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Membrantransporter/solute carrier

SLC23-Nukleobasentransport

entschlusselt
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SLC23 family members transport either nucleobases or vitamin C.
While the structure of SLC23 nucleobase transporters is resolved in
high detail, their transport mechanism is not: they have been pro-
posed, but not formally shown, to be proton-coupled symporters. Here,
by establishing the first in vitro transport assay for this protein family,
we demonstrate that a representative member of the SLC23 nucleo-
base transporters operates as a uniporter instead.

DOI: 10.1007/512268-022-1690-0
© Die Autorinnen und Autoren 2022

C 7 1501
E
x 1257 T
=
— & 1004
b
> 751 T
TE
< * 507
£ o5
= h
P . . — 7772
< \as R <k i
£ & % S )
Ny %\S;» &
D 189 e :
—O— Uracil, kein Protein
- 164 —— Uracil
© —{~ Uracil, H .
Be 14- Uracil, H', Na’, W Al
'g .§ ///_'
anEL 12 g
w5 b
22 101 >
@ g m”
E% 8- il
B Eg 2 g
85 of
[T )
. DE 4 7
I
T LA H. v, & © 2/
=2 imN VD= 0F——O0—O0————0
T T T T T T T T T T é é 1!0 1!5 210
=) AT P TR B - B
45 S g Y o g g P P Zeit (sek)

A Abb. 1: Triebkraft des Transports von Uracil durch SLC23-Transporter. A, Struktur der Sub-
stratbindestelle in UraA. B, Konservierung von Aminosauren in der Substratbindestelle von
SLC23-Nukleobasentransportern. Die GréBe des Buchstabens gibt den Grad der Konservierung an
und die Zahlen zeigen die Aminosaurepositionen in UraA an. C, Der Protonophor CCCP vermindert
die Uracil-Transportaktivitat von UraA und SLC23Tx in Escherichia coli-Zellen. D, Transport von
Uracil in SLC23Tx-Proteoliposomen in Anwesenheit verschiedener Gradienten (Uracil, Substrat-
gradient; H*, Protonengradient; Na*, Natriumgradient; ¥, Membranpotential, innen negativ). Die
Datenpunkte stellen Mittelwerte und Standardabweichungen von drei Replikaten dar.
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B Solute carrier transportieren zahlreiche
Metabolite und lonen iiber biologische Mem-
branen, die sonst fiir sie undurchldssig
waren. Diese Transporter erfiillen damit eine
essenzielle biologische Funktion. Proteine
der SLC23-Familie transportieren Nukleo-
basen, die Bausteine von DNA und RNA, und
finden sich in allen Domédnen des Lebens.
Eine Ausnahme sind die Homologe aus hohe-
ren Eukaryoten: Sie transportieren stattdes-
sen Vitamin C.

SLC23-Transporter, deren Funktion bis-
lang untersucht wurde, werden als sekun-
dar aktiv beschrieben, das heiBt, sie kop-
peln die intrazellulare Akkumulation von
Nukleobasen oder Vitamin C gegen deren
Konzentrationsgradienten an den - energe-
tisch begiinstigten — Influx von Protonen
oder Natriumionen. Strukturen von SLC23-
Homologen, die des Uraciltransporters UraA
aus Escherichia coli sowie der von UapA,
einer Xanthin-Permease aus Aspergillus
nidulans, zeigen eine Reihe geladener oder
polarer Reste in der Nahe der Substratbin-
destelle (Abb. 1A, [1, 2]). Aufgrund der star-
ken Konservierung dieser Reste nahm man
an, dass sie zur Protonenkopplung beitra-
gen wiirden (Abb. 1B). Zellbasierte Trans-
portversuche und molekulardynamische
Simulationen deuteten auf eine Bedeutung
dieser Reste fiir den Substrattransport hin,
aber die genaue molekulare Grundlage fiir
gekoppelten Nukleobasen- und Protonen-
transport war bisher nicht bekannt. Wir
wollten deshalb zundchst herausfinden, wie
diese Kopplung in SLC23-Transportern
erreicht wird.

Scheinbarer protonengekoppelter
Transport in vivo

Der Transport von radioaktiv markierten
Nukleobasen in E. coli stellt einen unkompli-
zierten, einfach durchzufiihrenden Aktivi-
tatsassay flir die SLC23-Familie dar. Die Pro-
tonenkopplung in dieser Proteinfamilie wur-
de bislang ausschlieBlich anhand dieser
in vivo-Experimente untersucht. Wie andere
Forschungsgruppen beobachteten auch wir
eine drastische Verringerung des Uracil-
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A Abb. 2: Bedeutung von UPRT fiir die Aufnahme von Uracil in vivo. A, In Escherichia coli wird
aufgenommenes Uracil in UMP umgewandelt. B, UPRT, das vom upp-Gen codiert wird, ist wichtig
fiir die in vivo-Aufnahme von Uracil. Uraciltransport ist im upp-Knockout-Stamm reduziert. C, Die
Zugabe von UMP hemmt die Aufnahme von radioaktivem Uracil nicht, im Gegensatz zur Zugabe
von einem Uberschuss an nicht radioaktivem Uracil. D, Die Aktivitit von UPRT ist pH-abhéngig.
Die Datenpunkte stellen Mittelwerte und Standardabweichungen von drei Replikaten dar.

transports durch UraA nach Zugabe eines
Protonophors, einer Verbindung, die eine
sofortige Aufhebung des physiologischen
Protonengradienten verursacht [3]. Diese
Beobachtung legt nahe, dass der Transport
von Nukleobasen durch SLC23-Proteine pro-
tonenabhdngig ist. Wir sahen eine dhnliche
Verringerung des Transports auch bei einem
neuen SLC23-Homolog aus Thalassospira
xiamenensis, SLC23Tx (Abb. 1C).

In vitro-Transport von Uracil

Im Gegensatz zu UraA konnte gereinigtes
SLC23Tx effizient in Liposomen rekonsti-
tuiert werden, was es uns ermoglichte, die
treibenden Krafte des Transports viel detail-
lierter zu untersuchen als mit einem zell-
basierten Assay. Die meisten Zellen pumpen
Protonen und Natriumionen hinaus, was zu
Konzentrationsgradienten fiihrt, die von
Symportern fiir die Aufnahme von Metaboli-
ten genutzt werden konnen. Der Export von
Kationen aus der Zelle resultiert dariiber
hinaus in einer hoheren Konzentration nega-
tiver Ladungen im Inneren der Zelle, was in

einem negativen Membranpotenzial resul-
tiert, das als zusitzliche Antriebskraft wir-
ken kann.

Beim Anlegen aller drei Gradienten beob-
achteten wir eine robuste Aufnahme von
Uracil in Proteoliposomen von SLC23Tx
(Abb. 1D). Uberraschenderweise aber hatte
das Fehlen des Membranpotenzials, des
Natriumionen- oder des Protonengradienten
keine nennenswerten Auswirkungen auf
die Uraciltransportrate. Es scheint also, dass
der Konzentrationsgradient des Substrats
([Uracil] . > [Uracil], ) die einzige Antriebs-
kraft fiir den Transport ist. Im in vitro-Assay
funktioniert SLC23Tx daher als Uniporter
und nicht als Protonensymporter, wie es der
in vivo-basierte Uraciltransport nahelegte.
Eine wichtige Schlussfolgerung dieser Beob-
achtung ist, dass Uniporter im Gegensatz zu
Symportern ihr Substrat nicht entgegen des
Konzentrationsgradienten akkumulieren
konnen. Der Nettotransport endet, sobald
sich die Konzentrationen des Substrats auf
beiden Seiten der Membran angeglichen
haben (([Uracil] , = [Uracil], ).

out

Eine Erklarung fiir den
protonenabhangigen in vivo-
Transport

Um die unterschiedlichen Beobachtungen
beim Vergleich des Transports in vivo und
in vitro zu erklaren, haben wir das Schicksal
von Uracil nach seiner Aufnahme in die Zelle
untersucht. In E. coli befindet sich das Gen fiir
den Uraciltransporter UraA im selben Operon
wie upp, das fiir die Uracil-Phosphoribosyl-
transferase (UPRT) codiert. Dieses Enzym
katalysiert die intrazellulare Umwandlung
von Uracil in Uridinmonophosphat (UMP)
(Abb. 2A, [4]). Die Aktivitat von UPRT erwies
sich als duBerst wichtig fiir den Transport: In
einem upp-Knockout-Stamm war die Uracil-
aufnahme durch SLC23Tx oder UraA dras-
tisch reduziert (Abb. 2B). Da UMP deutlich
groBer ist als Uracil, untersuchten wir als
nachstes, ob UMP immer noch als Substrat
von SLC23Tx oder UraA erkannt werden wiir-
de. UMP zeigte weder eine Kompetition von
Uracil in Zellen, noch erhohte es die Stabilitat
der beiden Proteine wahrend der hitzebeding-
ten Entfaltung, im Gegensatz zu dem Substrat
Uracil (Abb. 2C). Die Phosphoribosylierung
von Uracil zu UMP, das nicht langer vom
Transporter erkannt wird, ist daher ein effek-
tiver Weg, den Substratgradienten iiber der
Membran aufrecht zu erhalten.

Die obigen Ausfiihrungen erkldren zwar
die Bedeutung von UPRT fiir den Transport
von Uracil in vivo, nicht aber die Relevanz
eines Protonengradienten. In diesem Zusam-
menhang ist von Bedeutung, dass die Zugabe
eines Protonophors nicht nur den Protonen-
gradienten aufhebt, sondern auch den intra-
zellularen pH-Wert so verandert, dass er dem
des externen Mediums entspricht [5]. Auf-
grund des experimentellen Aufbaus des
in vivo-Transportassays fiihrt die Inkubation
der Zellen mit einem Protonophor zu einer
Azidifizierung des Cytoplasmas. Bei der Ana-
lyse des pH-abhdngigen Aktivitatsprofils von
gereinigtem UPRT haben wir festgestellt,
dass das Enzym bei einem pH-Wert unter 7,0
nicht mehr aktiv ist (Abb. 2D). Unsere Daten
deuten daher darauf hin, dass die Wirkung
des Protonophors auf die Uracilaufnahme
in vivo nicht auf die protonengekoppelte Auf-
nahme von Nukleobasen zuriickzufiihren ist,
sondern auf eine Inaktivierung von UPRT bei
niedrigem intrazellulairem pH-Wert [6].

Nukleobasentransporter der SLC23-
Familie sind Uniporter

Anstatt als protonengekoppelte Symporter
arbeiten SLC23-Uracil-Transporter also auch
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in vivo als Uniporter. Die Aufnahme von
Uracil unterliegt nur dem Substratgradien-
ten; der Substratgradient wiederum wird
durch die Entfernung von intrazellularem
Uracil durch dessen Umwandlung in UMP
aufrechterhalten, die von UPRT katalysiert
wird. Friihere Veroffentlichungen iiber die
Funktion von SLC23-Transportern mit unter-
schiedlichen Substratspezifititen deuten
darauf hin, dass nachgeschaltete modifizie-
rende Enzyme auch bei der Aufnahme ande-
rer Nukleobasen, z. B. Adenin und Hypo-
xanthin, eine Rolle spielen konnten [7, 8].
Die Bedeutung dieser nachgeschalteten
Enzyme wurde bisher bei der Untersuchung
der SLC23-Transporteraktivitat weitgehend
vernachlassigt und hat, wie wir exemplarisch
fiir den Transport von Uracil durch SLC23Tx
und UraA zeigen, zu der Interpretation dieser
Transporter als Protonensymporter gefiihrt.
Erst die Etablierung eines in vitro-Transport-
assays, bei dem die Transporterfunktion
ohne die Hintergrundaktivitat anderer Trans-
portproteine und losgelost vom zellularen
Stoffwechsel untersucht werden kann,
ermoglichte die eindeutige Identifizierung
der treibenden Kréfte fiir den Transport von
Nukleobasen durch die SLC23-Familie und
offenbarte deren Funktion als Uniporter. Die-
ser Nachweis von Uniport in SLC23-Pro-
teinen ist ein wichtiger Schritt auf dem Weg
zu einem mechanistischen Verstandnis die-
ser Transporter, das nicht mehr auf die Rele-
vanz einer Protonenbindestelle ausgerichtet

ist.
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