Kit“ benutzt wurde. Nach der erneuten Animpfung einer 4ml Vorkultur mit einer der kor-
rekten Kolonien aus der Minipraparation erfolgte die Inkubation bei 37°C unter Schiitteln
(200rpm) fur etwa acht Stunden. AnschlieRend wurde 400pl der Vorkultur in 40ml LB-
Medium mit 40pl Ampicillin Gberfiihrt und erneut bei 37°C und ausreichender Sauerstoff-
zufuhr im Schittelbrutschrank inkubiert. Das Prinzip der Midipréparation entspricht dem
der Minipraparation, wohingegen die verwendete anionenaffine, pordse Silicamembran
flr gréRere Probenmengen und bessere DNA-Ausbeute optimiert ist. Schlussendlich er-
folgte ein weiterer, analoger Restriktionsschritt um die erfolgreiche Praparation des kor-

rekten Konstruktes zu bestatigen.
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3.4 Herstellung der SGLT3 Mutanten

Nach der erfolgreichen Herstellung eines SGLT3-pSGEM Konstruktes wurde eine
SGLT3 Mutante mit Nukleotiddeletion an Stelle 501, AI501-SGLT3 erzeugt. Im Folgen-
den ist die Herstellung dieser Mutante beschrieben. Die in der WES identifizierte Mutante
(AM500-SGLT3) wurde von der AG Geiger (Julius-von-Sachs Institut flr Biowissen-

schaften, Universitat Wirzburg) hergestellt.

Gezielte Mutagenese

Die gezielte, ortsspezifische Mutagenese (,site directed mutagenesis*) via PCR erfolgte
nach Protokoll des ,,QuikChange site-directed mutagenesis* Kit mit kommerziellen Pri-
mern, die die Sequenz fur die gewlinschte Mutation, namlich die Deletion eines Isoleucin
an Stelle 501 von SGLT3, bereits enthalten. Essenziell fur dieses Verfahren ist, dass die
verwendete ,pfu“-Polymerase eine Korrekturlesefunktion besitzt, mittels der nach Ein-
bringen der Deletion moglichst exakte Kopien der mutierten Ziel-DNA amplifiziert wer-
den. Neben 1l des pSGEM-SGLT3 Konstrukts (Konzentration 20ng/ul) wurden 1pul der
Pfu-Polymerase und 5ul des 10x Pfu-Puffers, sowie 1ul Nukleotide (2,5mM each) und je
1,4pl der mutationstragenden AlI501-SGLT3 sense und antisense Primer (93pmol/ul und
107pmol/ul, siehe Material) auf ein Reaktionsvolumen von 51l mit nukleasefreiem Was-

ser angesetzt. Im Folgenden sind die Reaktionsschritte der PCR dargestellt.

Schritt Temperatur Dauer Wiederholung
Denaturierung 95°C 30 Sekunden 1
Denaturierung 95°C 30 Sekunden 45

Annealing, 55°C 1 Minute

Amplifikation

Denaturierung 68°C 5:30 Minuten 1

Abkuhlen 10°C - --

Tabelle 15 - PCR Protokoll Mutagenese A/501-hSGLT3
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Im Anschluss wurde den jeweiligen Anséatzen 1pl des Restriktionsenzymes Dpn-I hinzu-
gefugt um selektiv die Reste der methylierten, sogenannten parentalen Ausgangs-DNA

zu verdauen.

Transformation und Praparation

Die Transformation der mutierten Konstrukte erfolgte analog der des Wildtyps mit 2ul
bzw. 5ul der jeweiligen DNA und 100ul bzw. 400ul Ausstrichvolumen auf den Agarplat-
ten. Der Testschnitt erfolgte mit BamHI und EcoRI. Alle weiteren Schritte der Plasmid-

praparation erfolgten analog derer des Wildtyps.

3.5 In-Vitro Transkription der Konstrukte

Um aus der vorhandenen DNA die fur die Oozyteninjektion bendétigte, direkt translatier-
bare ,capped RNA" herzustellen, wurde das ,mMessage mMachine Kit" verwendet. Hier-
mit wird zun&chst das zirkulare Vektor-Insert Konstrukt enzymatisch linearisiert (Verdau
mit NHEI nach Herstellervorgaben), der Schnitt per Gelelektrophorese kontrolliert und
die DNA per Standard Phenol-Chloroform Extraktion und Isopropanol Prazipitation auf-
gereinigt. Nach dieser Vorbereitung wird die Ausgangs-DNA in einem Ansatz unter an-
derem mit der RNA-Polymerase, die am T7-Promotor des pSGEM Vektors ansetzt,
freien Nukleotiden sowie der fir die Stabilitat der translatierbaren RNA im Oozyten not-
wendigen 7-Methylguanosincaps Uber eine Stunde inkubiert. Nach einem weiteren Auf-
reinigungsschritt konnte die cRNA Konzentration photometrisch mit 445,9ng/ul fir den
Wildtyp und 842,9ng/pl fir AI501-SGLT3 bestimmt werden. Fir die Standardisierung der

Injektion wurden Aliguots mit einer Konzentration von jeweils 500ng/ul hergestellt.

3.6 Elektrophysiologie

Spannungsklemme an Xenopus laevis Oozyten

Fur die elektrophysiologische Charakterisierung der Transporter mittels Spannungs-
klemme wurden Oozyten von Xenopus laevis Froschen verwendet. Dabei misst eine in
die Oozyte gestochene Elektrode die Spannung zwischen dem Zytoplasma und der ext-
razellularen Lésung, eine weitere injiziert Strome ins Zellinnere bis sich die gewilinschte
Klemmspannung einstellt. Die Menge injizierter Ladungen bei einer induzierten Potenzi-
alanderung tber der Zellmembran entspricht dabei dem Betrag der gewanderten Ladun-

gen.

Injektion und Inkubation

Fur die elektrophysiologischen Experimente wurden jeweils 50,6nl der auf 500ng/ul ein-

gestellten cRNA des wildtypischen und (zur Korrektur des reduzierten Membraneinbaus)
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100nl der ebenfalls auf 500ng/ul eingestellten cRNA der mutierten Transporter sowohl
im pSGEM als auch im pNBI22 Vektor (durch die AG Geiger, Julius-von-Sachs Institut
fur Biowissenschaften, Universitdt Wirzburg) unter stereomikroskopischer Sicht mit ei-
ner Olbefullten Glaskapillare durch eine Mikroinjektionspumpe in die Oozyten der Reifes-
tadien IV-VI injiziert. Die Inkubation erfolgte in spezialisierten Kiihlschranken lber zwei
bis vier Tage bei 19°C.

Messstand

Der standardmaRige Aufbau des Messstandes beinhaltete im Wesentlichen ein Binoku-
lar zur Einstellung der Oozyten, zwei Mikromanipulatoren, mit denen die beiden Elektro-
den in die Zellen eingestochen wurden, einen Verstarker und AD-Wandler, einen Puls-
generator sowie einen Messcomputer mit Messsoftware, um die gemessenen, analogen
Rohdaten digitalisiert aufzuzeichnen und auszuwerten. Der Messstand war mittels Fa-

raday-Kéafig elektrisch abgeschirmt.

Die Oozyte wurde in einer Kunststoffkammer abgelegt und ununterbrochen von den an-
gewandten Messlésungen umspult; diese wurden aus herkdbmmlichen, in gleicher Hohe
angebrachten 50ml Spritzen durch ein ,Luerlock®- Schlauchsystem mit Mehrwegeper-
fusorsystem eingespllt. Die verwendete Glaskapillaren enthielten 3mM KCI und wiesen
Widerstandswerte um 1 MQ auf. Vor jeder neuen Oozyte wurde ein Nullabgleich beider
Elektroden durchgefiihrt. Die Messdaten wurden mit den Programmen Patchmaster
(HEKA Electronics) aufgezeichnet und mit IGOR Pro (Wavemetrics) weiter analysiert

und visualisiert.

Messprotokoll

Die verwendeten Messprotokolle umfassten im Wesentlichen das Anlegen einer kon-
stante Klemmspannung von -60mV unter sequenzieller Perfusion der im Kapitel Material
spezifizierten Messlésungen und Registrierung der Ladungsbewegungen. Daneben
wurde auch ein Stromklemmenprotokoll verwendet, bei dem statt der induzierten Stréme
die entsprechenden Spannungsveranderungen tber der Oozytenmembran mittels der

Spannungselektrode registriert und als Spur aufgenommen wurde.

Statistische Methoden

Fur die Berechnung der substratinduzierten Effekte wurde jeweils der Wert der stabilen
Baseline nach (bzw. vor) Zugabe des Substrats von der stabilen Baseline vor (bzw.

nach) Zugabe des Substrats subtrahiert und der arithmetische Mittelwert der Differenzen
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gebildet. Die Ergebnisse werden in der Form ,Mittelwert+ Standardabweichung” ange-
geben. Die Zahl der untersuchten Oozyten wird mit ,n“ angegeben. Die Uberpriifung auf
Normalverteilung erfolgte mit dem Shapiro-Wilk Test. Die Bestimmung der statistischen
Signifikanz der mutationsassoziierten Effekte erfolgte mittels eines zweiseitigen T-Tests
(gepaart bei identischem Oozytensatz sowie unter Annahme unterschiedlicher Varian-
zen bei Vergleich verschiedener Oozytensatze) beziehungsweise einer entsprechenden
einfachen oder mehrfaktoriellen Varianzanalyse mittels ANOVA-Test unter Angabe des
F-Wertes. Im Falle einer moglichen Abweichung der Daten von der Normalverteilung
wurde der nicht-parametrische Mann-Whitney-U Test durchgefuihrt. Fir jedes Experi-
ment wurden mindestens zwei unabhangige Oozytenséatze verwendet, andernfalls ist
eine entsprechende Erlduterung erganzt. Signifikante Ergebnisse (p<0,05) werden mit

*hochsignifikante Ergebnisse (p<0,01) mit ** gekennzeichnet.

3.7 In-Silico Effektvorhersage

Erganzend wurden die funktionellen Konsequenzen beider Aminoséauresequenzvarian-
ten auf SGLT3 mittels einer in-silico Modellierung und Effektvorhersage untersucht (Pro-

tein Variation Effect Analyzer, ,PROVEAN®, (Choi et al., 2012, www.provean.jcvi.org).

Dem resultierenden PROVEAN-Score liegt ein Vergleich der betreffenden Sequenz mit
einer Vielzahl funktioneller homologer Proteinsequenzen zu Grunde. Dabei wird der
Grad der Ahnlichkeit der Sequenzen vor und nach Einfiihren einer Mutation in der Zielse-
quenz als Mal? fir die resultierende Funktionalitdt herangezogen. Je weniger ahnlich die
resultierenden Sequenzen hinsichtlich ihrer wahrscheinlichen dreidimensionalen Struk-
tur also sind, desto wahrscheinlicher ist ein Funktionsverlust durch Einfuhren der Muta-
tion. Die Schwelle, unterhalb derer PROVEAN eine Sequenzalteration als wahrschein-
lich schadlich klassifiziert, basiert auf einem mittels Maschinenlernen abgeleiteten Algo-
rithmus der von biologischen Datensatzen informiert ist. Die fur die Vorhersage verwen-
deten Aminosauresequenzen von SGLT3 und den beiden Aminosauredeletionsvarian-
ten AM500-SGLT3 und AI501-SGLT3 im ,FASTA“-Format finden sich im Anhang.

3.8 Lasermikroskopischer Expressionsnachweis

Zum visuellen Nachweis der korrekten Membrantranslokation der injizierten Konstrukte
wurden die Transporter in den pNBI22 Vektor kloniert und dadurch wie oben beschrie-
ben mit ein ,Yellow Fluorescent Protein* (YFP) am C-terminalen Ende des entstehenden

Proteins fusioniert. Die Oozyten wurden nach erfolgter elektrophysiologischer Messung
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unter einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop (LSM) in Aquatorialer Ebene darge-

stellt.

Zur Dokumentation der Expression werden einige der Oozyten auf einen Objekttrager
aufgebracht, in ihrer Aquatorialebene eingestellt und das Fluorophor YFP mit einem Ar-
gon-Laser der Wellenléange 514nm angeregt, wodurch eine Lichtemission im Wellenlan-
genbereich 528-580nm erzeugt wird, die unter dem Leica HCX IRAPO L25x/0.95W Ob-
jektiv detektiert werden kann. Die aufgenommenen Pixel werden mit der Software LAS
AF zu einem Bild mit Darstellung des YFPs in gelber Farbe rekonstruiert und die relative
Intensitat der Fluoreszenz bezogen auf den Wildtyp mittels eines programminternen Al-
gorithmus gemessen. Zur statistischen Analyse wurden die MittelwertexSD der memb-
ranstandigen Fluoreszenzintensitaten von jeweils 5 Oozyten bestimmt und mittels T-
Tests auf Unterschiedlichkeit gepriift. Der Mittelwert der membranstandigen Fluores-
zenzintensitat der wt-SGLT3 injizierten Oozyten wurde fiir das Balkendiagramm als Re-
ferenzwert benutzt und die darauf bezogenen relativen Leuchtintensitaten der tbrigen

Oozyten in arbitraren Einheiten dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Expressionsprofil von SGLT3
Um zu bestimmen, ob SLC5A4 im Zentralnervensystem exprimiert wird, wurde ein PCR-

basiertes Expressionsprofil anhand Gesamt-RNAs verschiedener Gewebe angefertigt.

4.1.1 RT-PCR Kortex

Zuerst wurde eine Expression von SLC5A4 im zerebralen Kortex Uberprft, der hohere
kognitiven Funktionen vermittelt und daher neben ADHS in einer Vielzahl von neuropsy-
chiatrischen Erkrankungen impliziert wurde (Banaschweski et al., 2010).

bp 1 2 3 4 5 6 7 8 Pool Cont
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200
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200
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Abbildung 6 - RT-PCR Expressionsprofil von SLC5A4 in humanen kortikalen Gesamt-RNAs.
Nachweis der fur SGLT3 kodierenden Gensequenz (SLC5A4) mit zwei spezifischen intronspan-
nenden Primerpaaren (38/39, erwartete Fragmentgré3e 343bp bzw. 37/42, 250bp) in allen 8 Ge-
samt-RNAs. Markierungen 1 mit 8 entsprechen Proben je eines Spenders. ,Pool" bestehend aus
je 2ug RNA aller Samples (1-8) als Positivkontrolle, hier deutlich positiv. ,Cont* mit H20 statt
cRNA als Negativkontrolle ohne Amplifikation. bp= Basenpaare.

In allen acht Kortexproben lieRen sich mittels RT-PCR zwei spezifische Sequenzen von
SLC5A4 mit den zu erwartenden Fragmentgréf3en (343bp fir HSA38/39 bzw. 250bp flr
HSA37/42) amplifizieren, womit zundchst das Vorhandensein von SLC5A4 auf RNA-
Ebene im GrofZhirn bestétigt wurde. Der Kontrollansatz mit H,O statt RNA zeigte erwar-
tungsgeman keine Amplifikation was fir die Freiheit von kontaminierendem genomi-

schen Material in den Ansatzen spricht.

4.1.2 RT-PCR subkortikaler Areale

Neben dem Kortex sind jedoch auch subkortikale und limbische Regionen wie die Ba-
salganglien, Hypothalamus und Hippocampus bei neuropsychiatrischen Krankheitsbil-
dern wie ADHS impliziert (Renner et al., 2008, Cortese, 2012, Banaschewski et al.,

2017). Aus diesem Grund galt es in einem nachsten Schritt eine eventuelle Expression
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von SLC5A4 in ADHS-relevanten subkortikalen Arealen zu tberprifen. Proben aus Co-
lon und Jejunum wurden bei vorbekannter hoher SLC5A4-Expression als Positivkontrol-

len eingesetzt (Diez-Sampedro et al., 2003).

be Co Je Cb Pn Nc Hi Mo Cx Pu Hyi1 Hy2 Hy3 Hy4 Hys Hy1-5 H20 -RT

200 38/39
300
200
500
0 37/42
200

Abbildung 7 - RT-PCR Expressionsprofil von SLC5A4 in ADHS-relevanten Hirnarealen. Nachweis
der SLC5A4-Sequenz in humanen gewebe- bzw. hirnarealspezifischen Gesamt-RNAs mit zwei
spezifischen intronspannenden Primerpaaren (38/39, erwartete FragmentgroRe 343bp bzw.
37/42, 250bp). Colon (Co) und Jejunum (Je) als Positivkontrollen, Co schwach, Je deutlich posi-
tiv. Proben ohne Reverse Transkriptase (-RT) sowie mit H2O statt cDNA als Negativkontrolle.
Cb= Cerebellum, Pn= Pons, Nc= Nucleus caudatus, Hi= Hippocampus, Mo= Medulla oblongata,
Cx= Cortex, Pu= Putamen, Hy: mit Hys= Hypothalami verschiedener Spender, Hyis= gepoolte
Hypothalamusproben. bp= Basenpaare.

Mit beiden Primerpaaren konnten die zu erwartenden Amplicons (343bp fur HSA38/39
bzw. 250bp fur HSA37/42) in allen verwendeten subkortikalen Regionen nachgewiesen

werden.

Zusammenfassend beweisen beide qualitative PCRs ein Vorhandensein von SLC5A4

auf RNA Ebene sowohl in kortikalen als auch subkortikalen Hirnarealen.

4.1.3 Real-time PCR kortikaler und subkortikaler Areale

Da die qualitativen PCRs keine Aussage Uber die differenzielle Expressionsstarke von
SLC5A4 in verschiedenen Hirnarealen bzw. Geweben erlaubt, wurde eine quantitative
real-time PCR auf Basis der bereits verwendeten Gesamt-RNAs ergéanzt, um eine Aus-
sage Uber die relative Starke der Expression von SLC5A4 in verschiedenen Geweben

treffen zu konnen.
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Expression von SLC5A4 (SGLT3) im ZNS
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Abbildung 8 - Real-time PCR Expressionsprofil von SLC5A4 in verschiedenen Hirnarealen. Auf
der Y-Achse dargestellt ist die durchschnittliche relative Expressionsstarke von SLC5A4 bezogen
auf zwei mittels geNorm Algorithmus bestimmte Referenzgene (RS27A und GAPDH). KH= Klein-
hirn, Hi= Hippocampus, Mo= Medulla oblongata, Cx= Cortex, Hy-Pool= gepoolte Hypothalamus-
proben, NC= Nucleus caudatus, Po= Pons, Pu= Putamen.

Wie bereits in der qualitativen PCR gezeigt war die SLC5A4 Sequenz in allen Proben
nachweisbar. Eine tber die Norm relativ erhéhte Expression von SLC5A4 konnte im Pu-
tamen (etwa 68%), Pons (etwa 33%) und Nucleus caudatus (etwa 28%) nachgewiesen
werden. Im Hypothalamus fand sich eine moderate Erhdhung der Expression von
SLC5AA4. In Cortex, Medulla oblongata und Hippocampus waren die Expressionshiveaus
von SGLT3 gegeniber der Referenz geringfiigig erhdht. Eine jedoch deutlich verringerte
Expression von SGLT3 konnte dagegen im Kleinhirn (etwa 77% unter Referenz) nach-
gewiesen werden. In der Jejunumprobe zeigte sich erwartungsgemar eine um den Fak-
tor 100 erhohte Expression (Daten nicht gezeigt).
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4.2 Elektrophysiologische Charakterisierungen

Um die Funktion membransténdiger Transporter zu beurteilen, konnen sowohl durch sie
flieRende Stréme nach Ligandenbindung als auch resultierende Spannungsanderungen
zwischen Zytoplasma und umgebendem Medium gemessen werden. Hierflir wurden
Oozyten nach Injektion der entsprechenden Konstrukte und Inkubation per Spannungs-
und Stromklemme untersucht.

4.2.1 Charakterisierung von wildtypischem SGLT3

SGLT3 besitzt eine niedrige Affinitat zum klassischen Substrat der SGL-Transporter, der
D-Glukose. Die dadurch induzierbaren Strome liegen lediglich im Bereich von einigen
Nanoampere und damit mehr als eine Zehnerpotenz geringer im Vergleich zu SGLT1
(Wright et al., 2011). Daher war es zunéchst von Interesse, mdglichst optimale Messbe-
dingungen im Sinne einer Maximierung der messbaren Strome zu definieren. Diese Op-
timierung wurde durch Einsatz unterschiedlicher pH-Werte in den Messlésungen sowie

Testung weiterer potenter Liganden durchgefihrt.

Im Folgenden exemplarisch dargestellt sind Ableitungen einzelner Oozyten in Span-
nungsklemme und — sofern durchgefiihrt — ergénzend in Stromklemmentechnik. Die je-
weils eingewaschenen Messldsungen sowie der herrschende pH-Wert werden Gber den

Messspuren illustriert.

4.2.1.1 pH-Abhé&ngigkeit
Angesichts bestehender Hinweise auf eine pH-abhéngige Aktivitat von SGLT3 (Diez-

Sampedro et al., 2003) wurden zunachst durch D-Glukose induzierte Stréme in verschie-
denen pH-Werten bei einer Klemmspannung von -60mV, also in der Gré3enordnung des

physiologischen Ruhepotenzials, abgeleitet.
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Abbildung 9 - Aktivierung von SGLT3 durch D-Glucose bei verschiedenen pH Werten. Klemmpo-
tential -60mV. Beginn mit Ausgangslosung pH5 (Na). 75mM D-Glucose (Aktivierungslésung Glu-
cose pH5, Glc) induziert einen depolarisierenden Kationeneinstrom. Nach Wechsel auf neutralen
pH-Wert (Aktivierungslésung Glucose pH7, Glc*) zeigt sich eine deutlich geringere Stromdifferenz
zur substratfreien Baseline unter Ausgangslosung pH7 (Na*).

In Anwesenheit von 75mM D-Glukose zeigte sich in der Tat eine pH-Abhangigkeit der
gemessenen Differenzstrome zu der jeweiligen substratfreien Baseline. Es zeigte sich
hierbei eine signifikante VergréRerung der Kationenstréme in sauren gegeniber neutra-
len pH-Bedingungen (-6,18+3,40nA vs. -31,35+9,4nA; F= 19,2, p=0,046, n=3 bzw. n=5).

Aufgrund dessen wurden die weiteren Aktivierungsexperimente daher vornehmlich unter
pH5 durchgefihrt. Da die so erzeugten Strome jedoch noch relativ gering und damit
anfallig fir eventuelle Messfehler waren, wurde daraufhin untersucht, ob potentere Ago-

nisten zur Maximierung der messbaren Strome beitragen kénnen.

4.2.1.2 Aktivierung durch D-Glukose und 1-Deoxynojirimicin

Neben den klassischen Monosacchariden existieren potente, hochspezifische SGLT3-
Agonisten wie der Iminozucker 1-Deoxynoijirimicin (DNJ) und seine zahlreichen Ab-
kémmlinge. In der Literatur wird fir DNJ eine um den Faktor 40.000 hthere Affinitat zu
SGLT3 als D-Glukose (Kmpn;=0,5uM vs. Kmp.cie=20mM) angegeben (Voss et al., 2007).
In den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob der Einsatz von DNJ zu
einer weiteren VergréRerung der messbaren Kationenstrome in SGLT3-exprimierenden

Oozyten fuhrt.
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Abbildung 8 - Aktivierung von SGLT3 durch Glucose und DNJ bei pH5. Klemmpotenzial -60mV.
Beginn mit Ausgangslésung pH5 (Na). Einwaschen von 75mM D-Glucose (Aktivierungslésung
Glucose pH5, Glc) fihrt zu einem depolarisierenden Strom. Nach Abwarten des ,steady-states"

induziert Einwaschen von 10uM DNJ (Aktivierungsldsung DNJ pH5, DNJ) einen zusétzlichen,
kraftigen Kationeneinstrom.

10mV
i
1

20s

Abbildung 9 - Aktivierung von SGLT3 durch Glucose und DNJ im Stromklemmenmodus. Selbe
Oozyte und Einwaschschritte wie in Abb. 8. Einwaschen von 75mM D-Glucose bzw. 10uM DNJ

fuhrt zu sukzessiver Depolarisationen der Oozytenmembran.
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In den gezeigten Spannungs- bzw. Stromklemmenexperimenten konnte demonstriert
werden, dass die Zugabe von 10uM DNJ gegeniber substratfreier Baseline hochsignifi-
kante (-61+35nA vs. -144+39nA, p=0,01, n=5) und etwa dreifach starkere Kationenein-
strome an SGLT3-exprimierenden Oozyten induziert als 75mM D-Glukose alleine (-
81,36+17,39nA vs. -31,35+9,4nA, U-Wert=0, p<0,01, n=5). An H.O-injizierten Kon-
trolloozyten waren weder in der Glukose- noch in der DNJ-Bedingung signifikante
Strome gegenuber der Baseline abzuleiten (-25,9+8,3nA vs. -23,6+7,2 bzw. -
24,2+7,5nA, U-Wert=14,5, p=0,6, n=3, zwei Batches).

Dies bestétigte die Evidenz einer hohen agonistischen Potenz des Iminozuckers DNJ an

SGLT3 und dadurch die Spezifitat der gemessenen Ladungsbewegungen fur SGLT3.

4.2.1.3 Substratinduzierte Stréme und pH

Zusammenfassend werden die essenziellen Eigenschaften der Aktivierung von SGLT3
herausgestellt.

Substratinduzierte Strome durch SGLT3

* %
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Substratinduzierte Stréme [nA]

Abbildung 10 —Substratinduzierte Stréme von wildtypischem SGLT3. Auf der Y-Achse substrat-
induzierte Stréme in nA. Alle Bedingungen mit 75mM D-Glucose. Glukoseinduzierte Stréme in
pH5 sind um den Faktor flinf gréRer als in neutralen pH-Bedingungen (p=0,046). Bei pH5 erzeugt
der Zusatz von 10uM DNJ um 250% starkere Strome als D-Glukose alleine (p<0,01).

Sowohl der Einsatz von D-Glukose als auch DNJ fiihrte in den gemessenen Oozyten zu
Kationeneinstromen. Diese Strdome waren in hohem Maf3e pH-abhéngig wie der Unter-
schied zwischen den substratinduzierten Strémen in der neutralen gegenuber der sau-
ren Bedingung illustriert (-6,18+3,40nA vs. -31,35+9,4nA, p=0,046, n=3 bzw. n=5). DNJ
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induzierte bei pH5 deutlich starkere Stréme als D-Glukose alleine (-31,35+9,4nA vs. -
81,36+17,39nA, U-Wert=0, p<0,01, n=5).

Zusammenfassend konnte in diesen Experimenten demonstriert werden, dass sowohl
D-Glukose als auch 1-Desoxynojirimycin depolarisierende Stréme in SGLT3-injizierten
Oozyten induzieren. Diese waren am grof3ten in sauren Bedingungen. Daher wurde flr
die weiteren Experimente die Kombination aus 75mM D-Glukose und 10uM DNJ bei pH5

als maximale Aktivierungsbedingung definiert.

4.2.1.4 Inhibition durch Phlorizin

Neben agonistisch wirkenden Substanzen sind bei einer elektrophysiologischen Charak-

terisierung auch spezifische Inhibitoren von Interesse, da sie weitere Aufschliisse tber
die Spezifitat der beobachteten Strome und die Modulierbarkeit der Leitfahigkeit eines
Transporters bzw. lonenkanals erlauben. Um die Spezifitdt der demonstrierten Stréme
fur SGLT3 weiter zu untermauern wurde das Pflanzenglykosid Phlorizin, ein gut bekann-
ter kompetitiver Inhibitor mit hohen Affinitdten fur die SGL-Transporter verwendet
(Ki=120uM fur SGLT3, Ki=1pM fur SGLT1 nach Raja & Kinne, 2015).

Im Folgenden sollte tUberpruft werden, in wie weit Phlorizin die durch D-Glukose alleine
sowie in Kombination mit 1-Desoxynojirimycin induzierten, depolarisierenden Strome in
verschiedenen pH-Bedingungen inhibiert und damit die Spezifitat der gezeigten La-

dungsbewegungen fur SGLT3 untermauert.

Na Glc Glc + Phlo

20nA

20s

Abbildung 11 - Inhibition von SGLT3 durch Phlorizin bei pH7. Klemmspannung -60mV. Beginn
mit substratfreier Ausgangslésung pH7 (Na). Einwaschen von 75mM D-Glucose (Aktivierungslo-
sung Glucose pH7, Glc) fuhrt zu einem depolarisierenden Strom. Phlorizin (Inhibitorldsung pH7,

Glc+ Phlo) inhibiert die depolarisierenden Stréme weitesgehend.
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Bei pH-neutralen Bedingungen inhibierte Phlorizin die durch D-Glukose induzierten de-
polarisierenden Strome nicht signifikant (-6,18+3,40nA vs. -4,30+0,89nA, U-Wert=10,
p=0,23; n=3, gleicher Batch). Analog zu den Aktivierungsexperimenten wurde daraufhin
untersucht, inwieweit die in Maximalbedingung induzierten Stréme durch die gleiche

Menge Phlorizin inhibiert werden.

40nA

20s

Abbildung 12 - Inhibition von SGLT3 durch Phlorizin bei pH5. Klemmspannung -60mV. Sequen-
zielles Einwaschen von D-Glukose und DNJ (exakte Schritte siehe Abb. 8). 0,24mM Phlorizin
(Inhibitorlésung pH5, Glc+DNJ+Phlo) inhibiert die induzierten Stréme nahezu vollstéandig. Aus-

waschen aller Substrate fuhrt zur Wiedereinstellung der Baseline (Ausgangslosung pH5, Na)

20s

Abbildung 13 - Inhibition von SGLT3 durch Phlorizin bei pH5 im Stromklemmenmodus. Selbe
Oozyte und Einwaschschritte wie Abb. 12. Sequenzielles Einwaschen von Glucose und DNJ in-
duzierte Depolarisationen der Membran. Einwaschen von 0,24mM Phlorizin flhrte zu einer deut-
lichen Hyperpolarisation der Zellmembran. Auswaschen der Substrate stellte die Baseline weit-

gehend wieder her.
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Antagonisierung substratinduzierter Strome durch

Phlorizin
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Abbildung 14 — Zusammenfassung der Inhibition von SGLT3 durch Phlorizin. Auf der Y-Achse
substratinduzierte Strome in nA. Vergleich der substratinduzierten Stréme mit und ohne Zusatz
des Inhibitors Phlorizin. Phlorizin inhibierte die durch 75mM D-Glucose und 10uM DNJ induzier-
ten Strome bei pH5 um 89% (p<0,01).

Phlorizin inhibierte sowohl die von D-Glukose als auch die durch DNJ induzierten, depo-
larisierenden Strome durch wildtypischen SGLT3. In Maximalbedingungen fihrte der Zu-
satz von Phlorizin zu einer Antagonisierung von 89% der substratinduzierten Stréme (-
81,36+17,39nA vs. -8,85+4,03nA, F=81,1, p<0,01, n=5). In neutralen Ausgangsbedin-
gungen zeigte sich allenfalls ein Trend zur Reduktion der substratinduzierten Strome um
29% (-6,18+3,40nA vs. -4,30+0,89nA, p=0,2, n=3, gleicher Batch).

Zusammenfassend konnte in diesen Versuchsreihen gezeigt werden, dass die beobach-
teten glukose- bzw. DNJ-induzierten Strome sowohl pH-abhéngig als auch phlorizinsen-
sitiv sind — und damit von wildtypischem SGLT3 vermittelt werden (Diez-Sampedro et
al., 2003; Voss et al., 2007; Bianchi & Diez-Sampedro, 2010).
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4.2.2 Charakterisierung von AM500-SGLT3 und AI501-SGLT3

Um zu tberprifen, ob die in der WES detektierte Deletion eines Methionin an Stelle 500
der Aminoséurekette von SGLT3 Konsequenzen auf dessen Funktion hat, wurde
AM500-SGLT3 in Oozyten exprimiert und unter den gleichen Bedingungen wie das wild-
typische Protein elektrophysiologisch untersucht. Eine analoge Aminosauredeletionsva-
riante an der benachbarten Stelle, Al501-SGLT3, wurde ebenfalls hergestellt und in
Oozyten exprimiert, um tberdies zu untersuchen, ob eventuelle Effekte durch eine struk-
turelle Alteration der betreffenden Transmembrandomé&ne oder durch die fehlende Funk-
tion des betreffenden Methionin selbst vermittelt werden (Vgl. hierzu Panayotova-
Heiermann et al., 1996 und Martin & Wright, 1996).

4.2.2.1 Aktivierung von AM500-SGLT3 und AI501-SGLT3

Basierend auf den experimentell ermittelten maximalen Aktivierungsbedingungen erfolg-

ten die Messungen beider Mutanten sowie der Kontrolloozyten bei -60mV Klemmspan-
nung in sauren Bedingungen mit der sequenziellen Kombination aus 75mM D-Glucose
und 10uM DNJ als Agonisten.

—————————————————————————————— PHS -
Na Glc DNJ
AMS00-SGLT3
AI501-SGLT3
=Y
—— S I 8
=
Kontrolle >

10s

Abbildung 15 - Aktivierungsexperiment von AM500-SGLT3 (oben) bzw. A/501-SGLT3 (mittig) und

Kontrollen (unten) bei pH5. Klemmspannung jeweils -60mV. Beginn mit Ausgangslésung pH5
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(Na). 75mM D-Glukose (Aktivierungslésung Glukose pH5, Glc) und 10uM DNJ (Aktivierungslo-
sung DNJ pH5, DNJ) induzieren keine signifikanten Strome in AM500 bzw. AI501-SGLT3-expri-

mierenden sowie H20 injizierten Kontrolloozyten.

Wie aus Abb. 15 hervorgeht, war es bei maximalen Aktivierungsbedingungen nicht mog-
lich, dem wildtypischen Transporter vergleichbare Strome in den AM500-SGLT3 bzw.
AI501-SGLT3 exprimierenden Oozyten zu induzieren. Durch diese Versuchsreihe
konnte schliissig demonstriert werden, dass beide Mutationen zu einer hochgradigen
Funktionseinschrankung des Transporters fuhren, die dessen ligandenabhangige Akti-
vierung bei pH5 betrifft.

Die folgende Abbildung soll reprasentativ die Ergebnisse der Aktivierungsexperimente
mindestens dreier unabhangiger Oozytensétze hinsichtlich der pH-Abhangigkeit sowie
der substratinduzierten Stréme von wildtypischem SGLT3 im Vergleich zu den beiden
Mutanten zusammenfassen. Zusétzlich dargestellt sind Messdaten von Kontrolloozyten

(injiziert mit gleichem Volumen H,O statt cRNA).

Vergleich substratinduzierter Strome durch SGLT3 und Mutanten
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Abbildung 16 - Vergleich der substratinduzierten Stréme an wildtypischem SGLT3, AM500-
SGLT3, AI501-SGLT3 sowie Kontrollen bei pH5, nach Agonisten geordnet. Auf der Y-Achse sub-
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stratinduzierte Strome in nA. 10uM DNJ induziert an SGLT3 etwa dreifach starkere depolarisie-
rende Strome als 75mM D-Glukose alleine (-29,3+6,9nA vs. 82,5+12nA, n=10). Beide Mutanten
zeigen sowohl in der Glukose- als auch der Maximalaktivierungsbedingung mit DNJ hochgradig
reduzierte Kationenstrome (Daten erhoben in Zusammenarbeit mit Dr. N. Schafer, AG Geiger,

Julius-von-Sachs Institut f. Biowissenschaften, siehe auch Schéfer et al., 2018).

Die untersuchten Mutationen AM500-SGLT3 und AI501-SGLT3 erzeugen einen anné-
hernd vollstdndigen Funktionsverlust der Transporter. In Maximalbedingungen waren die
Strome an AM500-SGLT3 gegeniber Wildtyp um rund 92% reduziert (-82,5+12nA vs. -
6,912,4nA, n=10 bzw. n=5), an AI501-SGLT3 um 96% (-82,5+12nA vs. —3,2+3,7nA,
n=10; F=100,1, p<0,01). Analog zeigten sich in der Glukosebedingung die substratindu-
zierten Strome an AM500-SGLT3 gegenuber Wildtyp um rund 91% (-29,3+6,9nA vs. -
2,7£0,5nA, n=10 bzw. n=5), an AI501-SGLT3 um 98% reduziert (-29,3+6,9nA vs. -
0,4+2,3nA, n=10; F=54,0, p<0,01).

4.2.2.2 Weiterfuhrende Charakterisierung von Al501-SGLT3

Zur Prifung, ob die gezeigten Effekte der Mutationen auch in neutralem pH nachweisbar

sind, wurden Aktivierungs- sowie Inhibitionsexperimente fur AI501-SGLT3 bei pH7 er-

ganzt.
pH Wechsel
---------------- Tl L
Na || Glc || Glc* | Na* |
~ \ :
AI501-SGLT3 >

20s

Abbildung 17 - Aktivierung von A/507-SGLT3 in verschiedenen pH Bedingungen. Klemmspan-
nung -60mV. Beginn mit Ausgangslésung pH5 (Na). Prasenz von 75mM D-Glucose (Aktivie-
rungslésung Glucose pH5, Glc) induziert weder in pH5 noch bei Wechsel zu pH7 (Aktivierungs-
I6sung Glucose pH7, Glc*) depolarisierende Strome. Auswaschen der Substrate zur Ausgangs-

I6sung bei pH7 (Na*) hat keinen Einfluss auf die Baseline.

Wie Abb. 16 illustriert konnten erwartungsgemaf auch in neutralen pH-Bedingungen
keine glukoseinduzierten Strome in AI501-SGLT3 exprimierenden Oozyten aufgezeich-
net werden (-0,9£0,7nA vs. -0,8+0,7nA, U-Wert=29,5, p=0,8, n=4). Folglich konnte durch
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diese Versuche gezeigt werden, dass es durch beide Mutationen zu einem Funktions-
verlust des Transporters in sauren und zumindest fir Al501-SGLT3 auch in neutralen

Bedingungen kommt.

Bekanntermalf3en |6st Phlorizin am eng verwandten SGL-Transporter Typ 1 auch unab-
hangig von einer eigentlichen Depolarisierung eine geringfligige Hyperpolarisation aus.
Hierbei handelt es sich wohl um die Inhibition eines Natriumleckstroms durch SGLT1,
der einen kleinen Teil der gesamten Natriumstrome durch den Transporter ausmacht
(Parent et al., 1992). Daneben existieren Hinweise fir einen pH-abhangigen und sub-
stratunabhangigen Protoneneinstrom durch SGLT3, der phlorizinsensitiv ist (Bianchi &
Diez-Sampedro, 2010). Es war daher von Interesse, ob die Mutationen jede durch Phlo-
rizin induzierbare Hyperpolarisation an Al501-SGLT3-injizierten Oozyten unterbinden.
Wie Abbildung 17 illustriert, induzierte die Zugabe von Phlorizin weder in sauren (-
0,6+1,8nA vs. 0,9+1,1nA, F=1,8, p=0,2, n=5) noch in neutralen (-0,8+0,7nA vs.
0,7£0,7nA, U-Wert=29,5, p=0,8, n=4) Bedingungen eine signifikante Hyperpolarisation
an Al501-SGLT3 exprimierenden Oozyten.
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Abbildung 18 - Hyperpolarisationsexperimente an AI501-SGLT3. Klemmspannung -60mV. Oben:
Beginn mit Ausgangslésung pH7. Einwaschen von 0,24mM Phlorizin induziert keinerlei Ladungs-
bewegungen. Unten: Einwaschschritte Vgl. Abb. 12. 0,24mM Phlorizin hat keinen hyperpolarisie-
renden Effekt.

Durch die vorliegenden Ergebnisse wird unterstrichen, dass der durch AI501-SGLT3 ver-
ursache Funktionsdefekt auch die Inhibition durch den spezifischen Antagonisten Phlo-

rizin betrifft.

4.3 In-Silico Effektvorhersage der Mutationen auf die Funktion
von SGLT3

Erganzend wurden die funktionellen Konsequenzen beider Aminoséauresequenzvarian-
ten auf SGLT3 mittels einer in-silico Modellierung und Effektvorhersage untersucht (Pro-
tein Variation Effect Analyzer, ,PROVEAN®, Choi et al., 2012).

Diese Analyse bestatigte sowohl AM500-SGLT3 als auch AI501-SGLT3-SGLT3 mit ho-
her Wahrscheinlichkeit als ,krankheitserzeugende” Sequenzvarianten (PROVEAN
Scores -13,81 fur AM500-SGLT3 bzw. -12,71 fur AI501-SGLT3, Schwellenwert -2,5).
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4.4 Nachweis der Transporter in der Oozytenmembran

Bekanntermal3en kdnnen Mutationen von membranstandigen Proteinen neben Funkti-
onsveranderungen auch Unterschiede in der posttranslationalen Prozessierung und
dem Membraneinbau (,membrane targeting“) hervorrufen (Howell & Holloway, 2016).
Besonders bei den strukturell eng verwandten anderen Vertretern der SGLT-Familie sind
verschiedene Mutationen beschrieben, die auch zu einem Defekt im Membraneinbau
fuhren (Wright EM, 2011; Martin & Wright, 1996).

Um einerseits zu klaren, ob die untersuchten Mutationen einen Einfluss auf Membran-
einbau haben und andererseits sicherzustellen, dass die in dieser Arbeit beschriebenen
profunden Effekte der Mutationen auf die Elektrophysiologie von SGLT3 nicht alleine
durch mangelnden Membraneinbau bedingt waren, wurden fluoreszenzbasierte Nach-

weise von SGLT3 in den Oozytenmembranen durchgefihrt.

Hierzu wurden die Oozyten, die die verschiedenen SGLT-YFP Konstrukten exprimierten,
nach elektrophysiologischen Messungen mit dem konfokalen Laser Scanning Mikroskop

untersucht (siehe Methoden).
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Abbildung 19 — LSM Aufnahmen von SGLT3-YFP exprimierenden Oozyten. Injiziert wurden je
25ng der jeweiligen cRNA, entsprechend 50,6nL der auf 500ng/ul eingestellten Aliquots. wt-
SGLT3-YFP (A) zeigt eine intensive Fluoreszenz in der Zellmembran, wohingegen AM500-
SGLT3-YFP (B) bzw. AlI501-SGLT3-YFP (C) eine geringere Fluoreszenz und damit wahrschein-
lich eine geringere Menge der Konstrukte in die Membran aufweisen. Nicht injizierte Kontrolloozy-
ten (D) zeigen keinerlei Fluoreszenz. Die Bilder sind reprasentativ fir mindestens 3 unterschied-

liche Oozytenbatches und wurden unter identischen Anzeigebedingungen aufgenommen.

Abbildung 20 zeigt eine deutliche, membransténdige Fluoreszenz fir den wildtypischen
Transporter, der folglich effizient in die Oozytenmembran transloziert wurde. Die Mutan-

ten zeigten eine schwéachere, die Kontrolloozyten keine relevante Fluoreszenz.
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Vergleich der relativen Fluoreszenzintensitat
der SGLT3-YFP Konstrukte
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Abbildung 20 - Vergleich der relativen Fluoreszenzintensitaten verschiedener SGLT3-YFP Kon-
strukte und Kontrollen. Auf der Y-Achse relative Fluoreszenzintensitat bezogen auf wildtypischen
SGLT3 als dimensionslose Zahl. AM500-SGLT3 bzw. AlI501-SGLT3 zeigen gemessen an den
Werten des wildtypischen Transporters eine um 53% bzw. 42% reduzierte Fluoreszenzintensitat.
Kontrolloozyten zeigen keine relevante Fluoreszenz (p<0,01) (in Zusammenarbeit mit N. Schéfer,
AG Geiger, Julius-von-Sachs Institut f. Biowissenschaften).

Das obige Diagramm vergleicht die Fluoreszenzintensitat der YFP-fusionierten SGLT3
Konstrukte in den Oozytenmembranen. Diese war fir wildtypisches SGLT3 am starks-
ten, was fur einen effizienten Einbau des Konstrukts in die Zellmembran spricht. In Re-
lation dazu zeigten AM500-SGLT3-YFP sowie AlI501-SGLT3-YFP eine um 53% (n=6;
p<0,01) bzw. 42% (n=6; p<0,01) reduzierte Fluoreszenzintensitét in der Zellmembran,
was einen partiellen Defekt in den zellularen Prozessen zwischen Translation und

Membrantranslokation durch diese Mutationen nahelegt.
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung eines Kandidatengens, das in ei-
ner familienbasierten Sequenzierungsstudie partiell mit einem ADHS-Phéanotyp koseg-
regierte und somit potenziell zum sogenannten polygenetischen Risikoscore von ADHS
beitragt (Martin et al., 2015). Dies beinhaltete die Erstellung eines differenzierten Ex-
pressionsprofils, die vergleichende elektrophysiologische Untersuchung des wildtypi-
schen Proteins, der mittels Exomsequenzierung identifizierten AM500-, sowie einer be-
nachbarten analogen Deletionsvariante AlI501-SGLT3 in Xenopus laevis Oozyten, der
in-silico Modellierung zur Effektvorhersage und die Uberprifung der Konsequenzen die-

ser Mutationen auf den Membraneinbau des Transporters.

5.1 Das SGLT3 Expressionsprofil im Kontext bildgebender und
neuroanatomischer Befunde bei ADHS

5.1.1 SGLTs im Saugerhirn

Erganzend zu bestehenden Expressionsnhachweisen im enterischen Nervensystem bzw.
dem Gastrointestinaltrakt (Wright et al., 2011), in Skelettmuskel und Testes (Diez-
Sampedro et al., 2003) sowie in der Niere (Kothintia et al., 2012) des Menschen wurde
in dieser Arbeit erstmals sowohl ein qualitativer als auch quantitativer differenzieller Ex-
pressionsnachweis von SLC5A4 in verschiedenen ADHS-relevanten Arealen des

menschlichen Gehirns auf RNA-Ebene erbracht.

Dabei brachten die mit dem Primerpaar HSA38/39 amplifizierten Fragmente im Durch-
schnitt ein starkeres Signal hervor. Dies ist wahrscheinlich dem hdéheren GC Gehalt
(52,2% fur HSA38/39 vs. 49,6% fur HSA37/42) geschuldet, der zu einer stabileren Bin-
dung der Primer an die zu amplifizierenden Fragmente fuhrt und damit eine héhere Aus-
beute in der Polymerasekettenreaktion ermdglicht. Die in der Reversen Transkriptase
PCR ausbleibende Amplifikation von SLC5A4 in der Colonprobe trotz mehrfach repro-
duzierter positiver Befunde in der Literatur (Diez-Sampedro et al., 2003; Sotak et al.,
2017) sowie positiver Befunde mit der gleichen Probe in der quantitativen PCR ist am
ehesten im Kontext hoher gewebsspezifischer Nukleaseaktivitdt und methodischer Un-
terschiede (Erhitzungszyklen, Nukleaseinhibitoren) zu interpretieren. Fir das Jejunum
als zweiter Positivkontrolle zeigte sich hingegen erwartungsgemalf eine deutliche Amp-
lifikation, was die Validitat des Ansatzes bestatigt (Sotak et al., 2017).
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In der quantitativen PCR waren besonders das Striatum, Pons und Hypothalamus, in
geringerem Malf3e auch Hippocampus, Kortex und Medulla Oblongata Strukturen mit re-
lativ erhohter SLC5A4 Expression. Diese Befunde decken sich mit immunhistochemi-
schen Nachweisen von SGLT3 in verschiedenen Geweben menschlicher Leichen, da-

runter auch in Kortex, Hypothalamus und Kleinhirn (Oerter et al., 2016).

Die differenzielle Expression im Zentralnervensystem mit Betonung striataler Areale,
Kortex und Hypothalamus deckt sich wiederum mit immunhistochemischen Nachweisen
des entsprechenden SGLT3 Homologs im Rattenhirn (Yamazaki et al., 2014). In PET-
basierten ex-vivo Nachweisen von SGLTs im Rattenhirn wurde dieses Muster ebenfalls
reproduziert. Dass die in dieser Arbeit gezeigte Anreicherung eines SGLT-spezifischen,
jedoch nicht subtypselektiven PET-Tracers nicht vollstandig deckungsgleich mit dem im-
munhistochemischen Nachweis von SGLT1 war, legt den Einfluss anderer, funktionell
im ZNS exprimierter SGLT Isoformen wie zum Beispiel SGLT3 nahe (Yu et al., 2010,
2013).

Einige dieser genannten Areale gelten wiederum als Schlisselstellen von Schaltkreisen
(,circuits®) die in systemneurophysiologischen Paradigmen in der Pathogenese des
ADHS impliziert wurden (Vgl. Cortese, 2012 und Klein et al., 2017). Die in dieser Arbeit
identifizierten Areale mit der relativ hochsten Expression von SGLT3, namlich Striatum,
Hirnstamm, Hypothalamus und ferner auch Hippocampus und Kortex stellen weiterhin
essenzielle Schaltstellen zentraler cholinerger Transmission dar. Auf einer intermediaren
Komplexitatsebene soll daher ebenfalls das zentrale cholinerge System hervorgehoben
werden. Gene cholinerger Signalwege wurden wiederholt bei ADHS impliziert (Klein et
al., 2017). In der Tat existieren auch Hinweise darauf, dass Nikotin, namensgebender
Agonist des nikotinischen Acetylcholinrezeptors, einige neuropsychologische Kernbe-
funde des ADHS zu verringern vermag, was eine kausale oder kompensatorische Rolle
der zentralen cholinergen Transmission bei ADHS nahelegen kénnte (Potter et al.,
2014).

Im Folgenden werden die Ergebnisse des Expressionsprofils in den Kontext neurobiolo-
gischer Befunde bei ADHS gesetzt um eine mdgliche Beteiligung von SLC5A4 zu disku-

tieren.

5.1.2 Striatum
Das Striatum ist eingebettet in das (prad-)frontostriatalen Netzwerk, welches konsistent in

der Pathogenese des ADHS impliziert wurde (Dickstein et al., 2006; Renner et al., 2008;
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Banaschweski et al., 2010; Cortese, 2012). Das Volumen striataler Areale wie dem Ncl.
caudatus korreliert dabei mit der Symptomschwere des ADHS (Castellanos et al., 2002).
Gleichzeitig ist das Striatum das prominenteste Ziel der Pharmakotherapie des ADHS
(Czerniak et al., 2013). Eine Hypoaktivitat der frontostriatalen Schleife in fMRT Experi-
menten ist einer der am robustesten reproduzierten Befunde bei Individuen mit ADHS

(siehe Ubersichtsarbeit von Banaschewski et al., 2017).

Ubereinstimmend mit den hier gezeigten Nachweisen von SGLT3 im menschlichen Stri-
atum konnten Yamazaki und Kollegen (2014) SGLT3 immunhistochemisch in choliner-
gen Neuronen des Striatums der Maus nachweisen. Mittels ex-vivo Radiographie konnte
SGLT3 durch Yu und Kollegen (2013) auch im Striatum der Ratte nachgewiesen werden.
Einerseits befinden sich cholinerge Interneurone in gro3er Zahl im Striatum, andererseits
beeinflussen cholinerge Kerngruppen des Hirnstamms indirekt striatale Mikroschalt-
kreise und stehen damit in einem noch weitgehend unverstandenen, komplexen Wech-
selspiel mit dopaminergen, noradrenergen und anderen in der Pathophysiologie des

ADHS implizierten monoaminergen Signalwegen (Lim et al., 2014).

5.1.3 Hypothalamus

Die nachgewiesene Expression von SGLT3 im humanen Hypothalamus ist vereinbar mit
der von O* Malley und Kollegen (2006) sowie Yu und Kollegen (2010, 2013) gezeigten
funktionellen Expression von SGLTs im Hypothalamus der Ratte. Der Hypothalamus ist
Teil der ,Hypophysen-Hypothalamus-Nebennierenachse”, deren Dysregulation bei
ADHS impliziert wurde (Baird et al., 2012; Ma et al., 2011). Der dort residierende Ncl.
arcuatus beherbergt unter anderem Neurone, die den Cotransmitter Neuropeptid Y frei-
setzen, dessen Gen von Lesch und Kollegen (2011) als Kandidatengen fir ADHS impli-
ziert wurde. NPY-freisetzende Neurone im Hypothalamus spielen unter anderem eine
Rolle im Energiestoffwechsel, sind im Sauger durch eine Vielzahl cholinerger Projektio-
nen innerviert (Huang et al., 2011) und tragen dementsprechend nikotinische Acetylcho-
linrezeptoren, vorwiegend des a7-Typs. Dieser wiederum wird durch das ADHS Kandi-
datengen CHRNA7 kodiert (Williams et al., 2012). Interessanterweise befinden sich
NPY-exprimierende Interneurone ebenfalls in den SGLT3-exprimierenden Regionen
Striatum, Hirnstamm und Hippocampus (Reichmann & Holzer, 2016), was eine Interak-

tion im Sinne eines gemeinsamen Signalwegs denkbar macht.

5.1.4 Hippocampus, Hirnstamm und Kleinhirn
Im Hippocampus war eine geringfligig erhohte SGLT3 Expression nachweisbar. Dieser

und das limbische System im weiteren Sinne wurden wiederholt fur affektiven Symptome
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im Rahmen des ADHS impliziert; die Evidenz hierflr ist jedoch uneindeutig (Vgl. Perlov
et al., 2008 und Cortese, 2012). Dazu passend konnten Russell und Kollegen (2014) im
Hippocampus der ,spontan hypertensiven Ratte“, einem gut etablierten Tiermodell des
ADHS, eine reduzierte acetylcholininduzierte Freisetzung von Noradrenalin nachweisen,
was erneut die Interaktion cholinerger und anderer monoaminerger Schaltkreise in der

Pathophysiologie des ADHS unterstreicht.

Daneben wurde in dieser Arbeit eine verstarkte Expression von SLC5A4 auch im Pons
und der Medulla Oblongata nachgewiesen. Dieser Befund wird auf Proteinebene im Rat-
tenmodell nicht vollstéandig bestétigt (Yu et al., 2010, 2013). Das im Hirnstamm lokali-
sierte aufsteigende retikuléare Aktivierungssystem vermittelt unter anderem basale Auf-
merksamkeitsleistungen, sodass eine Beteiligung an komplexen Aufmerksamkeitssto-
rungen wie ADHS zwar denkbar ware, jedoch noch nicht systematisch analysiert wurde
(Bush, 2010). Im Hirnstamm residieren eine Vielzahl monoaminerger Zellgruppen, deren
Projektionen in nahezu alle kortikalen und subkortikalen Areale ausstrahlen. Die unter
anderem in den pedunculopontinen und laterodorsalen tegmentalen Kernen des Hirn-
stamms befindlichen cholinergen Neuronen projizieren auf dopaminerge Kerngebiete,
die wie bereits ausgefiihrt immer wieder in der Pathophysiologie und letztlich auch me-

dikamentdsen Therapie des ADHS impliziert wurden (Potter et al., 2014).

Die relative Expressionsstarke im Kleinhirn war in der vorliegenden Untersuchung deut-
lich verringert, was eher gegen eine konstitutionelle, funktionelle Rolle von SGLT3 in
diesem Areal spricht. Jedoch zeigen strukturelle MR-Studien eine konsistente zere-
bellare Volumenabnahme bei Individuen mit ADHS (Renner, et al., 2008; Cortese, 2012);
Ubereinstimmend implizieren funktionelle Studien zerebellare Netzwerke in der Patho-
physiologie des ADHS (Banaschewski et al., 2017). Yu et al. (2013) zeigten zumindest
fir SGLT1 immunhistochemisch und mittels PET eine hohe Expression in zerebellaren
Purkinje-Zellen. Da SGL-Transporter durch eine Vielzahl peritranslationaler und epige-
netischer Mechanismen in pathologischen ZNS Prozessen reguliert werden, (Poppe et
al., 1997; Wright, et al., 1997; Wright & Turk, 2004, Lee et al., 2012, Yamazaki et al.,
2014) ist nicht auszuschlieRen, dass eine posttranslationale Regulation von SGLTs im
Kleinhirn im pathophysiologischen Kontext von ADHS Effekte auf zerebellare Funktionen

haben kdnnen.
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5.1.5 Zusammenfassung

Insgesamt besteht also eine Kongruenz zwischen SGLT3-exprimierenden und ADHS-
implizierten neuroanatomischen Strukturen und deren Schaltkreisen. Ein mutationsbe-
dingter Funktionsverlust von SGLT3 kdnnte demnach zu einer veranderten Erregbarkeit
SGLT3- exprimierender Zellen und folglich zur Stérung des Signalverhaltens in den ge-
nannten Arealen und deren Netzwerken fuhren. Einschrénkend muss beachtet werden,
dass die Expression eines Gens nicht zwangslaufig eine relevante Rolle fir dessen Pro-
dukt in der Krankheitsentstehung des ADHS bedeutet. Zwar legen mehrere Befunde aus
Tierversuchen eine neuronale Expression von SGLT3 nahe, jedoch existieren bisher
kaum zellulare Nachweise im menschlichen Gehirn auf Proteinebene. Aul3erdem muss
angefiuhrt werden, dass in der vorliegenden Arbeit keine tiefergehende Differenzierung
verschiedener kortikaler Areale (z.B. prafrontaler, parietaler und zingularer Kortex) und
weiterer, potenziell fir ADHS relevanter subkortikaler Areale (Amygdala, Thalamus) vor-
genommen wurde. Ein differenzierter immunhistochemischer Nachweis an menschli-
chem Hirngewebe, gegebenenfalls mit Kolokalisation cholinerger Neuronenmarker
konnte weitere Aufschliisse Uber die potenzielle Rolle von SGLT3 in Neuronen und an-

deren Zellen des zentralen Nervensystems geben.
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5.2 Vergleichende elektrophysiologische Charakterisierung

Zunachst konnten in dieser Arbeit die bisher bekannten funktionellen Eigenschaften von
SGLT3 wie pH-Abhéangigkeit und Phlorizinsensitivitat, sowie die bisher noch nicht repro-
duzierte agonistische Potenz von Iminozuckern in Xenopus Oozyten demonstriert wer-
den. Seine Funktion als pH-sensitiver, glucoseabhdngiger Kationenkanal konnte damit
bestétigt werden (Vgl. Diez-Sampedro et al., 2003; Voss et al., 2007; Wright et al.,
2011)).

Vor dem Hintergrund einer potenziellen Beteiligung von SGLT3 an pathophysiologischen
Vorgéngen im ZNS gilt es, die in dieser Arbeit demonstrierten funktionellen Charakteris-

tika in Beziehung zu neurophysiologischen Befunden des ADHS zu setzen.

5.2.1 Zentralnervoser Glukosestoffwechsel im Kontext neuropsychiatri-
scher Erkrankungen

Obgleich das Gehirn nur etwa 2% der menschlichen Kérpermasse ausmacht, konsu-
miert es etwa 25% der zirkulierenden Energietrager in Form von Glukose (Killeen et al.,
2013). Die Sicherstellung eines ausreichend hohen zentralnerviosen Glucoseangebots
in Bedarfszustédnden (z. B. Stress, fortgesetzte Konzentration) ist ein essenzielles Prin-
zip des zentralnervisen Glucosestoffwechsels (Peters et al., 2011). Pathologische Ab-
weichungen kdnnen daher eine Vielzahl akuter und chronischer neuropsychiatrischer
Stérungen bedingen (Mergenthaler et al., 2013). In PET-Studien zeigten sich Verande-
rungen des Glucosemetabolismus bei einer Vielzahl neuropsychiatrischer Erkrankun-
gen, darunter der bipolaren Stérung (Hosokawa et al., 2009), der Autismus-
Spektrumer-krankungen (Mitelman et al., 2017) und des ADHS (Zametkin et al., 1990;
Bush, Valera, & Seidman, 2005).

Auf molekularer Ebene ist der zentralnervose Energiemetabolismus mit immanenten
Glukosetransportprozessen essenziell fiir energiekonsumierende Vorgange. Dazu zahlt
die Aufrechterhaltung synaptischer Aktivitdt und damit neuronaler Informationsverarbei-
tung (Benarroch, 2015). Diese Prozesse werden wahrscheinlich in enger Kopplung von
astrozytarem und neuronalem Metabolismus realisiert (Pellerin & Magistretti, 2012). Da-
rauf aufbauend postulierten Russell und Kollegen (2006) das Modell des ,neuroenerge-
tischen Defizits" in der Pathogenese des ADHS. Damit entstand ein konzeptueller Rah-
men hinsichtlich einer Dysregulation des Energiestoffwechsels als Substrat fir ADHS-

typische neurokognitive Auffalligkeiten.
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Abbildung 21 - Neurogliale Kopplung bzw. Astrozyten-Neuronen-Laktat-Shuttle. Glukose Uber-
windet durch den gefalendothelstdndigen, fazilitativen GLUT1 die Blut-Hirn-Schranke und wird
Uber GLUT1 und GLUTS3 in Astrozyten bzw. Neuronen aufgenommen. Astrozyten produzieren
Laktat, welches Uber Monocarboxylattransporter (MCT) in Neuronen aufgenommen wird, wo es
zu Pyruvat umgewandelt wird und direkt in den oxidativen Stoffwechsel eingespeist werden kann.
Durch diese Kopplung versorgen Astrozyten schnellfeuernde Neuronen mit hohem Energiebedarf
(modifiziert nach Pellerin & Magistretti, 2012).

Als glukoseabhéangiger Kationenkanal kann SGLT3 in Anwesenheit seiner Substrate die
Erregbarkeit von Zellen beeinflussen, in deren Membran er sich befindet. Diez-Samp-
edro und Kollegen (2003) schlugen auch aufgrund der fehlenden Transportaktivitat eine
Glukosesensorfunktion von SGLT3 vor. Die Datenlage zur physiologischen Funktion von
SGLTs im Saugetiergehirn ist bis dato jedoch sparlich. O' Malley und Kollegen (2006)
zeigten eine phlorizinsensitive Veradnderung der Aktionspotenzialfrequenz kultivierter
glucosesensitiver, exzitatorischer Neurone des Rattenhypothalamus in Abhangigkeit der
Leitfahigkeit von SGLT3, was die Rolle des Transporters in der Modulation der zellularen
Erregbarkeit unterstiitzt. Diese sogenannten glukosesensitiven Neurone scheinen im
menschlichen Belohnungssystem, einem Netzwerk zu dem unter anderem der Nucleus

accumbens, ein Teil des Striatums sowie der Hippocampus und das Frontalhirn gehoren,
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eine relevante Rolle zu spielen (Koekkoek & Mul, 2017). Diese Areale wiederum uber-
schneiden sich in weiten Teilen mit den fir ADHS implizierten neuronalen Strukturen,
sodass eine funktionelle Verdnderung des Glukosesensors SGLT3 in diesem Kontext
verhaltensrelevant werden kann. Mikroschaltkreise des ventromedialen Hypothalamus
modulieren daneben auch das Aggressionsverhalten der Ratte (Falkner & Lin, 2014).
Dieses ist in der spontan hypertensiven Ratte, einem etablierten Tiermodell fir ADHS,
neben anderen behavioralen Auffalligkeiten besonders ausgepragt (Potegal & Myers,
1989). Eine Leitfahigkeitsdnderung SGLT3-exprimierender hypothalamischer Zellen
konnte daher einen Einfluss auf ein impulsiv gefarbtes behaviorales Spektrum haben.
Ferner besitzt der Hypothalamus eine zentrale Rolle in der Kontrolle von Appetit und
Nahrungsaufnahme von Saugetieren und ist befindet sich in Interaktion mit einer Vielzahl
anderer glukoseabhangiger Signalwege (Ahima & Antwi, 2008). Einige Befunde deuten
auf eine potenzielle Rolle der Homologen SGLT1 und SGLT2 in der Regulation des Glu-
kosetransports an der Blut-Hirn-Schranke des Menschen hin (Elfeber et al., 2004; Wais,
2013).

Neben SGLT3 ist auch der neuronal exprimierte, fazilitative Glukosetransporter GLUT3
(SLC2A3) bei ADHS impliziert (Lesch et al., 2011). Merker und Kollegen (2017) konnte
die Assoziation neurokognitiver Auffalligkeiten im Sinne veranderter ereigniskorrelierter
EEG-Potenziale (ERPs) von Tragern verschiedener SLC2A3 Sequenzvarianten mit
ADHS beweisen. Bei Kindern mit Lese-Rechtschreibschwéche, die Sequenzvarianten
trugen, die die Transkription von SLC2A3 beeinflussen, zeigten sich typische, umschrie-
bene neurophysiologische Auffalligkeiten. Der neuronal exprimierte GLUT3 ist daneben
bei einer Vielzahl anderer neuropsychiatrischer Krankheitsbilder impliziert, darunter der
affektiven Storung (Yang et al., 2009) und der Demenz vom Alzheimertyp (Benarroch,
2015; Shah, DeSilva, & Abbruscato, 2012). Dariiber hinaus fuhrt ein Funktionsverlust
des homologen GLUT1 zu einer Reihe schwerer kognitiver, motorischer und assoziierter
neurophysiologischer Stérungsbilder (Graham, 2012; Benarroch, 2015). Das von Lesch
und Kollegen (2011) fur ADHS implizierte NPY-Gen ist ebenso am zentralnervosen Glu-
kosemetabolismus beteiligt (Marston et al., 2011) und ist wahrscheinlich ursachlich fur
umschriebene Signalalterationen in einem fMRT Experiment auf Basis eines Beloh-

nungsparadigmas (Lesch et al., 2011).

Ein Funktionsverlust von neuronalem SGLT3 und damit eine Einschrédnkung dessen Glu-

kosesensorfunktion kdnnte daher auf verschiedenen Ebenen des zentralnervosen Glu-
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kosestoffwechsels relevant werden und zu analogen neurophysiologischen und neuro-
kognitiven Aufféalligkeiten fihren. Um diese Hypothese zu Uberprifen, missten jedoch
entsprechende neurophysiologische und behaviorale Daten von Trégern der untersuch-

ten AM500 Sequenzvariante erhoben werden.

5.2.2 Weitere Substrate fir SGLT3 im ZNS

Der in dieser Arbeit ebenfalls verwendete potente SGLT3-Agonist DNJ kommt natdrli-
cherweise nicht im Saugetierstoffwechsel vor. Der in der weiRen Maulbeere enthaltene
Iminozucker wird in der Traditionellen Chinesischen Medizin als Antidiabetikum, das eng
strukturverwandte N-Butyl-1-Desoxynojirimycin  (NB-DNJ, Miglustat, Handelsname
Zavesca®) als a-Glucosidasenemmstoff in der Therapie hereditéarer, lysosomaler Spei-
cherkrankheiten wie M. Gaucher oder der neuroviszeralen Verlaufsform des M. Nie-

mann-Pick eingesetzt (Voss et al., 2007).

Neuere Reviews zeigen, dass NB-DNJ geringflgig liguorgangig ist (Ficicioglu, 2008). Da
dieses Iminozuckerderivat mit hoher Affinitat an SGLT3 bindet (Voss et al., 2007) ist es
nicht auszuschlieRen, dass die ADHS-ahnlichen zentralnervésen Therapienebenwirkun-
gen wie Nervositat und Konzentrationsstorungen auch durch Effekte dieser Substanz an
SGLT3 vermittelt werden, was indirekt Aufschluss tber die funktionelle Rolle des Trans-

porters im ZNS geben kdnnte.

Um die funktionellen Beitrdge von SGLT3 im ZNS aufzuklaren sind weitere pharmakolo-
gische Untersuchungen notwendig. Da die Affinitdt zu Glucose sehr gering ist und Imi-
nozucker physiologisch nicht relevant zu sein scheinen, missten potenzielle Interaktio-
nen anderer typischerweise im ZNS vorkommender Substrate (allen voran Neurotrans-
mitter wie Glutamat, monoaminerge Transmitter sowie Stoffwechselprodukte wie z. B.

das saure Laktat) mit SGLT3 ebenfalls analysiert werden.

5.2.3 pH-Abhéangigkeit von SGLT3 im Kontext zerebraler metabolischer
Aktivitat
Einerseits sind SGLT3 (und SGLT1) neben Natrium auch fir H*-Protonen durchlassig
(Hirayama et al., 1994; Bianchi & Diez-Sampedro, 2010; Longpré et al., 2010), anderer-
seits beeinflusst der pH-Wert selbst die Substrataffinitat (Wright et al., 2011). Zusam-
mengenommen erklart dies wahrscheinlich die in dieser Arbeit gezeigte starkere Aktivie-
rung in sauren Bedingungen. Damit keine endogenen, osmotisch aktivierten Strome
(Weber, 1999) das Messergebnis verfalschen wurde zu der formal hypoosmolaren Akti-

vierungslosung mit DNJ D-Sorbitol in gleicher Konzentration wie D-Glukose beigemischt.
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Im ZNS existieren neben SGLT3 eine Vielzahl anderer pH-abhangiger Transporter bzw.
Kanale, darunter die synapsennah lokalisierten NMDA-Rezeptoren sowie Glutamat- und
GABA-Transporter (Sinning & Huibner, 2013). In limbischen Neuronen existieren tber-
dies spezialisierte Sauresensoren, denen u.a. bei Epilepsie pathophysiologische Rele-
vanz zukommt (Grinder & Xuanmao Chen, 2010). Zwar wird der physiologische pH-
Wert des Menschen strengstens zwischen 7,35-7,45 reguliert, jedoch konnte sowohl mit-
tels Zellkulturexperimenten in Neuronen und Glia (Chesler, 2003) als auch mittels krani-
alen MRT Untersuchungen am Menschen in-vivo gezeigt werden, dass pH-Werte in Ab-
hangigkeit zellularer Aktivierung regional deutlich schwanken kénnen (Magnotta et al.,
2012). Phasen hoher Aufmerksamkeit und Konzentration gehen mit einer hochfrequen-
ten y-Aktivitat im EEG einher, die wiederum mit einem hohen Malf3 an synaptischer Akti-
vitat korreliert (Buzséki et al., 2012). Im Inneren synaptischer Vesikel herrscht ein saurer
pH-Wert (Moriyama et al., 1992), sodass es bei aktivitdtsbedingter Neurotransmitterfrei-
setzung zu einer relevanten pH-Senkung im synaptischen Spalt kommt, und zwar pro-
portional zum Grad der Aktivitat (Sinning & Hibner, 2013). Innerhalb des konzeptuellen
Rahmens des ANLS (Pellerin & Magistretti, 2012) kénnte auf molekularer Ebene eine
vermehrte Bereitstellung von Laktat aus Astrozyten in Phasen hoher synaptischer Akti-

vitat eine weitere Azidifizierung der Mikroumgebung vermitteln (Killeen et al., 2013).

In der Tat konnte bereits gezeigt werden, dass eine ischamische Azidifizierung im Rat-
tenhirn weitreichende Effekte auf die Erregbarkeit SGLT3-exprimierender, cholinerger
Neurone hat und die posttranslationale Regulation des Transporters unter anderem in
Striatum, Kortex und Hippocampus dadurch beeinflusst wird (Yamazaki et al., 2014).
Analog dazu wird auch die Expression von SGLT1 und SGLT2 an der Bluthirnschranke
in Abh&ngigkeit azidifizierender Pathologien reguliert (Wais, 2013). Mit einer zellularen
Azidifizierung assoziierter oxidativer Stress beeinflusst im Kontext von anderen neu-
ropsychiatrischen Erkrankungen ebenso die Expression des neuronalen Glukosetrans-
porters GLUT3 (Simpson et al., 2008). In diesem Zusammenhang kénnte SGLT3 in Pha-
sen hoher synaptischer Aktivitat oder anderweitiger extrazellularer Azidifizierung eine

zunehmende funktionelle Relevanz bekommen.

5.2.4 Struktur-Funktions-Beziehung von AM500-SGLT3 bzw. AI501-SGLT3
im Kontext bekannter pathogener SGLT Mutationen
Nach der Charakterisierung der wildtypischen Variante wurde die in der Exomsequen-

zierung identifizierte AM500 Variante von SGLT3 als auch eine direkt benachbarte De-
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letionsvariante, AI501-SGLT3, charakterisiert. Beide Mutanten befinden sich extrazellu-
lar und membrannah in der C-terminal flankierenden Transmembranhelix 11 von SGLTS3,
also aulRerhalb der eigentlichen Kernstruktur des Transporters und gegenuber der bisher
bekannten Natrium- respektive Zuckerbindungsstellen in TM10 und TM12 (s. Abb. 23).
Beide Mutanten waren auch nach Sicherstellung vergleichbarer Mengen membranstan-
diger Transporter in den elektrophysiologischen Untersuchungen annéahernd funktions-
los hinsichtlich pharmakologischer Aktivierung und Inhibierung, sodass beide Mutatio-
nen am ehesten als subtotale ,Loss-of-Function* Mutationen von SGLT3 aufgefasst wer-
den konnen. Interessanterweise fihrt ein Einbringen der analogen AM500 und Al501
Mutationen in SGLT1 gleichermalRen zu einem fast vollstandigen Funktionsverlust des
Glukosetransporters (Schéfer et al., 2018). Wahrscheinlich werden daher die gezeigten
schéadlichen Effekte nicht alleine durch das fehlende Methionin an Stelle 500 vermittelt,
sondern rihren von einer globaleren strukturellen Alteration der betreffenden Trans-
membrandoméne her. Zur Visualisierung der dreidimensionalen strukturellen Verhalt-
nisse in SGLT3 wurde im Kontext der vorliegenden Untersuchung ein dreidimensionales
Homologiemodell von SGLT3, basierend auf der bekannten vSGLT Kristallstruktur (vgl.
hierzu Kapitel 1.3.2.), die eine Sequenzidentitéat von 23% aufweist, angefertigt.

69



Diskussion

A-Side view >

out

in
Na'binding Mutations SGLT3 vs SGLT1
W AT76, 179, D204, S389, S392, S393 gy M500 WEA57
Sugar binding M R499 ,
B N78, Y29, N82, N83 M E503 ,ﬁ Cavity

Abbildung 22 - Dreidimensionales Homologiemodell mit Fokus auf diskutierte SGLT Mutanten
(nach Schéfer et al., 2018). A, Seitansicht, B, Ansicht von oben. Im dreidimensionalen Homolo-
giemodell von SGLT3 werden die Positionen der in dieser Arbeit untersuchten Aminosauredele-
tion an Position 500 (M500, orange), sowie die diskutierten Mutanten E457 (gelb), 499 (rot) und
503 (rosa) farbig illustriert. Daneben in blau die bekannten Natrium- respektive in schwarz die
Zuckerbindungsstellen. Das SGLT-Kernmotiv der TM1-TM10 wird in silber dargestellt. Die um-
gebenden helikalen Doméanen sind in rot, Schleifenregionen als silberne Fadenstruktur darge-
stellt (nicht durch die Modellvorlage erklart). Die durch das Modell vorhergesagte Kavitat fir das

Substrat (,cavity”) ist als blaue Netzstruktur illustriert.
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Insgesamt fligen sich diese Ergebnisse damit in bestehende Evidenz fir eine Reihe von
bekannten Mutationen der Vertreter der SLC5-Genfamilie ein, die zu Funktionsverlusten
oder -veranderungen der Genprodukte fihren und teilweise monogenetisch vererbbar
sind. Hierzu gehort die familidre renale Glukosurie, bei der eine Reihe bekannter (Punkt-
)mutationen zu einem Funktionsverlust von SGLT2 fiihren, wodurch die Resorption von
Glucose in der Niere gestort ist und es konsekutiv zu Hypoglyk&dmien kommt. Eine der
nachgewiesenen ,Loss-of-Function“ Mutationen ist eine Punktmutation des fur die Ami-
nosaure an Stelle 500 von SGLT2 kodierenden Basentripletts, die zu einer Trunkierung
des Proteins fuhrt. Dabei betroffen ist die fur die Substratbindung wahrscheinlich rele-
vante Transmembranhelix 12 des SGL-Transporters (Calado et al., 2006). Auch die er-
bliche ,Glukose-Galaktose-Malabsorption* gehort zu diesen monogenetischen Krank-
heitsbildern. Dabei fiihren eine Reihe unterschiedlicher Mutationen zu einem Funktions-
verlust von SGLT1, wodurch die Resorption beider Monosaccharide im Gastrointestinal-
trakt gestort ist, was konsekutiv zu Durchfallen und Hypoglykamien fahrt (Wright, 1998).
Unter den in Familienstudien nachgewiesenen ,Loss-of-Function* Mutationen findet sich
eine Aminosaureaustauschvariante an Stelle 499 von SGLT1 (R499H), die sich direkt
neben den hier identifizierten Deletionsvarianten befindet. R499H-SGLT1 weist sowohl
eine von 0,3mM auf 2,4mM reduzierte Substrataffinitat als auch eine Stérung des Memb-
rantargetings im Xenopus Expressionssystem auf (Martin & Wright, 1996). Interessan-
terweise fuhrt die Mutation zu C499-SGLT1 zu einer deutlichen Zunahme der Affinitat zu
6-Desoxy-D-Glucopyranose sowie einer Reduktion der Transportaktivitat um tber 80%
(Schéfer et al., 2018). Ubereinstimmend sind Mutationen an Stelle 499 von SGLT2 auch
in Patienten mit familiarer renaler Glukosurie sequenziert worden (Santer et al., 2003).
Eine Mutation des sich im dreidimensionalen Homologiemodell zwischen TM11 und
TM12 und damit ebenfalls in struktureller Nahe befindlichen Glutamat an Position 503
zu einem Cystein in SGLT1 (SGLT1-E503 bzw. SGLT1-C503) dagegen hat zwar keinen
Effekt auf die Substratspezifitat oder den Transportmechanismus, fuihrt jedoch zu einer
signifikanten Reduktion der SGLT1-typischen Glukoseaufnahme nach intrazellular (Vgl.
Schéfer et al., 2018). Die hier untersuchten Mutanten fihren noch drastischer zu einem
annahernd vollstandigen Funktionsverlust der Transporter. H*-Protonen erzeugen selbst
einen substratunabhangigen, phlorizinsensitiven Kationeneinstrom an SGLT3 (Bianchi
& Diez-Sampedro, 2010). Dieser war ebenfalls in beiden Mutanten von SGLT3 nicht
mehr messbar. Insgesamt unterstreichen diese Ergebnisse die funktionelle Relevanz der

Transmembrandoméne 11 fur die Funktion der SGL-Transporter.
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Ein weiteres eindrickliches Beispiel fur die funktionellen Effekte einer Aminosauremuta-
tion im C-terminalen Anteil der SGL-Transporter wurde von Bianchi & Diez-Sampedro
(2010) geliefert. Ein in der TM10 befindlicher Aminosaureaustausch an Stelle 457 in
SGLT1 (Q457E-SGLT1) fuhrt nicht nur zu einem Verlust der Transportfahigkeit, sondern
auch zu einer Abnahme der Affinitdt zu Glucose- beides typische Charakteristika von
SGLT3. Der analoge Aminosaureaustausch an Stelle 457 von SGLT3 (E457Q-SGLT3)
stellte vice versa dessen Transportfahigkeit wieder her und steigerte die Affinitat zu Glu-
cose auf das Niveau von SGLT1. Dies illustriert, dass einzelne Aminosduremutationen

weitreichende funktionelle Effekte auf SGL-Transporter haben kénnen.

Vor dem Hintergrund einer bis zu 84-prozentigen Sequenzahnlichkeit der SGL-Trans-
porter Typen 1 bis 6 (Wright et al., 2011) und der putativen Lage der Substratbindungs-
stelle in der C-terminalen Halfte der Transporter (Panayotova-Heiermann et al., 1996;
Wimmer et al., 2009), ist davon auszugehen, dass sich die in dieser Arbeit untersuchten
Mutationen in der flankierenden TM11 von SGLT3 negativ auf die Substratbindung oder
Kationenpermeabilitat (Bianchi & Diez-Sampedro, 2010), die wahrscheinlich von den ge-
genuberliegenden TM10 bzw. TM12 vermittelt werden, auswirken. Die Art und Weise

dieser funktionellen Interaktion dieser Domanen bleibt bis dato jedoch unverstanden.

Um letztlich sicher dissoziieren zu kdnnen, ob die gezeigten Effekte der Mutationen auf
eine strukturelle Veranderung der Transmembranhelix oder andere Ursachen zuriickzu-
fuhren sind, missten analoge Aminosaureaustauschmutanten, die moéglichst wenig Ein-
fluss auf die sterischen Eigenschaften der gesamten Domane ausiiben, hergestellt und

vergleichend charakterisiert werden.

5.2.5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden sowohl bekannte als auch bisher nicht reproduzierte Befunde
des wildtypischen SGLT3 bestatigt und mit AM500- bzw. AI501-SGLT3 zwei Mutanten
identifiziert die zu einem Funktionsverlust des Transporters fihren, der wiederum zu ei-
ner veranderten Erregbarkeit von SGLT3-exprimierenden Zellen im ZNS, und damit zu
Storungen verschiedener ADHS-relevanter Netzwerke und Schaltkreise flihren kann.
Selbstverstandlich missen die gezeigten Ergebnisse im Lichte der Limitationen des he-
terologen Expressionssystems mit Vorsicht interpretiert werden. Einerseits kdnnen post-
translationale Modifikationen in der Oozyte die Funktion der entstandenen Transporter
verandern, andererseits variiert die Qualitat der Oozyten mit der Jahreszeit, was die
Messungen verfalschen kann (Accardi et al., 2016). Demgegenuber existieren jedoch

analog aufgebaute ADHS Kandidatengenstudien, beispielsweise zum sogenannten
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GIRK-Kanal, die eine erfolgreiche klinische Translation der elektrophysiologischen Er-
gebnisse aus dem Xenopus Expressionssystem ermoglichten (Kobayashi et al., 2010;
Mooney et al., 2016).

5.3 In-Silico Vorhersage der funktionellen Konsequenzen der

Mutationen
Diese Analyse identifizierte mit hoher Sicherheit sowohl AM500- als auch AlI501-SGLT3

als ,krankheitserzeugende“ Sequenzvarianten.

Zur Validierung wurde die bereits als ,Loss-of-Function“ bekannte R499H Sequenzvari-
ante sowohl in der SGLT1 als auch in der SGLT3-Proteinsequenz mittels PROVEAN
analysiert. Dies ergab jeweils einen PROVEAN Score von -4,74 (Schwellenwert -2,5)
was mit mittlerer Wahrscheinlichkeit fir schadliche funktionelle Konsequenzen spricht.
Dieser Befund deckt sich mit einem elektrophysiologisch bestatigten, partiellen Funkti-
onsverlust dieser Variante. Fur die ebenfalls diskutierte und hochgradig schadliche
C503-SGLT1 Variante ergab sich korrekterweise ein Score von -8,2 (Schwellenwert -
2,5).

Im Gegensatz dazu wurde die von Bianchi et al. (2010) charakterisierte Q457E-SGLT1
beziehungsweise die korrespondierende Variante E457Q-SGLT3 mit einem PROVEAN
Score von -1,88 (Schwellenwert -2,5) korrekterweise als neutral klassifiziert, was die Va-

liditdt des Scores untermauert.

Zusammenfassend konnten mit den elektrophysiologischen Messungen und der in-silico
Analyse ein Abschnitt der Aminosauresequenz von SGLT3 identifiziert werden, der of-
fenbar von essenzieller Wichtigkeit fur die Funktion des Proteins ist. Ein Funktionsverlust
durch Einbringen der Mutationen konnte mit konvergierender Evidenz in dieser Arbeit

schlussig belegt werden.
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5.4 Effekte der Mutationen auf das SGLT3-Membrantargeting

Aminosauresequenzalterationen kdnnen neben direkten Funktionsveranderungen auch
schadliche Konsequenzen auf posttranslationale Prozesse wie dem gezielten Transport
eines Membranproteins vom Zytoplasma an seinen Bestimmungsort, der Zellmembran,
haben (Howell & Holloway, 2016). Da das Ausbleiben von Strdmen auch auf einen feh-
lerhaften Membraneinbau zurtickzufiihren sein kann, wurden mit YFP markierte SGLT3
Konstrukte per LSM in den Oozytenmembranen nachgewiesen. Alle Konstrukte waren
dabei in die Membran eingebaut, wobei Oozyten mit AM500-SGLT3 eine um 53%, mit
AI501-SGLT3 um 42% signifikant gegeniber wildtypinjizierten Oozyten reduzierte Fluo-
reszenzintensitat aufwiesen. Folglich wurde nur ein reduzierter Teil der mutierten Trans-
porter korrekt in die Membran eingebaut. Interessanterweise flihren die analogen Muta-
tionen in SGLT1 zu einer noch deutlicheren Einschrankung des Membrantargetings,
namlich um 68% und 91% (Schafer et al., 2018). Aus Griinden der Auflésung kann eine
unmittelbar submembrantse Ansammlung der YFP-fusionierten Konstrukte am LSM je-
doch nicht sicher von einem korrekten Membraneinbau unterschieden werden. Dazu er-
folgten durch die Kollegen der AG Geiger freundlicherweise repréasentative Farbungen
einiger injizierter Oozyten (Wildtyp und Mutanten) mit dem membranselektiven Farbstoff
FM4-64, wodurch der korrekte Membraneinbau der YFP-fusionierten Konstrukte anhand
Uberlappender Fluoreszenz mit FM4-64 nachgewiesen werden konnte (Daten nicht ge-
zeigt). Einschrankend muss jedoch angefiihrt werden, dass aufgrund der Auflésung des
LSM nicht mit letztlicher Sicherheit auf eine intramembrandse Lokalisation der Kon-
strukte geschlossen werden kann. Zumindest per Western Blot konnten jedoch anna-
hernd identische Mengen des wildtypischen und beider mutierter SGL-Transporer in
Membranfraktionen von entsprechenden cRNA-injizierten Oozyten nachgewiesen wer-
den konnten, sodass zumindest von einer korrekten Translation aller Konstrukte auszu-
gehen ist (Schéfer et al., 2018).

Auch fur andere Vertreter der SGLT-Familie wurden verschiedene Mutationen charakte-
risiert, die ebenso Defekte im Membraneinbau hervorrufen (Wright et al., 2011). Dazu
gehort unter anderem die bereits diskutierte R499H Variante von SGLT1, die neben
einem Funktionsverlust auch zu einem (mittels Ladungsbewegungen kalkulierten)
deutlich eingeschrénkten Membraneinbau in Xenopus Oozyten fuhrt (Martin & Wright,
1996). Dass die dargestellten Defekte auf den Membraneinbau in Oozyten auch direkt
auf den Menschen Ubertragbar sein kdnnen demonstrieren immunhistochemische
Untersuchungen an Dunndarmbiopsien von Patienten die an Glukose-Galaktose-

Malabsorption erkrankt sind. Ubereinstimmend mit den Befunden in Xenopus Oozyten
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wurde mittels Immunhistochemie an menschlichen Duodenalzotten eine Sequestrierung
von SGLT1 zwischen Zytoplasma und Membran nachgewiesen, wahrend sich in
Kontrollbiopsien von Tréagern der wildtypischen SGLT1 Variante eindeutig die
Membranstandigkeit des Proteins nachweisen liel3 (Wright, 1998; Wright et al., 2011).
Eine Reihe weiterer Glukose-Galaktose-Malabsorption bzw. familiarer Glukosurie-
assoziierter Mutationen in SGLT1 bzw. SGLT2 (darunter R135W, R300S, A304V) filhren
ebenso zu nachweisbaren Defekten im Membraneinbau (Wright et al., 2011). Um
letztlich zu evaluieren, ob die hier untersuchten Mutationen tatséchlich in menschlichen
Gewebe zu Alterationen des Membraneinbaus fihren, missen immunhistochemische

Farbungen an entsprechenden Geweben erganzt werden.
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6.5 Aminosauresequenzen im FASTA-Format

In-silico Translation erfolgte mittels Emboss Transseq (www.ebi.ac.uk/Tools/st/fem-

boss_transeq).
SGLT3

MASTVSPSTI AETPEPPPLS DHIRNAADIS VIVIYFLVVM AVGLWAMLKT NRGTIGGFFL AGRD-
MAWWPM GASLFASNIG SNHYVGLAGT GAASGVATVT FEWTSSVMLL ILGWIFVPIY  IKS-
GVMTMPE YLKKRFGGER LQVYLSILSL FICVVLLISA DIFAGAIFIK LALGLDLYLA IFILLAMTAV YTT-
TGGLASV IYTDTLQTIl MLIGSFILMG FAFNEVGGYE SFTEKYVNAT PSVVEGDNLT ISASCYTPRA
DSFHIFRDAV TGDIPWPGII FGMPITALWY WCTNQVIVQR CLCGKDMSHV KAACIMCAYL KLLPM-
FLMVM PGMISRILYT DMVACVVPSE CVKHCGVDVG CTNYAYPTMV LELMPQGLRG LMLSVMLASL
MSSLTSIFNS ASTLFTIDLY TKMRKQASEK ELLIAGRIFV LLLTVVSIVW VPLVQVSQNG QLIHYTE-
SIS SYLGPPIAAV FVLAIFCKRVY NEQGAFWGLM VGLAMGLIRM ITEFAYGTGS CLAPSNCPKI
ICGVHYLYFS IVLFFGSMLV TLGISLLTKP IPDVHLYRLC WVLRNSTEER IDIDAEEKSQ EETDDG-
VEED YPEK RGCLK KAYDLFCGLQ KGPKLTKEEE EALSKKLTDT SERPSWRTIV NINAILLLAV
VVFIHGYYA

AMS500-SGLT3

MASTVSPSTI AETPEPPPLS DHIRNAADIS VIVIYFLVVM AVGLWAMLKT NRGTIGGFFL AGRD-
MAWWPM GASLFASNIG SNHYVGLAGT GAASGVATVT FEWTSSVMLL ILGWIFVPIY IKSGVMTMPE
YLKKRFGGER LQVYLSILSL FICVVLLISA DIFAGAIFIK LALGLDLYLA IFILLAMTAV YTTTGGLASV
IYTDTLQTH MLIGSFILMG FAFNEVGGYE SFTEKYVNAT PSVVEGDNLT ISASCYTPRA DSF-
HIFRDAV TGDIPWPGII FGMPITALWY WCTNQVIVQR CLCGKDMSHV KAACIMCAYL KLLPM-
FLMVM PGMISRILYT DMVACVVPSE CYVKHCGVDVG CTNYAYPTMV LELMPQGLRG LMLSVMLASL
MSSLTSIFNS ASTLFTIDLY TKMRKQASEK ELLIAGRIFV LLLTVVSIVW VPLVQVSQNG QLIHYTE-
SIS SYLGPPIAAV FVLAIFCKRV  NEQGAFWGLM VGLAMGLIRI TEFAYGTGSC LAPSNCPKII
CGVHYLYFSI VLFFGSMLVT LGISLLTKPI PDVHLYRLCW VLRNSTEERI DIDAEEKSQE ETDDGVE-
EDY PEK RGCLKK AYDLFCGLQK GPKLTKEEEE ALSKKLTDTS ERPSWRTIVN INAILLLAVV
VFIHGYYA

AlI501-SGLT3

MASTVSPSTI AETPEPPPLS DHIRNAADIS VIVIYFLVVM AVGLWAMLKT NRGTIGGFFL AGRD-
MAWWPM GASLFASNIG SNHYVGLAGT GAASGVATVT FEWTSSVMLL ILGWIFVPIYIKSGVMTMPE
YLKKRFGGER LQVYLSILSL FICVVLLISA DIFAGAIFIK LALGLDLYLA IFILLAMTAV YTTTGGLASV
IYTDTLQTH MLIGSFILMG FAFNEVGGYE SFTEKYVNAT PSVVEGDNL TISASCYTPR ADSF-
HIFRDAV TGDIPWPGI FGMPITALWY WCTNQVIVQR CLCGKDMSHV KAACIMCAYL KLLPM-
FLMVM PGMISRILYT DMVACVVPSE CVKHCGVDVG CTNYAYPTMV LELMPQGLRG LMLSVMLASL
MSSLTSIFNS ASTLFTIDLY TKMRKQASEK ELLIAGRIFV LLLTVVSIVW VPLVQVSQNG QLIHYTESIS
SYLGPPIAAV FVLAIFCKRV NEQGAFWGLM VGLAMGLIRM ITEFAYGTGS CLAPSNCPKI
ICGVHYLYFS IVLFFGSMLV TLGISLLTKP IPDVHLYRLC WVLRNSTEER IDIDAEEKSQ EETDDG-
VEED YPEKSRGCLK KAYDLFCGLQ KGPKLTKEEE EALSKKLTDT SERPSWRTIV NINAILLLAV
VVFIHGYYA* TLSEPLE**| ILKKKX

SGLT1

MDSSTWSPKT TAVTRPVETH ELIRNAADIS IIVIYFVWVM AVGLWAMFST NRGTVGGFFL AGRS-
MVWWPI GASLFASNIG SGHFVGLAGT GAASGIAIGG FEWNALVLVV VLGWLFVPIY IKAGVVTMPE
YLRKRFGGQR IQVYLSLLSL LLYIFTKISA DIFSGAIFIN LALGLNLYLA IFLLLAITAL YTITGGLAAV
IYTDTLQTVI MLVGSLILTG FAFHEVGGYD AFMEKYMKAI PTIVSDGNTT FQEKCYTPRA DSF-
HIFRDPL TGDLPWPGFI FGMSILTLWY WCTDQVIVQR CLSAKNMSHV KGGCILCGYL KLMPM-
FIMVM PGMISRILYT EKIACVVPSEC EKYCGTKVGC TNIAYPTLVV ELMPNGLRGL MLSVMLASLM
SSLTSIFNSA STLFTMDIYA KVRKRASEKE LMIAGRLFIL VLIGISIAWY PIVQSAQSGQ LFDYIQSITS
YLGPPIAAVF LLAIFWKRVN EPGAFWGLILG LLIGISRMITE FAYGTGSCME PSNCPTICGV
HYLYFAIILFA ISFITIVVI SLLTKPIPDV HLYRLCWSLRN SKEERIDLDA EEENIQEGPK ETIEIETQVPE
KKKGIFRRAY DLFCGLEQHG APKMTEEEEK AMKMKMTDTSE KPLWRTVLN VNGIILVTVAV
FCHAYFA
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