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Translocatie door biologische
membranen: activiteit, structuur en
regulering van transporters.
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De hoofdstukken 2—4 gaan over aminozuur transporters in Saccharomyces
cerevisiae (gist). Natuurlijk voorkomende gist cellen kunnen alle aminozuren de novo
synthetiseren, maar kunnen deze ook actief importeren vanuit de extracellulaire
omgeving. Dit wordt gefaciliteerd door transporters in het plasmamembraan
(PM). Binnen de cel worden aminozuren actief van en naar zowel de vacuole als
mitochondriale matrix getransporteerd. Van alle bekende aminozuur transporters in
§. cerevisiae is bekend, of wordt voorspeld, dat deze secundaire actieve transporters
zijn waarbij opgeloste stoffen met protonen uitwisselen en vice versa. Alleen leden
van de aminozuur transporter familie aanwezig in de plasma membraan van gist zijn
uitgebreid bestudeerd en dit onderzoek is gericht op hun regulering, intracellulaire
transport en betrokkenheid bij signaleringstrajecten. In hoofdstuk 2 bespreek ik
de karakterisatie van basische aminozuur transporters. In hoofdstuk 3 beschrijf
ik de aminozuur-geactiveerde groeiremming van gist cellen die een overexpressie
aan gist aminozuur transporters hebben. In hoofdstuk 4 beschrijf ik een nieuwe
plasmamembraan-associatie module in de C-terminus van gist aminozuur
transporters, waarvan wij geloven dat deze een rol speelt in de intractie met lipiden
en andere eiwitten in het membraan.

In hoofdstuk 6 presenteer ik een studie over een vermoedelijke ABC
(ATP-bindende cassette) transporter. ABC transporters zijn primaire actieve
transporters, die de vrije energie vrijgekomen bij de hydrolyse van ATP gebruiken
voor transport over het membraan. Alle ABC transporters bevatten naast twee
oplosbare ABC modules (ook wel nucleotide-bindende domeinen of NBDs
genoemd), ook twee integrale membraan modules (transmembraan domeinen of
TMDs genoemd). ABC transporters worden verdeeld in vier groepen, gebaseerd
op de architectuur van het complex, de structuur van de TMDs en het type
transport dat plaats vindt. Mede doordat steeds meer ABC transporters worden
gekarakteriseerd, blijkt dat niet alle transporters binnen deze klassieke definities
passen. Sommige transporters bevatten extra domeinen die een rol spelen bij de
catalyse, regulatie of macro moleculaire samenstelling, terwijl andere ABC systemen
significant andere mechanismen, activiteiten en/of samenstelling hebben. BilE, de
transporter die onderzocht wordt in hoofdstuk 6, is interessant, omdat in silico
analyses deze transporter binnen de Type I ABC importer groep plaatst terwijl er
wordt gesuggereerd dat deze export katalyseert.
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Hoofdstuk 2: Expressie van Saccharomyces cerevisiae aminozuur transporters in Pichia
pastoris

In dit hoofdstuk heb ik de expressie van S. cerevisiae transporters in de
heterologe gastheer Pichia pastoris onderzocht, met het uiteindelijke doel om
voldoende hoeveelheden actief eiwit te produceren om iz vitro studies mogelijk
te maken. Op basis van de beschikbaarheid van 3D-structuren is Pichia pastoris de
op één na meest succesvolle expressie gastheer voor de productie van eukaryote
membraan eiwitten. Het meest succesvolle systeem, baculovirus geinfecteerde
insectencellen, is langzamer en duurder dan P, pastoris.

Zeven transporters zijn onderzocht: Lyp1 en Canl,leden van de gist aminozuur
transporter familie die basische aminozuren over het PM transporteren; en Vbal,
-2, -3, -4 en -5 van de vacuolaire basische aminozuur (VBA) familie. Elk eiwit
was fluorescent gelabeld voor subcellulaire lokalisatie en om de optimalisatie van
de expressie- en purificatie protocollen te stroomlijnen. Canl, Lypl, Vbal en
Vba5 bleken veelbelovend. De purificatie van zowel Can1 als Lyp1 was succesvol
in kleinschalige tests, maar vanwege tijdsbeperkingen is alleen met Lyp1 verder
gewerkt.

De P, pastoris SMID1163/Lyp1 celstam, ontwikkeld in hoofdstuk 2, werd
gebruikt om Lyp1 te purificeren voor membraan reconstitutie in lipide vesicles.
Hiermee zijn de in vitro experimenten gedaan die gepubliceerd zijn in Bianchi
et al. [105]. Deze studie onderzocht de bewering dat lysine flux in S. cerevisiae
unidirectioneel is en concludeerde dat de unidirectionele flux te wijten is aan twee
ongewone eigenschappen van Lyp1: (i) asymmetrie tussen de Michaelis constante
van binnen—buiten en buiten—binnen transport; en (ii) een sterke athankelijkheid
van de protonen drijvende kracht, wat resulteert in zeer lage transportsnelheden
wanneer deze kracht laag is. Geen van deze eigenschappen werd waargenomen in

de bacteriéle homoloog LysP.

Hoofdstuk 3: Groeiremming door aminozuren in S. cerevisiae

Aminozuren zijn essentiéle metabolieten, maar kunnen ook giftig zijn
wanneer ze aanwezig zijn in hoge intracellulaire concentraties. Het is gebleken
dat onregelmatige opname door de algemene aminozuur transporter ‘Gapl’,
ervoor zorgt dat §. cerevisiae cellen gevoelig worden voor bijna alle proteinogene
aminozuren. Hier laten we zien dat overexpressie van de transporters Agp1, Bap2,
Canl,Dip5, Gnpl, Lyp1, Put4 en Tat2 ook een groeiremming induceert, wanneer
specifieke aminozuren aanwezig zijn bij concentraties van 0,5—5 mM. We kunnen
nu zeggen dat alle standaard proteinogene aminozuren, evenals de belangrijke
aminozuur metabolieten citrulline en ornithine, groeiremmend zijn voor §. cerevisiae
wanneer hier voldoende van wordt geimporteerd door de cel.

Aminozuurtoxiciteit is dus een algemeen fenomeen en niet specifiek
voor transport, signalering of regulering door en van Gapl. Metingen van
transportsnelheden en de daarmee gepaarde pH veranderingen in het cytosol
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tonen aan dat toxiciteit het gevolg is van de accumulatie van aminozuren en niet
van de import van co-transporterende protonen. De resultaten in dit hoofdstuk
suggereren ook dat de acht bestudeerde transporters een veel bredere substraat
specificiteit hebben dan eerder beschreven, hoewel deze een hogere Michaelis
constante (K.,> 1 mM) hebben voor de nieuwe geidentificeerde substraten. Dit
is experimenteel relevant, omdat standaard gistmedia vaak aminozuren bevatten
in (sub-)mM concentraties, of zelfs hoger wanneer ze als enige koolstof- of
stikstofbron worden gebruikt.

Hoofdstuk 4. Een plasmamembraan assosiatiemodule in gist aminozuur transporters.

Dit hootdstuk, gepubliceerd als Popov—Celeketié et al. [416], identificeert een
nieuw plasma membraan-associatie motief aanwezig in de C-termini van . cerevisiae
aminozuur transporter familie eiwitten. We hebben dit motief gekarakteriseerd
met behulp van een combinatie van in witro, in silico en in vivo methoden. Het
heeft twee a-helices, waarvan één amphipathisch, en een C-terminale F (W/F)
C recks met een Cys-gekoppelde palmitoylgroep. We hebben aangetoond dat de
geisoleerde C-terminus wordt herkend en specifiek gepalmitoyleerd door Pfa4.
Groeitesten met gebruik van ingekorte en volledige eiwitten, suggereren een
negatief-dominante interactie tussen de C-terminus en de rest van het eiwit, wat
de signaalfuncties beinvloedt. Visualisatie studies tonen duidelijke verschillen in
lokalisatie en mobiliteit tussen de C-termini van verschillende transporters. Op
basis van onze resultaten hebben we een model voorgesteld waarin de C-terminus
van gist aminozuur transporters de activiteit van de transporter moduleert door
de associatie met het membraan en specifieke lipiden/domeinen/eiwitten daarin.

Het is al lang bekend dat de C-terminus van . cerevisiae aminozuur transporters
betrokken is bij transport tussen verschillende membraan compartimenten. Omdat
specifieke reeksmotieven nodig zijn in zowel de N- als C-terminus, zijn er theorieén
die zeggen dat er een fysieke interactie bestaat tussen deze twee delen van het eiwit
en dat deze interactie een substraat vormt dat door de ubiquitineringsmachine wordt
herkend. De resultaten in hoofdstuk 4 bieden een mogelijk mechanisme waarmee
deze transporters tussen “herkenbare” en “niet herkenbare” staten kunnen wisselen
tijdens hun transport van en naar verschillende intracellulaire compartimenten. Het
simplistische model zou er één zijn waarin de C-terminus zich in twee posities kan
bevinden: geassocieerd met ofwel (i) het membraan of (ii) de N-terminus en/of
andere cytosolische delen van het eiwit.

Hoofdstuk 6. Kristalstructuur van het substraatbindende domein van Listeria
monocytogenes galweerstandsdeterminant BilE.

BilE is een determinant van galweerstand die een belangrijke rol speelt bij de
kolonisatie van het maagdarmkanaal door Listeria monocytogenes, de veroorzaker van
listeriose. BilE heeft een significante sequentie gelijkenis met ABC importers die
bijdragen aan virulentie en stress reactie door de invoer van quaternaire ammonium
verbindingen die fungeren als compatibele opgeloste stoffen. Experimenten die
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gebruik maken van gerelateerde verbindingen hebben echter geen BilE gemedieerd
transport aangetoond.

Dit hoofdstuk, gepubliceerd als Ruiz ez a/. [424], beschrijft een sequentieanalyse
die suggereert dat BilE waarschijnlijk een type I ABC-importer is. Na expressie
van het vermoedelijke substraat bindende domein (SBD) van BilE, werd de
kristalstructuur opgelost met een resolutie van 1,5 A. Hoewel de algemene vorm
inderdaad kenmerkend is voor SBD’s, varieert de bindingsplaats aanzienlijk ten
opzichte van de goed gekenmerkte homologen ProX uit Archaeoglobus fulgidus en
OpuBC en OpuCC van Bacillus subtilis. Dit suggereert dat BilE een nog onbekende
ligand kan binden. Identificatie van dit natuurlijke substraat kan essentieel zijn
voor het bepalen van de mechanismen waarmee BilE galweerstand bemiddelt.

146



