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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Glutarazidurie Typ 1

Die Glutarazidurie Typ 1 (GA1, OMIM 231670) ist eiangeborene neurometabolische
Erkrankung, die erstmals 1975 von Goodman besdmieburde (Goodman et al.
1975). Die Krankheit wird durch den Defekt des mitondrialen Matrixproteins
Glutaryl-Coenzym-A-Dehydrogenase (GCDH, EC 1.3.p%érvorgerufen. GCDH
stellt ein Schlusselenzym im finalen Abbauweg deridosauren Lysin, Hydroxylysin
und Tryptophan dar und fuhrt bei Aktivitatsverlastr Anh&ufung der pathologischen
Stoffwechselprodukte Glutarylcarnitin, Glutarsay®A) und 3-Hydroxyglutarsdure
(B30OHGA) in Korperflussigkeiten und Geweben betroéfe Patienten. 30OHGA qgilt
dabei als der fur GA1 spezifische Metabolit, daaadere Stoffwechselerkrankungen,
wie z.B. die Multiple-Acyl-CoA-Dehydrogenase-Detnz (MCAD) gibt, die mit einer
erhohten Glutarsaure-Ausscheidung einhergehen ko(@erdon 2006). Die Inzidenz
der Krankheit liegt bei 1:100.000 Neugeborenertt tber in genetisch isolierten
Populationen, wie z.B. der ,,Old Order Amish CommyhiPennsylvania, USA) mit
einer Inzidenz von 1:400 deutlich haufiger auf (Gman 2001; Lindner et al. 2004).

Neugeborene mit GA1 sind mit Ausnahme einer moghiciMakrocephalie klinisch

zunéchst unauffallig. Bleibt die Krankheit unerkaaond unbehandelt, kommt es bei 75-
90 % der Patienten im Rahmen kataboler Situatiomenz.B. fieberhaften Infekten,

Diarrhoe oder Impfungen zu einer sogenannten etepatischen Krise (Baric et al.

2003; Kolker et al. 2006). Diese encephalopatisdfysen treten fast ausschlief3lich in
einem Altersfenster von Geburt bis zum 36. Lebemahauf und fiihren, neben der
weiteren Akkumulation von GA und 30HGA in KdrpedHigkeiten der Patienten, zu
einem irreversiblen Untergang von neuronalen Zetles Corpus Striatum innerhalb
weniger Stunden (Strauss et al. 2003b; Kdlker.e2@06). Das Corpus Striatum ist das
Eingangskerngebiet der Basalganglien und unters&th in Putamen und Nukleus
caudatus. Es stellt die zentrale Schaltstelle geamyramidal-motorischen Systems dar
und leitet eingehende kortikale, motorische Impulsgch Verarbeitung an den
Thalamus weiter. In Folge der Destruktion diesekif@eeils kommt es bei Patienten zu

einer dyston-dyskinetischen Bewegungsstorung mmiglker klinischer Auspragung. In
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bildmorphologischen Untersuchungen konnte der Begder Destruktion beim
Putamen und medial fortschreitend mit dem Nukleasdatus beobachtet werden
(Strauss et al. 2003b; Harting et al. 2009). Beilmingten Dystonie kommt es durch
den Verlust der koordinierten reziproken Hemmung agonistisch und antagonistisch
wirkenden Muskelgruppen zu unwillkiirlichen Musketki@aktionen (Abb. 1.1) bis hin
zum volligen Verlust der Willktirmotorik (Goodman@Q) Strauss et al. 2003a).

Abb. 1.1: Patienten mit Glutarazidurie Typ 1 nach éner encephalopatischen Krise

Betroffene Kinder zeigen nach der akuten encepldikghen Krise eine dyston-dyskinetsiche
Bewegungsstérung in Form von Verkrampfungen der pKrgliedmafRen. In Bild A deutlich am
Durchstrecken des Beines und der Verkrampfung dirdel und in Bild B durch das Abspreizen des
kleinen Zehs und der verkrampften Handhaltung hese

Im Gegensatz zu den ausgepragten korperlichen Werdngen bleiben die
intellektuellen Fahigkeiten der Kinder weitgehertiadten. Nach Abschluss des 36.
Lebensmonats treten encephalopatische Krisen rehr sehr selten auf (Kdlker et al.
2006). GAl-Patienten die keine encephalopatischiseKausbilden, zeigen dennoch
neuroradiologische Veranderungen, die dabei abeihtnimit offensichtlichen
Symptomen einhergehen. Uber 90 % zeigen Erweiterumgr auReren Liquorraume
im Bereich der Sylvischen Fissur (Furche des Gshimie den Scheitel- vom
Schlafenlappen trennt) und rostral der Frontallappesnige zeigen zudem chronische
Subduralergisse. Eine weitere extrastriatale Venamd) zeigt sich bei 50 % der
betroffenen Patienten in Form einer verzogerten IMiggerung der weil3en Substanz
(Hoffmann et al. 1996; Strauss et al. 2003a; Twoetesl. 2003; Harting et al. 2009).

Da die dystone Bewegungsstorung bei GAl-Patientanschwer behandelbar und

nicht therapierbar ist, ist eine frilhzeitige Erkeng und Behandlung der Krankheit vor

Eintreten einer encephalopathischen Krise von gr@d&sleutung. Seit 2006 wird in
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Deutschland flachendeckend das ,erweiterte Neugeleor-Screening” (NBS)
eingesetzt. Die Uber Tandem-Massenspektroskopie/ M} detektierbare Erh6hung
von Glutarylcarnitin im Urin weist auf das Vorliageeiner GA1l hin. Zur
Konfirmationsdiagnostik werden im Anschluss die zfiechen Metabolite GA und
30HGA im Urin Uber Gaschromatographie mit anscldieler massen-
spektrometrischer Analyse (GC/MS) nachgewiesen gudntifiziert (Kdlker et al.
2007). Bei erhohten Konzentrationen der Metaboldalgt die Sequenzierung des
kodierenden GCDH-Gens und die Bestimmung der GCDH-Enzymaktivitat in
Fibroblasten (Kolker et al. 2011). Die prophylakhe Behandlung von GAl-Patienten
basiert derzeit auf einer eiweil3armen Diat beichieeitiger Gabe spezieller Lysin- und
Tryptophan-armer Aminosaure-Mischungen. Das Prindgr Diat besteht in der
reduzierenden Bildung der schadigenden MetabatiteKdrper und damit auch einer
verringerten Konzentration dieser Metabolite im @ekKolker et al. 2011). Zusatzlich
zur Diat erhalten Patienten Carnitin, um einen Marmyrch Verlust von Carnitin, das
durch Konjugation mit GA und 30HGA als Glutaryl-Gam und 3-Hydroxy-
Glutarylcarnitin Gber den Urin ausgeschieden wadszugleichen und parallel den
Korper von den akkumulierenden Metaboliten GA un@H&A zu entgiften
(Muhlhausen et al. 2004; Kolker et al. 2011). Trptaphylaktischer Malinahmen und
eines intensivierten Notfallmanagements in katab&#uationen gelingt es nur bei 80-
90 % der Patienten, den Ausbruch einer encephaopah Krise zu verhinderileue
effektive Ansatze fir alternative Therapien derrgnkung missen daher entwickelt

werden.
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1.2 Glutaryl-Coenzym-A-Dehydrogenase

Das Protein kodierende huma@DH-Gen ist auf Chromosom 19p13.2 lokalisiert,
enthdlt 11 Exone und umfasst 7 Kilobasen (Greenlatrgl. 1994). DasGCDH-
Genprodukt wird als 48 kDa Vorlauferprotein bestehe@us 438 Aminosauren im
Zytoplasma synthetisiert.

Vorlaufer-
Protein

+54

(A=

Cytosol
{VTTEW 1| AuRere
Komplex Membran
LLrL
Intermembran-
raum
"
b
8 B |
i L || Innere
Komplex u"J_"r. ' | Membran
Liril t 1 |
| Matrix
L)

MPP
matures 2@@
Protein >

Abb. 1.2: Import von mitochondrialen Vorlauferproteinen

Der Import von mitochondrialen Vorlauferproteinendie mitochondriale Matrix findet tber Erkennung
und Weiterleitung der N-terminalen Signalsequeneriden TOM-Komplex, TIM23-Komplex und den
Motorkomplex PAM statt. Dabei wird das zuvor ertdgd Vorlauferprotein zunachst von Tom20 und
Tom22 gebunden und an das integrale Membranprofeim40, das den eigentlichen Kanal zur
Translokation Uber die &uBere Mitochondrienmembbidet, weitergeleitet. Nach Eintritt in den
Intermembranraum wird das Vorlaufer-Protein an éinat des TIM23-Komplexes gekoppelt und Uber
die innere Membran weitergeleitet. Tim50 fungieabdi als Rezeptor. Tim23 bildet den Kanal fir die
Translokation in die mitochondriale Matrix und fséir die Bildung des bendtigten Membranpotentials
(AY) zudem transient an Komplexe der Atmungskette gebn. Tim17 stellt die Verknipfung zum
Motorkomplex PAM her, der fir die Bereitstellung rdbenétigten Energie in Form von ATP
verantwortlich ist. Nach erfolgter Translokationnv&CDH in die mitochondriale Matrix wird die
Signalsequenz durch die mitochondriale Prozessiyspeptidase (MPP) abgespalten und die reife
GCDH-Form ausgebildet.

Die N-terminalen 44 Aminosauren dienen als Sigmplsaz fur die Translokation des
Proteins ins Mitochondrium (Abb. 1.2). Die Signajsenz bildet dabei eine positiv
geladene, amphipathisclaeHelix mit hydrophober Oberflache, die von Proteirdes
TOM-Komplexes (,Fanslocase of the_uder Membrane®), TIM23-Komplexes
(,Translocase of thenher_Membrane®) und des Motorkomplexes PAM rgBequence

Translocase-Asociated _Mtor*) erkannt, gebunden und Uber die mitochondnal
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Membranen in die Matrix transloziert werden kanml§A1.2) (Chacinska et al. 2009).
Nach erfolgter Translokation der Vorlaufer-GCDH avidie Signalsequenz durch die
mitochondriale_Pozessierunggptidase, MPP, abgespalten und die reife GCDH-Form
ausgebildet. Das funktionale reife 44 kDa GCDH-€irotiegt als Homotetramer mit je
einem Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) pro Monomeorv/(Fu et al. 2004). Neben der
homotetrameren Struktur konnte in Quervernetzunmm@xenten gezeigt werden, dass
das GCDH-Protein zudem heteromere Komplexe miabgsunidentifizierten Proteinen
eingehen kann (Keyser et al. 2008b). Die biologsc8ignifikanz maoglicher
Interaktionspartner auf die Struktur, Funktion URedgulation des GCDH-Proteins ist
jedoch unklar.

1.2.1 Metabolismus der Aminosauren Lysin, Hydroxylysin urd Tryptophan

GCDH stellt eines von vielen Schlisselenzymen araflveg der Aminoséuren Lysin,
Hydroxylysin, und Tryptophan dar. Lysin und Tryptam sind essentielle,
proteinogene Aminosauren, die im Mitochondrium zce#l-CoA abgebaut werden,
das anschlieRend in den Tricarbonséurezyklus (T@Kug) einflielen kann (Abb.
1.3). Der Stoffwechsel der Aminosduren dient dabler Energiegewinnung und
Bereitstellung von Zwischenprodukten fir die Bidsy@se von Proteinen,
Nukleinsduren und anderen Stoffklassen. Die uber Mahrung aufgenommenen
Aminosauren Lysin und Tryptophan werden hierfir &lrst Gber Transportsysteme
(Y+-System fir die Translokation von Lysin und Lafsportsysteme flur Tryptophan)
in die Zellen aufgenommen und anschlieBend Ubereimander unabhangige
Stoffwechselwege zw-Ketoadipinsaure degradiert (Strauss et al. 2008b¢. a-
Ketoadipinsaure wird ins Mitochondrium transpottiaxnd vom o-Ketoglutarat-
Dehydrogenase-Komplex (OGDC) unter Verwendung veireifn Coenzym A (CoA) zu
Glutaryl-CoA umgesetzt. Die anschlielBende oxidabezarboxylierung von Glutaryl-
CoA zu Crotonyl-CoA, das Uber weitere Enzyme zuefkCoA abgebaut werden
kann, wird von GCDH katalysiert. Das an GCDH gelamald FAD fungiert dabei als
Elektronenakzeptor und leitet diese an das Elektiéfransfer-Flavoprotein (ETF) und
die dazugehérige Dehydrogenase (ETF-DH) weiter. Elektronentransport setzt sich
von hier Uber das Ubichinon des Komplexes Il deméagskette zur oxidativen
Phosphorylierung von Adenosindiphosphat (ADP) zedakintriphosphat (ATP) fort.
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Durch Mutationen hervorgerufene Aktivitatsverlustder GCDH fuhren zur

Beeintrachtigung des Aminosaure-Stoffwechsels uanhits zur Akkumulation von

Glutaryl-CoA. Glutaryl-CoA wird tUber noch nicht dékie Stoffwechselwege zu den
toxischen Metaboliten GA, 30OHGA und Glutarylcamitumgebaut (Liesert et al.
1999).

Hydroxylysin,
Lysin

1
v
Tryptgphan v M

@
CoA  CO,

0
_ — 4
a-KA __>Glutaryl- . _>x Crotonyl-
CoA CoA
Y _
NAD* NADH FAD FADH, lzécsg\yl

H* ADP ETF m
ATP A FADH, TCA-

A H,O %0, +H* ETF- k'US /
/ DH
FAD .
Cl__(Q
CIV cii ol
cytC
H* H+ H+

Abb. 1.3: Schematische Ubersicht des Abbaus von Lips Hydroxylysin und Tryptophan

Der Abbau der essentiellen Aminosauren Lysin, Hygigsin und Tryptophan zur Energiegewinnung
und Bereitstellung von Zwischenprodukten fir di@®Binthese setzt sich aus einer Stoffwechselkette
zusammen, an der mehrere Enzyme beteiligt siAdA: o-Ketoadipinsaure; OGDCua-Ketoglutarat-
Dehydrogenase-Komplex; GCDH: Glutaryl-Coenzym-A-pdiiogenase; ETF: Elektronen-Transfer-
Flavoprotein; ETF-DH: Elektronen-Transfer-FlavomiatDehydrogenase; CI-CIV: Komplexe der
Atmungskette; GA: Glutarsaure; GC: GlutarylcarniB®HGA: 3-Hydroxyglutarsaure.

1.2.2 Mutationen der humanen Glutaryl-Coenzym-A-Dehydrog@ase

Bislang sind bei GAl-Patienten mehr als 150 pathegdutationen de&CDH-Gens

beschrieben worden, die gleichmé&Rig auf dem Geteilterorkommen (Christensen et
al. 2004). Bei den meisten Mutationen handelt els sm ,Missense“-Mutationen, die
durch Austausch von Aminosauren zu einer konfoweatiAnderung des GCDH-

Proteins fihren kodnnen. Neben ,Missense“-Mutationkommen auch Intron-
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Mutationen vor, die ein fehlerhaftes SpleiRen dé&rmRNA bewirken (Greenberg et al.
1995). Die meisten der bislang identifizierten Migaen fuhren zum kompletten
Verlust der enzymatischen GCDH-Aktivitat (Christenst al. 2004).

Um molekulare Konsequenzen von Mutationen besseiclkétzen zu kdnnen, kann es
hilfreich sein, Veranderungen der Proteine aufkstmeller Ebene zu untersuchen. Fu
und Kollegen konnten 2004 das GCDH-Protein kristigiten und somit die 3D-
Struktur ermitteln (Fu et al. 2004). Die monomer€0H-Struktur besteht aus drei
Domanen: 1.) eine aus @Helices bestehende aminoterminalen Doméne (Argd5 b
Glul72), 2.) eine mittlerg-Faltblattdomé&ne (Leul73 bis Pro278) und 3.) eune 4u-
Helices bestehende carboxyterminalen Doméane (Gly#2§9.ys438) (Busquets et al.
2000; Fu et al. 2004). Die Lokalisation des FAD-Blalls konnte zwischen dé
Faltblattdoméane und der carboxyterminalen Domambeergesagt werden.

Fur Aminosauren der carboxyterminalen Domdane wiostyiert, dass sie an der
Oligomerisierung des GCDH-Proteins, sowie an déiuBig des aktiven Zentrums des
Proteins beteiligt sind (Busquets et al. 2000; \Mest et al. 2003; Fu et al. 2004).
Mutationen in diesem Bereich gehen daher meistahgimem kompletten Verlust der
enzymatischen GCDH-Aktivitat einher (Westover et aD03). Ein Verlust der
Enzymaktivitat korreliert dabei mit einer hohen Aciseidung der Metabolite GA und
30OHGA im Urin (> 100 mmol GA/mol Kreatinin). Die arhdufigsten auftretende
Mutation in Europa, p.Arg402Trp, kann zu diesen #&ionen gezéahlt werden
(Christensen et al. 2004). Patienten mit hoher bt@iaAusscheidung werden als
sogenannte ,high excretors® bezeichnet. Die zwédeippe wird von den ,low
excretors” gebildet, die weniger bis gar kein GAIWBOHGA in den Urin ausscheiden
(< 100 mmol GA/mol Kreatinin) und durch eine hohezymatische Restaktivitat
gekennzeichnet sind (Pineda et al. 1998; Busquets 2000; Mihlhausen et al. 2003).
Nur wenige pathogene Mutationen mit einer Restaktivon tUber 5-10 % sind bislang
bekannt. Der erste Patient mit hoher enzymatisdRestaktivitat (20-30 %) war
~compound® heterozygot fur die Mutationen p.Arg22dRind p.Val400Met (Pineda et
al. 1998; Christensen et al. 2004). Die einzige abeke homozygote Mutation,
p.Met263Val, mit einer in Patientenfibroblasten gssenen Restaktivitat von 30 %, ist
in der B-Faltblattdomane des GCDH-Proteins lokalisiert. Beninosaurerest Met263

liegt an der Oberflache des Proteins und sein Agstazu Val fihrt neben der hohen
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GCDH-Restaktivitat zu einem veranderten Oligomerigngsverhalten mit heteromeren
Proteinen (Keyser et al. 2008b). Es wird postyli@aiss die Aminosaure Met263 an der
Interaktion mit GCDH-Bindungspartnern beteiligt . idDie Mutation p.Met263Val
wurde bei einem Madchen mit konsanguinen Elternkigdher Abstammung
identifiziert und fuhrt, trotz der hohen GCDH-Rddiatat in Fibroblasten, zu einem
schweren klinischen Verlauf der GA1 (Muhlhausenakt2003). Wéahrend GCDH-
Enzymaktivitat und biochemischer Phanotyp (Ausstingg von GA und 30HGA) in
Zusammenhang stehen, konnte bislang noch keineslétion zwischen dem Genotyp
und dem klinischen Phénotyp der Krankheit hergikstetrden (Christensen et al.
2004). Ein weiteres Beispiel fur die fehlende Ktatien zwischen Genotyp und
klinischem Phéanotyp wird an Patienten in Bevolkgagruppen deutlich, bei denen
eine bestimmte Mutation mit hoher Haufigkeit audftriwie z.B. die Mutation
p.Ala421Val in der ,,Old Order Amish Community* ireRnsylvania, USA. Obwohl die
Patienten die gleiche Mutation aufweisen, ist daridche Verlauf der Krankheit sehr
variabel und &uf3ert sich sowohl durch milde alshaahwere neurologischen Defizite
(Morton et al. 1991; Biery et al. 1996; Goodmaraletl998). Die fehlende Korrelation
zwischen GCDH-Genotyp und Phanotyp lasst vermutlass bisher unbekannte,
regulatorische Faktoren (,modifier genes”) bzw. tee# Mutationen in anderen Genen
zusatzliche Einflisse auf den Phanotyp haben.

1.3 Mausmodell der GA1

Zum besseren Verstandnis von Pathomechanismendedi€sAl zu Grunde liegen,
sowie fur die Entwicklung rationaler Therapien,est Tiermodell der GA1 notwendig.
Das murineGedhGen ist auf Chromosom 8 lokalisiert und das kahee Protein ist
zu 87 % mit der Aminosauresequenz des humanenifsatentisch (Koeller et al.
1995). Im Jahre 2002 wurde von der Arbeitsgruppe Steven Goodman eine Gcdh-
defiziente Maus (Gedh-Maus) generiert und beschrieben (Koeller et ab220Uber
homologe Rekombination wurde durch Einfligen efix€alaktosidase-Reportergens in
das muringGcdhGen das Leseraster unterbrochen und die erstetofeEdes murinen
GcdhGens deletiert. Die Deletion hat den komplettemlist der Gedh-Aktivitat zur
Folge. Biochemisch zeigen GcMause, ahnlich den GAl-Patienten, hohe

Konzentrationen von GA und 30HGA im Urin, sowie @dehirngewebe (Koeller et al.
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2002). Pathologisch sind bei Gédvausen eine erhohte Zahl an Vakuolen in
kortikalen Neuronen, eine diffuse spongiforme Myepathie im Kortex und Striatum,
sowie nebenbefundlich signifikant vergro3erte Niem beobachten (Koeller et al.
2002; Stellmer et al. 2007). Verhaltensbiologiscarem bis auf diskrete motorische
Defizite bei Gcdh-Mausen im Rotarod-Test keine Unterschiede im \éichl zu
Wildtyp-Mausen festzustellen. Zudem bilden GEMkiuse weder unter basalen
Bedingungen noch durch induzierte StressfaktorenjeKtion von Interferon,
Hungerzustand) eine encephalopathische Krise awss. 2006 konnten Zinannti und
Kollegen durch Applikation einer HochproteindiatRB) bzw. Hochlysindiat (HLD)
eine metabolische Krise bei den Gé#ausen induzieren (Zinnanti et al. 2006). Die
induzierte Krise war bei 28 und 56 Tage alten Mauset einer hohen Sterberate
innerhalb von 7-8 Tagen nach Applikation der HPDrbuaden. HPD-behandelte
Gedh-Mause zeigen eine stéarkere Vakuolisierung von ésorind Striatum als unter
basalen Bedingungen, sowie neuronale DegeneratidrGliose. Gedh-Mause stellen

deshalb ein gutes Modell zur Untersuchung von GAth®&mechanismen dar.

1.4 Pathophysiologische Mechanismen der GAl

Die pathophysiologischen Mechanismen, die der GAmgyrunde liegen und zur
Neurodegeneration fuhren, sind bislang noch nieki&gt. Es wird jedoch postuliert,
dass die akkumulierenden Dicarboxylate GA und 30H G toxische Wirkung haben

und maf3geblich an den neurodegenerativen Verangiemuwher Krankheit beteiligt sind.

1.4.1 Exzitotoxizitat

Aufgrund von Untersuchungen an hippocampalen undtaen Schnittkulturen der
Ratte (Ullrich et al. 1999; Latini et al. 2005),w8e an neuronalen Zellen aus
Huhnerembryonen (Kolker et al. 2001) wurde langet 2en 30OHGA-induzierter,

NMDA-(N-Methyl-D-Aspartat)-Rezeptor-abhangiger netaxischer Mechanismus im
Sinne einer Exzitotoxizitdt postuliert. Unter Exedxizitdt versteht man die
Schadigung der neuronalen Zellen durch tUbermaRigesidrung von glutamatergen
Rezeptoren, zu denen auch der ionotrope NMDA-Rezegihlt (Olney et al. 1969;
Olney 1990; Lynch et al. 2002). Der NMDA-Rezeptardaigandenabhangig tber den

Agonisten Glutamat und spannungsabhangig tber Bioekade mit M§'-lonen im
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Rezeptorkanal reguliert. Durch erhdhte Glutamatkatrationen im synaptischen Spalt
oder durch zellularen Energiemangel, der als seken&olge eine Depolarisation der
Zelle bewirkt und die Blockade der Kfglonen ldsen kann, kénnen NMDA-Rezeptoren
dauerhaft aktiviert werden. Dabei kommt es zu eitilserhhten Einstrom von €an
die Zelle und in Folge zum Anschwellen der Zellewe zur postsynaptischen
Vakuolisierung, die auch in Neuronen von GAl-Pd&an beschrieben wurden
(Goodman et al. 1977). Ein weiterer Effekt erhoh@#f'-Konzentrationen ist die
Inhibierung der ATP-Synthase, die Aktivierung de©{$ynthase und eine erhdhte
Bildung von ROS (reaktive Sauerstoffspezies), éieténdlich zur Apoptose der Zellen
fihren konnen (Lipton et al. 1993; Olney 1993). druhd der strukturellen Ahnlichkeit
von GA und 30OHGA mit Glutamat wurde postuliert, sl@shdhte Konzentrationen der
Metabolite im Gehirn zur dauerhaften Erregung déiDM\-Rezeptoren beitragen.
Patch-Clamp-Untersuchungen an HEK293-Zellen zeigéame schwache, direkte
Bindung von 30HGA an NMDA-Rezeptoren (Kolker et 2002a). Dagegen schlossen
Studien an Froschoocyten eine Aktivierung von NMBAzeptoren Uber eine direkte
Bindung von GA und 30HGA aus (Ullrich et al. 1929nd et al. 2004). Es wurde eine
indirekte Aktivierung der NMDA-Rezeptoren durch Ila&ren Energiemangel
postuliert. Reduzierte Konzentrationen der wichtigenergiereichen Substrate
Kreatinphosphat und ATP in Schnittkulturen des &diirns, nach Inkubation mit
30HGA unterstitzen dabei diese These (Ullrich e1299).

Die beschriebeneim vitro Experimente wurden jedoch alle an Zellen mit iteak
GCDH und unter Zugabe von hohen GA- und 30HGA-Kotrationen (bis zu
10 mM) durchgefuhrt, sodass die physiologische \Rele der Experimente fraglich ist,
da die gemessene Konzentration der Metabolite inhirGevon GcdH-Mausen

lediglich ca. 0,5 mM GA und 0,038 mM 30HGA entspti¢Koeller et al. 2002).
Darlber hinaus fiihrte die Behandlung mit 3OHGA oAk nur in 40 % der

kultivierten Zellen zur Apoptose, was in anderend®&n nicht reproduziert werden
konnte (Freudenberg et al. 2004; Lund et al. 2004¢. neuronale Degeneration im

Striatum bei GAl-Patienten lasst sich somit durghitetoxizitat alleine nicht erklaren.

Zudem muss es auch weitere NMDA-unabhangige pagisopbgische Mechanismen
geben, da 30HGA vitro ebenfalls die Integritat von Endothelzellen baéittigt und

zu einer erniedrigten Expression von VE-Cadherinera Bestandteil der ,Adherens
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Junctions®, fuhren kann (Muhlhausen et al. 2006). Die assdeii&rweiterung der
BlutgefalRe kann Einblutungen bedingen, die die stdddn Hamatome, die bei einigen
Patienten beobachtet werden, erklaren konnte (Miiiskn et al. 2006). Diege vitro
Effekte von 30HGA beeinflussen jedoch nicht die démpeabilitait der Blut-
Hirnschranke (BHS)in vivo, wie durch Injektion von ®H]-markierter 30HGA in
Gedh-Mausen wahrend der induzierten encephalopatisdfise gezeigt werden
konnte. Die neurotoxischen Wirkungen werden dahen endogen im Hirn
synthetisierten GA und 30OHGA vermittelt (Mihlhaussral. 2006; Sauer et al. 2006;
Keyser et al. 2008a).

1.4.2 Reduzierter Energiemetabolismus

Als weiterer moglicher Pathomechanismus, der deramalen Degeneration bei GAl
zugrunde liegen konnte, wird ein zellularer Mangel energiereichen Verbindungen
postuliert. Die Hypothese beruht hauptsachlich aBkefunden reduzierter
Konzentrationen von Kreatinphosphat und ATP inikidtten Hirnschnitten, die mit
30HGA inkubiert wurden, sowie auf einer signifikantReduktion des ATP-Spiegels
im Cortex von Gcdh-Mausen wahrend Diat-induzierter metabolischer érigUlIrich

et al. 1999; Zinnanti et al. 2006; Zinnanti et2407).

Zellularer Energiemangel konnte in Folge mitochaaddr Dysfunktion auf Stérungen

in der Atmungskette, dep-Oxidation von Fettsauren oder auf Storungen des
Tricarbonsaure-(TCA)-Zyklus  zurtickgefuhrt werden.nzfmatische Aktivitats-
untersuchungen an Gewebehomogenaten von Wildtyg- Gedi -Mausen zeigten
jedoch keine signifikanten Unterschiede in den Klaxen |-V der Atmungskette und
ebenfalls keine Unterschiede in dgeOxidation von Fettsauren (Sauer et al. 2005). Es
konnte jedoch eine Inhibierung des-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplexes
(OGDC), sowie eine leichte Inhibierung des Pyrughigirogenase-Komplexes (PDHc)
und der Citratsynthase, die alle Komponenten de#\-Zg¢klus darstellen, durch

Glutaryl-CoA nachgewiesen werden (Sauer et al. 2005

Neuronale Zellen bendtigen neben der eigentlicherP-8ynthese, TCA-Zyklus-
Intermediate, insbesondere-Ketoglutarat, fur die Synthese der Neurotransmitte
Glutamat und GABA +-Aminobuttersdure). Entnahme und Nachschub von

Intermediaten des TCA-Zyklus unterliegen dabei mindynamischen Gleichgewicht,
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sodass abgezogene Substrate, wiHKetoglutarat, wieder nachsynthetisiert oder
substituiert werden missen (Anaplerose). Dies gelstin den meisten Zelltypen tber
die Pyruvatcarboxylase, die Pyruvat zu Oxalacetasaizt, das in den TCA-Zyklus
zurtuckflie3t. Neurone weisen jedoch im Vergleich &strozyten nur eine geringe
Pyruvatcarboxylase-Aktivitat auf (Hassel et al. @00Zur Aufrechterhaltung des
Energiemetabolismus und der Synthese von Neuromigiesn sind neuronale Zellen
daher auf eine konstante Versorgung von TCA-Zykhisermediaten durch Astrozyten
(anaplerotischer Transfer) angewiesen (Hertz 2G07; Jitrapakdee et al. 2008). Uber
die Transporter, die am anaplerotischen TransfeiDdgarbonsauren beteiligt sind, ist
bislang nur wenig bekannt. Fir die Aufnahme von T8Alus-Intermediaten in
Neurone und Astrozyten wird die Beteiligung der *fdahangigen Dicarboxylat-
Transporter NaC2 und NaC3 postuliert (Pajor et 28101; Yodoya et al. 2006).
Messungen der Glutamat-, GABA- und Glutamin-Koneaidnen in Hirngewebe von
Gedh-Mausen wahrend induzierter metabolischer Krisenigter, dass die
Konzentrationen von Glutamat und GABA gegenubenwigdtyp-Maus um die Halfte
reduziert vorlagen. Glutamin, das vornehmlich vdie£&llen gebildet wird, war um
24 % reduziert (Zinnanti et al. 2007). Die Datenutda auf eine Storung des
Energiemetabolismus, insbesondere der neuronalbenZe Gcd-Mausen hin. Der
NaC3-Transporter kann ebenfalls die Dicarboxylate ®dd 30OHGA in Tubuluszellen
der Niere mit hoher Affinitat transportieren. Esrdel daher postuliert, dass hohe GA-
und 30HGA-Konzentrationen im Gehirn, wahrend meliabber Krisen uber
kompetitive Inhibition die Versorgung neuronaler li&e mit TCA-Zyklus-
Intermediaten storen kdnnen (Muhlhausen et al. 2008



Zielsetzung 13

2. Zielsetzung

Die Glutarazidurie Typl (GAl) ist eine angeboren@eurodegenerative
Stoffwechselkrankheit, die durch Mutationen im roftondrialen Matrixprotein
Glutaryl-Coenzym-A-Dehydrogenase (GCDH) hervorgenufwird. GCDH ist am
Katabolismus der Aminosauren Lysin, Hydroxylysinduhryptophan beteiligt. Durch
Mutationen hervorgerufene Enzymdefekte der GCDH ilk@n eine Anhaufung der
Metabolite Glutarsdure (GA) und 3-Hydroxyglutargdu(30OHGA) in Kadrper-
flussigkeiten und Geweben der GAl-Patienten. Im nkah kataboler Situationen
kénnen betroffene Patienten encephalopatische iKasesbilden, in deren Folge es zu
einem irreversiblen Untergang von Neuronen im &t kommt. Die
Pathomechanismen, die der spezifischen neuronagégerigration zu Grunde liegen,
sind noch unklar. Es wird postuliert, dass GA un@H&A zur Stdérung des
Energiehaushaltes neuronaler Zellen beitragen. @é 30HGA werden (iber Na
abhangige Dicarboxylat- (NaC) oder organische Aflicensporter (OAT) transportiert.
Fur NaC-Transporter ist ebenfalls bekannt, dassasieanaplerotischen Transfer von
Intermediaten des Tricarbonsaurezyklus (TCA) zwesclAstrozyten und Neuronen

beteiligt sind.

Anhand kultivierter Astrozyten und Neurone aus Wid und GCDH-defizienten
Mausen sollte im ersten Teil der Arbeit geklart desr, ob die Metabolite GA und
30HGA mit dem Transporter-abhangigen anaplerotisch@nsfer von TCA-Zyklus-
Intermediaten interferieren und somit zu einer @igrdes TCA-Zyklus und in Folge zu

einem Energiemangel in neuronalen Zellen beitragen.

Der zweite Teil der Arbeit befasst sich mit der Arsa ausgewahlter Mutationen, die an
der Oberflache des GCDH-Proteins lokalisiert simislang sind mehr als 150
verschiedene pathogene Mutationen bekannt, wobking keine Korrelation zwischen
Genotyp und Phéanotyp der Krankheit hergestellt ereikbnnte. Ein Beispiel hierfur ist
die an der Oberflache lokalisierte Mutation p.M&6él, die eine hohe enzymatische
Restaktivitat von 30 % aufweist aber einen schwefeankheitsverlauf bei einem
betroffenen Patienten auslOste. In Voruntersuchurzggyte die Mutation im Vergleich

zum Wildtyp-Protein reduzierte heteromere Komplékinigen mit unbekannten
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Proteinen. Die Analyse weiterer Oberflachenmutaionn raumlicher N&ahe von
Met263 in Bezug auf Synthese, Enzymaktivitat, stricddle Proteinveranderungen und
Interaktion mit anderen Proteinen soll zur Klaruey Regulation der GCDH-AKktivitét
beitragen. Insbesondere soll die Wechselwirkung Wildtyp- und mutanter GCDH
mit den UntereinheiteaETF undBETF des Elektronen-Transfer-Flavoproteins durch

verschiedene vitro undin vivo Verfahren untersucht werden.

Desweiteren sollen mit Hilfe einer GCDH-Affinititsomatographie mit
anschlielBender massenspektrometrischer Analyse Ingraktionspartner der GCDH

identifiziert und analysiert werden.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

[*“C]-Succinat Movarek Biochemicals, Brea
California, USA
3-Hydroxyglutarsaure (30HGA) Synthetisiert von PdfThiem,

Institut fur org. Chemie, Hamburg

4’ 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
3-(N-Morpholino)-Propansulfonsaure (MOPS)
Affi-Gel 10

Acrylamid

Agar

Agarose
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin

Beta-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

BS’

BSA (bovine serum albumin)
Calciumchlorid (CaG)
Carbenicillin

Chloramphenicol

Chloroform

Coomassie blue
Diethylpyrokarbonat (DEPC)
Digitonin

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat (béPOy)
Diphenyloxazol (PPO)
Dithiotreitol (DTT)
DNA-Standard, 1 kb-Ladder
DNA-Standard, 100 bp-Ladder
dNTP-Set (ultrapure)
Essigsaure

Ethanol

Roth, Karlsruhe
Roth, IKarhe
Bio-Rad, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen

Pierce, Bonn
Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Amersham, Freiburg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
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Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Formaldehyd

Glukose

Glutarsaure (GA)
Glutathion-Agarose

Glycerin

Glycin

Hefeextrakt

Imidazol

Isopropanol
Isopropyl$-D-thiogalactopyranosid (IPTG)
Kalium-Acetat

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KiRQy)
Kanamycin

Lubrol

Luminol

Magnesiumchlorid (MgG)
Magnesiumsulfat (MgSg)

Mannitol

Methanol

Milchpulver

Mowiol

N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-ethansulfonséure

(HEPES)
Natrium-Acetat

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (NaPOy)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat(NaHGO
Natriumhydroxid (NaOH)
Ni-NTA-Agarose

Nonidet 40

Paraformaldehyd (PFA)
p-Cumarinsaure

p-Formaldehyd

Poly-L-Lysin

Sigma-Aldrich, Minchen
Roth, Karlgruh
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
J.T. Baker, Griesheim
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
MP Biomedicals, Solon, USA
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Hoechst, Frankfurt a.M.
Roth, Ksruhe
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
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Protein G Sepharose

Rainbow"-coloured Protein-Standard

Rinderserumalbumin (BSA)
Saccharose

Salzséaure (HCI)

Saponin

Succinat
Tissue-Solubilizer (Solvable™)
Tricin

TriReagent®

Tris

Triton X-100

Tween-20
Wasserstoffperoxid ($D.)

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Cellophanfolie
Dialyseschlauch (Visking 8/32)
Deckglaser

Einmalkivetten
Einwegmaterial fur Zellkultur
Einweg-Schaber
Filmkassetten
Filterschwdmme
Gel-Glasplatten
Gewebekulturflaschen, -schalen
Immersionsol 518 C

Kanulen

Kryoréhrchen

Linsenpapier MN 10 B
Mobitec-Séaulen (2,5 ml, 5 ml)
Objekttrager

Protran™ Nitrocellulosemembran
Pipettenspitzen
Reaktionsgefalie
Rontgenfilme

Sensor Chip CM5

Skalpelle

Spritzen

GE Healthcare, Miinchen
Amersham, Freiburg
Serva, Heidelberg
J.T. Baker, Griesheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Perkin-Elmer, USA
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Pitz Folien, TaunussteinD
Roth, Karlsruhe
Glaswarenfabrik Karl Heckt KG
Plastibrand, Wertheim
BD Falcon, Heidelberg
Sarstedt, NUmbrecht
Rego, Augsburg
Amersham
Amersham
Sarstedt, Nimbrecht
Zeiss, Oberkochen
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Nunc, Wiesbaden
Zeiss, Oberkochen
Mobitec, Gottingen
Engelbrecht, Kassel
Whatman GmbH, Dassel
Sarstedt, NUmbrecht
Sarstedt, NUmbrecht
Kodak, Stuttgart
GE Healthcare, Miinchen
Braun, Melsungen
Braun, Melsungen
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Sterilfilter

StripegDeckel fur Real-Time PCR

Szintillationsréhrchen
Teflonkdamme
UV-Klvetten
Whatman-Papier

3.1.3 Arbeitsgerate

VWR, Darmstadt
Applied Biosystems, Daads
Perkin-Elmer, Waltham ,USA
Hoefer, Holliston, USA
Eppendorf, Hamburg
Whatman GmbH, Dassel

Gerét Typ Firma

Absaugpumpe Miniport SMT

Autoklav 3850 EL Systec, Wettenberg

BlAcore 3000 GE Healthcare, Miinchen

Blockthermostat Rotilabo H250 Roth, Karlsruhe
TM130-6 HLC, Bovenden

B—Szintillations-Counter B—Counter LS3801 Beckman Counter, Krefeld

Chemi Doc XRS Imager Bio-Rad, Miinchen

Douncer 5 ml Volumen Wheaton, USA

Drehrad Rotator Neolab, Heidelberg

Eismaschine AF 10 Scotsman, Herborn

Elektrophoresekammer

Entwicklermaschine
Geltrockner
Horizontalschiittler
Inkubationsschrank

Inkubationsschuttler
Kryo-Einfriergerat
Magnetrihrer
Mikroskope

Mikrowelle
pH-Meter
Photometer
Pipetten
Pipettierhilfe
Sterilbank

Agagel Midi Wide
SE600
Curix 60
GelAir Dryer
Rocky
C@nkubator
Gasboy C20A
Innova CO-170
Innova 4230
Nalgene™ Cryo 1°C
MSH-basic
Leica DM IRE2
Axiovert 25
Promicro
MP220
BioPhotometer

Pipetus
Herasafe
Gelaire

Biometra, Bgen
Hoefer, Holliston, USA
Agfa, Leverkusen
Bio-Rad, Miinchen
Frobel Labortechnik,
Sanyo, Bad Nenndorf
Labotect, Wiesbaden
New Brunswick Scientific,
New Brunswick 8tifie,
Nalgene, Ra$ki Danemark
IKA-Werke, Staufen
Leica, Wetzlar
Zeiss, Gottingen
Whirlpool, Stuttgart
Mettler Toledo, Giessen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Hirschmann, Eberstadt
Heraeus, Hanau
Flow Laboratories, USA
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Stickstoff-Einfriertank
Thermocycler

Transferkammer
Ultraschallgerat

Ultra Turrax
UV-Transilluminator
Vortex

Waagen

Wasserbad
Zentrifugen

3.1.4 Kits und Assays

Bio-Rad Protein Assay

Airpege 55

Tpersonal

Real-Time, MX3000P"

Mastercycler, Gradient
TE62 & TE22
Sonopuls HD60

Dremél
Darkroom Evo Il
Genie 2

AC100
BP2100 S

c 10

Centrifuge 5418
Speed Vac®
Centrifuge 5415R
Centrifuge 5804 R
Minifuge RF
MC6 Centrifuge

Sorvall Discovery M120

Gene Jét" RNA Purification Kit
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
pcDNA™GatewayDirectional TOPO

Expression Kit

QIAquick® gel Extraction Kit (50)

QIAplasmid® Midi Kit
QIAplasmid® Mini Kit

QIAquick® PCR Purification Kit (50)
RNeasy® Mini Kit (250)

QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit

TagMan® Gene Expression Assay

Air Liquide, Dfsldorf
Biometra, Géttingen
Stratagene, USA
Eppendorf, Hamburg
Hoefer, Holliston, USA
Bandelin Electronic
GmbH & Co KG, Berlin
BioSpec Products, USA
Raytest, Stimnhardt
Scientific Industries,
Mettler Toledo, Giessen
Sartorius, Gottingen
Schutt Labortechnik,
Eppendorf, Hamburg
Savant
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau
Sarstedt, Nimbrecht
Kendro Laboratory Products,

Bio-Rad, Minchen
Thermo Scientific, St Leon-Ro
AppliBiosystem, Darmstadt
Invitrogen, Karslruhe

QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
Stratag@nesterdam Niederlande
Applied Biosystenmi3tadt
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3.1.5 Enzyme

DNase |

Papain
Pfu-Turbd"-Polymerase
Protease-Inhibitor-Cocktail
Proteinase K

FastDigest Restriktionsenzyme
TagDNA-Polymerase

3.1.6 Plasmide und Vektoren

pcDNA3.1/V5-His-TOPO
pcDNA3.1D/V5-His-TOPO
pcDNAG6.2/V5/GW/D-TOPO
pET-28a(+)

pGEX-4T-2
pcDNA3.1-LC3-GFP
pcDNA3-MCFD2-YFP1
pcDNA3-MCFD2-YFP2
pcDNAG6.2-pGCDH
PcDNAG6.2-pGCDH-myc
pCRIl-alpha-ETF
pCRIl-beta-ETF

pGroESL

3.1.7 Bakterienstamme

Escherichia coli

Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Stratagene, USA
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Thermo Scientific, St Leon-Rot
Amersham, Freiburg

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

GE Healthcare, Minchen
Galiciotti G., eigene Arbeitsgrepp
Hauri H., Basel
Hauri H., Basel

Keyser B., eigene Arbeitsgruppe
Keyser B., eigene Arbeitsgruppe
Bross P., Arhus
Bross P., Arhus

Gersting S., Miinchen

TOP 10F Rifr, F’', proAB, laclgz_M15, Tnl0, Tetr iirogen, Karslruhe
BL21 B F dcm ompT hsdS £r mg™) gal Merck, Darmstadt
BL 21 (DE3) B F dcm ompT hsdS £f mg”) galA(DE3) Merck, Darmstadt
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3.1.8 Maus- und Zelllinien

GAC57BI6 Prof. D.M. Koeller, Portland, USA
GA129SVJ Prof. D.M. Koeller, Portland, USA
GAexp Geziichtet in der Tierhaltung des UKE
C57BI6/J10 Charles River, Kéln

Baby hamster kidney cellBHK)
Menschliche Cervixkarzinomzellen (HeLa)
Priméare Astrozyten

Primare Neurone

man die fur die Versuche verwendeten GAexp-Tierelen F-Generation (,Hybrid-

vigour“-Kreuzungsverfahren)

3.1.9 Medien und Zuséatze

3.1.9.1 Medien zur Anzucht von Bakterien

Luria-Bertani-Medium (LB-Medium):

Prof. von Figura, Géttingen
ATCC, Rodky USA
Eigene Herstellung
Eigene Herstellung
" Durch Kreuzung heterozygoter Tiere der MauslinieG5&BI6 und GA129SVJ, erhalt

10 g/l Bacto-Trigm;

5 g/l Bacto-Hefeextrakt;
8 g/l NaCl;
pH= 7,2 mit NaOH

Vor Gebrauch erfolgte die Zugabe von AntibiotikurhOQ pg/ml Carbenicillin;
50 pg/ml Kanamyecin, 30 pg/ml Chloramphenicol). Hig Herstellung von Festmedien

erfolgte die Zugabe von 15 g/L Agar.

3.1.9.2 Medien und Zusatze fiur die Zellkultur

Cytarabin-Hydrochlorid (AraC)
B27-Supplement

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
Fotales Kélberserum (FKS)

Glutamat

GlutaMax™

jetPEM Transfektions-Reagenz
Lipofectamin™2000

Minimum Essential Medium (MEM)
Neurobasalmedium A

Optimem®-1 + GlutaMax™

Phosphate Buffered Saline (PBS (10X; 100mM))

Sigma-Aldrich, Minchen
Invitrogen, Karlsruhe
GIBCO/BREggenstein
PAA, Osterreich
Sigma-Aldrich, Miinchen
GIBCO/BRL, Eggenstein
PEQLAB, Erlangen
Invitrogen, Karlsruhe
GIBCO/BRL, Eggenstein
GIBCO/BRL, Eggenstein
GIBCO/BRL, Eggenstein
GIBCO/BRL, Eggenstein
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Penicillin/Streptomycin
Pferdeserum
Trypsin/EDTA

3.1.10 Antikorper

3.1.10.1Primére Antikorper

GIBCO/BRL, Eggenstein
GIBCO/BRL, Eggenstein
GIBCO/BRL, Eggenstein

Name/Antigen Spezies Anwendung Referenz

o DLST Maus WB 1:50( Sigme-Aldrich, Minchel

o ETFalpha Kaninchen WB 1:1000 Sigma-Aldrich, Minthe

o ETFbeta Kaninchen WB 1:1000 Abcam, Cambridge, UK

o GCDH Kaninchen WB 1:5000 Dr. M. Woontner, DenvégA
IF 1:500

o GFAP Kaninchen IF 1:250 Dako, Glostrup, Danemark

o GFP Maus WB 1:1000 Roche, Mannheim

a His Maus WB 1:500 Dianova, Hamburg

o LC3 Kaninchen WB 1:200 Abgent, San Diego, USA

o MNSOD Kaninchen WB 1:1000 Upstate, USA

o NeuN Maus IF 1:50 Millipore, Schwalbach

3.1.10.2Sekundare und fluoreszenzmarkierte Antikérper

Name/Antigen Anwendung Referenz

Ziegea Kaninchen IgG HRP WB 1:5000 Dianova, Hamburg
Ziegea Maus WB 1:2000 Dianova, Hamburg
Ziegeo Kaninchen Alexa Fluor 488 IF 1:400 Invitrogen, lsauhe
Ziegeo Maus Alexa Fluor 546 IF 1:400 Invitrogen, Karlseuh

3.1.11 Software

Software:

Adobe Photoshop 7.0
Biacore 3000 BlAevaluation 4.1

Biacore 3000 Control Software 4.1

Clone Manager 9
Leica Confocal Software 2.61

Microsoft Office Standard Edition 2007

Quantity One 2.61
MxPro 4.6.1

Adobe Systems, Minchen
GE Healthcare, Minchen
GE Healthcarenthign
Sci-Ed, Cary, USA
Leica, Wetzlar
Microsofte@mond, USA
Bio-Rad, Miinchen
Stratagene, Amsterdam, Niederlande
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Online-Programme/Datenbanken:

BLAST http:www.ncbi.nlm.nih.ov/blast/Blast.cgi
MASCOT http://www.matrixscience.com

NCBI Datenbanken http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Pymol http://www.pymol.org/

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Isolierung von genomischer DNA

Lysispuffer: 100 mM Tris/HCI pH 7,4

5mM EDTA

200 mM NaCl
Genomische DNA wurde zur Genotypisierung der Mause Schwanzspitzen-Biopsien
isoliert. Die Schwanzspitzen wurden hierfir mit 500Lysispuffer, 15 pl SDS (10 %)
und 20 pl Proteinase K-Stocklosung (10 mg/ml inigysffer) versetzt und U.N. bei
56 °C unter Schitteln inkubiert. Unverdaute RegtB.(Haare) wurden fir 5 min bei
14.000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurdeiimneues ReaktionsgefaR tberfiihrt
und durch vorsichtiges Schwenken mit 500 pl Isoangb vermischt. Dies fuhrte zum
Ausféllen der DNA, die sich nach erneutem Zentiigogn flr 5 min bei 14.000 rpm als
weiRes Pellet festsetzte. Der Uberstand wurde chitigi abgegossen und das Pellet
zweimal mit 500 ul Ethanol (70 %) und anschlieRemd&ntrifugieren fir 15 min bei
14.000 rpm gewaschen. Die gut abgetropften Pellatslen fur 15 min bei 37 °C zum
Trocknen in den Brutschrank gestellt und danactO pl dBO fir 1 h bei 37 °C unter

Schitteln geldst.

3.2.2 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Jede Restriktionsendonuklease besitzt ihre spelzdig€rkennungsstelle (Sequenz) auf
einem DNA-Strang, den sie genau dort durchtrenné DNA-Restriktionsspaltung
dient sowohl als Vorbereitung von Vektoren und cDRmgmenten zur
anschlieBenden Ligation als auch zur Kontrollarealysreits klonierter Konstrukte. In
dieser Arbeit wurden zur Spaltung von DNA ,Fast &itf-Restriktionsenzyme
(Fermentas) verwendet. Gemall den Angaben des Hasstevurde 1 pl Enzym

eingesetzt, um 1 ug DNA in 5 min bei 37 °C im ,Fagjest“-Puffer zu schneiden.
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3.2.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Mit Restriktionsenzymen geschnittene DNA-Fragmeégienen mit Hilfe des Enzyms
Ligase Uber eine Phosphodiesterbindung zwischeB'dé¢ydroxylgruppe des einen und
der 5'-Phosphatgruppe des anderen DNA-Fragmentaiygit werden. Mit dieser
Methode werden z.B. gezielt cONA-Fragmente in Vedointegriert. Hierfur wurden
100 ng Vektor und ein 3- bis 5-facher Uberschus€@NA eingesetzt und bei 4 °C
U.N. mit der T4-Ligase inkubiert.
Ligationsansatz: 100 ng Vektor-DNA

x LI DNA-Fragment (3-5 molarer Uberschuss)

1 pl 10 x T4-Ligase-Puffer

1 pl T4-DNA-Ligase

mit dHO auf 10ul auffillen

3.2.3.1 Praparation chemisch-kompetentelk. coli Zellen

CaCb-Losung: 60 mM CaGl

15 % Glycerol

10 mM Pipes

2 M NaOH pH 7,0
5 ml einerE. coli Ubernachtkultur wurden in 500 ml LB-Medium bei 3C unter
Schitteln (220 rpm) bis zu einer Dichte & von 0,35 angezichtet. Die
Bakterienkultur wurde fur 10 min auf Eis abgekuhitd anschliel3end bei 4 °C fir
15 min und 3.000 rpm zentrifugiert. Das Bakteridigbewurde in 20 ml eiskalter
CaCb-Losung resuspendiert und erneut unter gleicheningadgen wie zuvor
zentrifugiert. Nach wiederholtem Resuspendieren6imml eiskalter CaGiLosung,
wurde die Bakteriensuspension in 100 ul aliquqtierflissigem Stickstoff eingefroren

und anschlie3end bei -80 °C gelagert.

3.2.4 Transformation von Bakterien

Fur die Transformation von DNA wurden 100 pl charhikompetentds. coli Zellen

auf Eis aufgetaut und mit 2-5 pl des Ligationsarestvermischt. Es erfolgte eine
Inkubation fir 20—-30 min auf Eis mit anschlieRendditzeschock bei 42 °C fur 1 min.
Die Bakteriensuspension wurde mit 250 ul LB-Medivensetzt und fir 1 h bei 37 °C
im Brutschrank unter Schutteln (220 rpm) inkubiddanach wurden 50-100 pl des

Transformationsansatzes auf LB-Agarplatten mit pmetshendem Antibiotikum
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ausgestrichen und U.N. bei 37 °C inkubiert. Am stmh Morgen wurden einzelne
Kolonien gepickt und in 5 ml LB-Medium mit Antibi&um angeimpft. Die Vorkultur
konnte zur Plasmidisolierung mit anschliel3endertkadinestriktion und Sequenzierung

sowie zur Herstellung von Glycerinkulturen verwengerden.

3.2.5 Isolierung von Plasmid-DNA

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurde entweder d&eneJet! Plasmid Miniprep
Kit“ (bis 20 pg DNA) oder das ,,QIAfilter Plasmid Mi Kit* (bis zu 100 pg DNA) nach

Herstellerangaben verwendet.

3.2.6 DNA-Sequenzierung

DNA-Proben wurden von der Firma ,Seqglab® (Sequehedoratories, Gottingen)

sequenziert.

Sequenzierungs-Ansatz: 0,6 pug Plasmid
20 pmol Primer
mit dHO auf 7 pl auffullen

3.2.7 Agarose-Gelelektrophorese

TAE-Puffer: 40 mM Tris-Base
20 mM Essigsaure
2 mM EDTA

DNA-Ladepuffer: 40 % Saccharose
1 mM EDTA

0,25 % Bromphenolblau

Die Agarosegelelektrophorese wurde in horizontal&iektrophoresekammern
durchgefuhrt. Fur die Trennung der DNA-Fragmenteden Gele verwendet, fur die
0,8-1,5 % (w/v) Agarose in TAE-Puffer aufgekocht rdet Nach Abkihlen auf
ca. 55 °C wurde die Agaroseldésung mit Ethidiumbmersetzt (Endkonzentration
0,5 pg/ml). Der TAE-Puffer wurde ebenfalls als Lauffer verwendet, mit dem die
Gele in den Kammern uberschichtet wurden. Die sdgkioretische Auftrennung fand
bei 100-120 V statt. Die Detektion der DNA-Fragneeetfolgte unter UV-Licht.
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3.2.8 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Fur die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agaroksgevurde das ,MinElute Gel
Extraction Kit* eingesetzt. Die entsprechenden EBemdvurden aus dem Agarosegel

geschnitten und nach Angaben des Herstellers hestrbe

3.2.9 DNA-Amplifizierung mittels Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) beruht aufereinmmer wiederkehrenden
Zyklus aus drei Schritten: der Denaturierung des ABDbppelstranges, der
Hybridisierung von Oligonukleotid-Primern an komplentare DNA-Abschnitte und
der Synthese des DNA-Stranges mit Hilfe einer tlustabilen DNA-Polymerase. Die
Dauer der DNA-Synthese variierte in Abhangigkeitnvaler Lange des zu
amplifizierenden DNA-Fragments. Die Hybridisierutegaperatur wurde je nach
Spezifitat der Primer ausgewahlt (Abschnitt 8). AIDNA-Template diente
genomische DNA aus Schwanzspitzen oder Plasmid-ONA.Amplifikation erfolgte
in einem Thermocycler unter Mitfihrung einer Nega€ontrolle ohne ,Template*.
Ansatz Taqg-PCR: 50 ng ,,.DNA-Template*

2 pl dNTP-Mix (10 mM)

je 2,5 pl 3’'und 5" Primer (10 pM)

5 ul 10 x PCR Reaktionspuffer

1 pl Tag-Polymerase (5 U/ul)

mit dHO auf 50 ul aufftllen

3.2.10 Quick Change Mutagenese

Die in dieser Arbeit beschrieben&CDH-Mutationen wurden mittels ,Quick Change
Site-Directed Mutagenesis Kitiach Angaben des Herstellers in die cDNA humaner
GCDH eingebracht. Eine Tabelle der erstellten Miglan sowie die hierfir

verwendeten Primer befinden sich im Anhang (Abgti®)i

3.2.11 RNA-Isolierung

Zur RNA-Isolierung wurden 6 cm-Kulturschalen mikawyontischen Zellen einmal mit
eiskaltem PBS gewaschen und mit 1 ml ,TriReaQeftir 5 min bei RT inkubiert.
Daraufhin wurden die Zellen abgeschabt und in eirfeBh ml Reaktionsgefall mit

200 pl Chloroform unter 15-sekiindigem Vortexen \eadmt. Es erfolgte eine weitere
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Inkubation bei RT fur 5 min mit anschlieender Zémgation fur 15 min bei

14.000 rpm und 4 °C. Hierbei bildeten sich zweiblase Phasen, die durch eine
weildliche Interphase getrennt wurden. Die obere ARRNthaltende Phase wurde
vorsichtig abgenommen, ohne dabei die Interphaséeriihren und in ein neues
Reaktionsgefald Uberfuhrt. Nach Zugabe eines Volsntghanol (70 %) wurde eine
Séaule aus dem ,Genel&tRNA Purification Kit* mit dem Gemisch beladen, déule

nach Herstellerangaben gewaschen und die RNA ellar Quantitat der RNA wurde

photometrisch und die Qualitat durch AuftrennungAgarosegel Gberpruft.

3.2.12 Quantitative Real-time PCR

Fur die quantitative Real-time PCR wurde zunachBtARmit Hilfe der Reversen
Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Fir die cDNAtBese wurde das ,High

Capacity cDNA Reverse Transcription Kitach Angaben des Herstellers verwendet.

Die Real-time PCR ist eine PCR-Methode, bei derresdth der exponentiellen Phase
der PCR die Menge der amplifizierten cDNA-ProdukteEchtzeit gemessen werden
kann. Die Messung der Produktzunahme erfolgt hiedt@rungsfrei anhand von
Fluoreszenzsignalen. In dieser Arbeit wurden fig Rieal-time PCR der ,TagM&n
Gene Expression Assay” mit speziellen ,TagMan“-Samderwendet (Abschnitt 8).
Diese Oligonukleotide sind 5 -terminal mit einempReerfluorophor und 3"-terminal
mit einem Quencher markiert. Wahrend der Verlanggreines Primers trifft die
»1ag“-DNA-Polymerase auf die Sonde, die durch dieanukleolytische Aktivitat des
Enzyms hydrolysiert wird, sodass das Reporterflpbon raumlich vom Quencher
getrennt wird und nach Anregung fluorometrisch gesea werden kann. Die
gemessene Fluoreszenz bleibt wahrend der erstenZgkl&n zunachst aufgrund der
zu gering amplifizierten Produktmengen unverédndartler exponentiellen Phase wird
dann der sogenannte ,cycle of thresho(€t-Wert) ermittelt. Dieser definiert den
Zyklus der PCR, bei dem erstmals ein exponentielastieg des PCR-Produktes
auftritt. Die weitere Auswertung der relativen RNAsantifizierung erfolgte nach der
244¢T_Methode (Livak et al. 2001), bei der die Differenischen dem Ct-Wert des zu
untersuchenden Gens und einem Kontrollgeapdhoderp-Actin) gebildet wurde. Die
relative Expression2: wurde aus dem Vergleich von Wildtyp- u@tdhdefizienten

Zellen ermittelt.
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Dabei gilt: ACt = Ctsen— Cizapdhund A(ACt) = ACtGcdhdefiziente zeller ACtwildtyp-Zellen.
Fur die Auswertung wurde die relative ExpressionKtmntrollzellen gleich 1 gesetzt.

Die Real-time PCR erfolgte in 20 pl Ansatzen miiplikaten. Die Fluoreszenzen
wurden mit dem Fluoreszenzdetektor MX308b@uantifiziert.
Ansatz Real-time PCR: 10 tagMarf 2 x Universal PCR Master Mix

7 ul dHO

1 ulTagMar? Gene Expression Assay

2 1l cDNA

PCR: 95 °C 10 min
95 °C 30 sec

? 40 Zyklen
60 °C 1 min

3.3 Zellbiologische Methoden

3.3.1 Kultivierung von Zelllinien

Die Zellen wurden in wassergesattigter Atmosphatens % CQ bei 37 °C kultiviert.
Alle drei Tage wurden die Zellen passagiert. Verletda Medien und Lésungen wurden
auf 37 °C vorgewarmt. Fir die Kultivierung von BHKmd Hela-Zellen wurde
DMEM + GlutaMaxX™ + 10 % FKS und Penicillin/Streptomycin verwendet.

3.3.2 Trypsinieren von Zelllinien

Da das im Medium enthaltene FKS die Wirkung von pBig inhibiert, wurden

konfluente Zellen zunéchst mit PBS gewaschen usdhdie3end fir 5 min mit 0,05 %
(W/v) Trypsin-EDTA-L6sung bei 37 °C bis zum Ablosater adhéarenten Zellen
inkubiert. Die Trypsinierung wurde durch Zugabe Wi{S-haltigem Medium gestoppt.
Die Zellen wurden durch mehrfaches Auf- und Absaugét der Pipette vereinzelt und

in der gewilinschten Dichte ausgesét.

3.3.3 Gefrierkonservierung und Revitalisierung von Zellen

Zur Kryoasservierung wurden trypsinierte Zellen iBKS-haltigem Medium
aufgenommen und fir 5 min bei 3.300 rpm sedimentisiach Absaugen des
Uberstandes wurden die Zellen in 3 ml (bei ein@n6Kulturschale) Einfriermedium
(DMEM + 10 % DMSO + 10 % FKS) aufgenommen und iry&hrchen Uberfiihrt.
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Die Zellen wurden bei -80 °C in einem ,Nalgéli€ryo 1 °C Freezing Container
eingefroren und nach 24 h in flissigen Stickstb#rfiihrt.

Zur Revitalisierung wurden die Kryorohrchen fir innbei RT angewarmt und die
Zellsuspension in 5 ml kaltem Medium aufgenommeie. Z&llen wurden fir 5 min bei
3.300 rpm sedimentiert und der Uberstand abgesangthlieRend wurden die Zellen
in 10 ml warmen Medium resuspendiert und in einékdkurflasche tberfuhrt. Am

nachsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel, um abgeste Zellen und DMSO-Reste

Zu entfernen.

3.3.4 Transfektion von Zellen

Zur Transfektion adharenter Zellen wurde das jetPHiransfektionsreagenz nach
Herstellerangaben verwendet. Fir die Transfektiomrden Zellen bis zu einer
Konfluenz von 80 — 90 % Kkultiviert und je nach GedB8er Kulturschale mit einer
definierten Menge an vektorieller DNA transfiziert.

Tab. 3.1: Ubersicht des Verhaltnisses von zu transfiziere@i¢A und jetPEI™, bezogen auf die GroRe
der verwendeten Kulturschalen

Kulturschale DNA jetPEI™
10 cm 10 ug 20 pl
6 cm 5,0 ug 10 pl
12-well 2,0 ug 4 ul

24-well 1,0 ug 2 ul
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3.3.5 Isolierung und Kultivierung primérer Zellen

3.3.5.1 Isolierung primarer Astrozyten

Hank’s gepufferte Salzlosung (HBSS): 1 mM MgCl
5,5 mM Glukose
137 mM NacCl
5,4 mM KCI
0,4 mM KHPO,
2,7 mM NaHPO*2 H,0O
4,2 mM NaHC®Q
0,8 mM MgSQ
1,7 mM CacCl

Astrozytare Zellen-Medium: DMEM

10 % FKS

0,6 % Glucose

25 mM NaHCQ

200 nM Glutamin

50 U/ml Penicillin

50 pg/ml Streptomycin
Zellkulturplatten wurden mit Poly-L-Lysin (0,1 mglmbeschichtet und bis zur
Verwendung bei RT inkubiert. Vor dem Ausséen deiediewurden die Platten noch

einmal mit PBS gewaschen.

Fur die Kultivierung von priméren Astrozyten wurdans neugeborenen Mausen (PO-
P2) Hirne herausprapariert und die Hirnhaute inekalHBSS entfernt. Anschliel3end
wurden die Hirne in kleine Stiicke geschnitten, im 5 ml Reaktionsgefal® tberfihrt
und 3 x mit eiskaltem HBSS gewaschen. Die Hirnstiwkirden in 5 ml angewarmtes
Medium aufgenommen und mit Hilfe einer Pasteur-&ehomogenisiert. Die
Zellsuspension wurde durch unterschiedliche Filemoranen (Porengrof3e 180 pum,
140 pum und 30 um) in der Reihenfolge abnehmendemigo(3e filtriert. Anschliel3end
wurden die Zellen gezéhlt und mit einer Dichte vbrx 10 Zellen/cnf ausplattiert.
Nach 24 h fand der erste Mediumwechsel statt, veeiddedienwechsel folgten im
Abstand von 2-3 Tagen. Die sich anschlieBenden fiirpate wurden nach 7 Tagen

Kultivierung durchgefihrt.
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3.3.5.2 Isolierung primarer neuronaler Zellen

Papain-Losung (5 ml): 10 mM PBS
10 mM Glukose
50ul DNase |
2,5 mg Papain

Ausplattiermedium: 0,6 % Glukose
10 % Pferdeserum
in MEM

Neurobasalmedium 1: 2 % B27

0,5 mM GlutaMax™
20 U/ml Penicillin
20ug/ml Streptomycin
25uM Glutamat

Neurobasalmedium 2: 2 % B27

0,5 mM GlutaMax™
20 U/ml Penicillin
20ug/ml Streptomycin
10uM AraC

Neurobasalmedium 3: 2 % B27

0,5 mM GlutaMax™
20 U/ml Penicillin
20ug/ml Streptomycin

Zellkulturplatten wurden mit Poly-L-Lysin (0,5 mglmbeschichtet und bis zur
Verwendung bei RT inkubiert. Vor dem Ausséen deiediewurden die Platten noch

einmal mit PBS gewaschen.

Fur die Kultivierung priméarer Neurone wurden ausigeborenen Mausen (P0-P1)
Hirne herausprapariert und von den Cortice-Halftee Hirnhdute in kaltem HBSS
entfernt. Anschlie3end wurden die Cortices in Fapain-Losung fur 30 min bei 37 °C
unter Schutteln inkubiert. Nach Absaugen der Loswagden die Zellen 3 x mit 5 ml
warmen Ausplattiermedium gewaschen. Die Zellen eardurch Resuspendieren in
2 ml Ausplattiermedium vereinzelt, gezahlt und daisiert. Fir 3,5 cm-Kulturschalen
wurden 2,4 x 18 Zellen und fiir 12-well Kulturschalen 4 x’1Rellen ausplattiert. 2-3 h
spater wurde das Medium gegen Neurobasalmediums@etauscht. Nach weiteren
3 Tagen wurde die Halfte des Mediums abgenommengegen Neurobasalmedium 2

ersetzt. Nach weiteren 3-4 Tagen wurde wieder diktéides Mediums abgenommen
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und die gleiche Menge Neurobasalmedium 3 zugegdlaoh 10 Tagen waren die
Neurone ausdifferenziert und die Experimente wudlachgefihrt.

3.3.6 Indirekte Immunfluoreszens-Analyse (IFA)

Fur die IFA wurden Zellen auf sterilen Deckglaschdie zuvor mit Poly-L-Lysin
(0,1 mg/ml) inkubiert worden waren, in 12-well-Zellturschalen ausplattiert.

Tab. 3.2: Ubersicht der optimalen Zelldichte der unterscliken Zelltypen fir die IFA

Zellart Zelldichte
BHK 5x 10
HelLa 5x 10
primére Neurone 2x 10
primére Astrozyten 3,8x16

Nach dem Anwachsen der Zellen wurden sie 3 x mi B@Bwaschen, mit 500 pl 4 %
PFA fir 15 min bei RT fixiert und erneut 3 x mit 8Bjewaschen. Anschliel3end
erfolgte die Permeabilisierung der Zellen mit 0,1T¥#ton-X-100 in PBS fur 5 min.
Durch Inkubation der Zellen in PBS mit 2 % BSA flirh wurden unspezifische
Antikorperbindungsstellen blockiert. Die Deckgléschwurden auf einen Streifen
Parafilm gelegt und mit 200 Antikérperlésung in der entsprechenden Verdinnmng
PBS mit 2 % BSA entweder fir 2 h bei RT, oder (bBi.4 °C inkubiert. Im Anschluss
wurden die Zellen 3 x mit PBS gewaschen. Die Bimgpuer fluoreszenzfarbstoff-
gekoppelten Sekundarantikérper erfolgte in PBS 2ntto BSA fur 1 h bei RT unter
Lichtausschluss. Danach wurden die Zellen wieder @it PBS gewaschen und mit
einer DAPI-Lésung (Verdinnung 1:1000) fur 5 min ubkert. Nach letztmaligem
Waschen mit 3 x PBS und 1 x mit gl wurden die Deckglaser mit Eindeckmedium
(Mowiol) auf einem Objekttrager fixiert und U.N. ibeRT getrocknet. Die
fluoreszenzmarkierten Zellen wurden am Laser-Scéaddkop (Vergréf3erung: 63X,
Leica DMIRE2) untersucht. Bei Doppel-Immunfluoreszanalysen erfolgte nach
Einzelaufnahme der Fluoreszenz-Signale eine Ubamag der digitalen Bilder (Adobe
Photoshop Software).
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3.3.7 [*C]-Succinat Aufnahme in primare Zellen

Transportpuffer: 25 mM HEPES / Tris pH 7,4
140 mM NacCl
5,4 mM KClI
1,8 mM CaCl
0,8 mM MgSQ
5 mM Glukose

Aufnahme-Puffer: 300 pl Transportpuffer

0,1 pCi**C-Succinat

2 mM entsprechende Substanz
Fur die fC]-Succinat-Aufnahme wurden primére Astrozyten ddearone in 12-well-
Zellkulturschalen ausplattiert. Nach einmaligem Wen der Zellen mit
Transportpuffer, wurden diese fur 10 min mit denfriinme-Puffer bei 37 °C und 5 %
CO, unter Schwenken inkubiert. Der Aufnahme-Puffer veuatischlie3end entfernt und
3 x grundlich mit Transportpuffer gewaschen. Didlede wurden in 300 ul 0,2 M
NaOH lysiert, wovon 50 ul fir die Bestimmung demteémkonzentration und die
restlichen 250 pl nach Zugabe von 2 ml Szintillagitlissigkeit zur Messung der

Radioaktivitat in einen-Szintillations-Counter eingesetzt wurden.

3.3.8 [**C]-Succinat Efflux aus primaren Zellen

Astrozyten und Neurone wurden wie zuvor unter PuhBt7 beschrieben in 12-well-
Zellkulturschalen kultiviert und fur 20 min mit derAufnahme-Puffer inkubiert.
Anschlie3end wurden die Zellen 1 x mit Transporfipufewaschen und fur bestimmte
Efflux-Zeiten (von 0-30 min) in 300 pl Transportfarferneut bei 37 °C und 5 % GO
unter Schwenken inkubiert. Danach wurde der Tramgpfier gegen 300 pl 0,2 M
NaOH-L6sung ausgetauscht, um die Zellen zu lysiei2ie Radioaktivitat wurde
sowohl im Zelllysat als auch im Transportpufferamem p-Szintillations-Counter in

Abhangigkeit zur Proteinkonzentration bestimmt.
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3.3.9 BS*-Quervernetzung

Bindungspuffer: 100 mM HEPES pH: 7,6

120 mM NacCl

1,8 mM MgSQ

5 mM KCI

8 mM Glukose

0,25% (w/v) Saponin

1 % (w/v) Triton X 100
Stop-Ldsung: 1MTrispH 7,4
BHK-Zellen wurden auf 6 cm-Kulturschalen ausgesit transfiziert. Nach 3-maligem
Waschen der Zellen mit PBS wurden diese in 1 ml BBgeschabt und fur 10 min bei
4°C und 2.300 rpm zentrifugiert. Das Pellet wurithe 100 pl Bindungspuffer
resuspendiert und fr 10 min inkubiert. Nach ereedtminutiger Zentrifugation bei
3.300 rpm wurde der Uberstand auf zwei Reaktiosgiefaufgeteilt, wovon die eine
Halfte mit 200 pM des ,Crosslinkers* BSversetzt wurde. BSist ein homo-
bifunktionaler ,Crosslinker”, der Gber reaktiwehydroxysulfosuccinimid-(NHS)-Ester
primére Aminogruppen von Proteinen in einem Abstaod 11,4 A miteinander
verbindet. Die Vernetzung wurde nach 30 min Inkidraauf Eis mit Zugabe von 10 pl
der Stop-Losung beendet und die Proben in einer-BBSE aufgetrennt und Uber

Western Blot analysiert.

3.4 Biochemische Methoden

3.4.1 Proteinkonzentrationsbestimmung

Proteinkonzentrationen wurden mit dem ,Bio-Rad @rotAssay”bestimmt. Fur die
Proteinbestimmung wurden 5-10 pl Proteinprobe aead und mit dBD auf 800 ul
aufgeflllt. AnschlieRend wurde zu jeder Probe 200 ,Bio-Rad“ Reagenz
hinzugegeben. Die Extinktion der Proben wurde pietoisch bei 595 nm erfasst und
die Proteinkonzentration mit Hilfe einer BSA-Eichgden (0-20 pg) ermittelt.

3.4.2 Herstellung von Zell-Homogenaten

Transient transfizierte BHK- oder HeLa-Zellen wurd®4 h nach Transfektion 3 x mit
PBS gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellenmnl PBS abgeschabt und durch
eine 5-minutige Zentrifugation bei 3.300 rpm undCl pelletiert. Die Zellen wurden
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10 min auf Eis lysiert (Lyse in: PBS + 0,2 % Tritgrl00 + 1 x Protease-Inhibitor-
Cocktail) und anschliel3end Zellkerne und Membraargés 10 min bei 13.000 rpm und
4 °C abzentrifugiert. AnschlieBend wurde vom Ulsrdt die Proteinkonzentration
bestimmt (Punkt 3.4.1).

3.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Sammelgel: 4 % Acrylamid
0,1 M Tris/HCI (pH 6,8)
0,1 % SDS
0,1 % APS
0,1 % TEMED

Trenngel: 10 % Acrylamid
0,375 M Tris/HCI (pH 8.8)
0,1 % SDS
0,016 % APS
0,08 % TEMED

Solubilisierungspuffer (2x) 250 mM Tris/HCI (pH3%
2 % SDS
20 % Glycerin
Coomassie® Blue G
(reduzierend: + 20 mM DTT)

Anodenpuffer: 25 mM Tris/HCI, pH 8,6
192 mM Glycin

Kathodenpuffer: 25 mM Tris/HCI, pH 8,6
192 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS
Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinefolgte nach ihrer Grof3e mittels
diskontinuierlicher SDS-Polyacrylamid-Gelelektroptge (SDS-PAGE).

Die Auftrennung in grof3en Gelen erfolgte bei RT &&dmA/Gel fiir ca. 2 h. Proteine
in Mini-Gelen wurden zunachst bis zum Erreichenldmrffront des Trenngels bei 85 V
und anschliel3end fur weitere 45 min bei 180 V aunéyt.
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3.4.4 Tris/Tricin-Gele

Sammelgel: 4 % Acrylamid
0,7 M Tris/HCI (pH 8,45)
0,3 % SDS
0,04 % APS
0,16 % TEMED

Trenngel: 10 % Acrylamid
1 M Tris/HCI (pH 8,45)
0,1 % SDS
1 % Glycerin
0,025 % APS
0,07 % TEMED

Solubilisierungspuffer (2x) 125 mM Tris/HCI (pH39
1 % SDS
10 % Glycerin
CoomassieBlue R

Anodenpuffer: 200 mM Tris/HCI, pH 8,9
Kathodenpuffer: 100 mM Tris-Base

100 mM Tricin

0,1 % SDS

Um eine besonders hohe elektrophoretische Auftregruon Proteinen zu erreichen,

wurden Tris-Tricin-Gele (Schagger et al. 1987) vamdet.

3.4.5 Western Blot Analyse

Transferpuffer: 25 mM Tris
192 mM Glycin
20 % Methanol

Blockpuffer: 1 x PBS
0,2 % Tween 20
5 % Milchpulver

Waschpuffer: 1 x PBS
0,1 % Tween 20
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.Enhanced Chemilumineszenz” (ECL):

Lésung 1: 2,7 mM Luminol
0,44 mM p-Cumarinsaure
100 mM Tris/HCI (pH 8,5)

L6sung 2: 1Qul 30 % KO,
0,1 mM Tris/HCI (pH 8,5)

Zur Immundetektion von Proteinen wurden die Probaoh ihrer Auftrennung durch
SDS-PAGE im Western-Blot-Verfahren auf eine Nitlbdese-Membran transferiert.
Der Transfer von Proteinen aus grof3en Gelen wund2 h bei 900 mA, der von Mini-
Gelen fir 1 h bei 400 mA in einer Elektroblot-Appar mit Transferpuffer
durchgefihrt. Nach dem Transfer wurde die Nitradeie-Membran unter
kontinuierlicher Bewegung auf einer Wippe inkuhiettinachst wurden unspezifische
Antigenbindungsstellen fiir 1 h in Blockpuffer gewgfit Dann folgte eine Inkubation
mit einem entsprechenden Priméarantikorper (verdimrBlockpuffer) G.N. bei 4° C
oder bei RT fur 2 h. AnschlieBend wurde die Memk8arn 10 min mit Waschpuffer
gespult. Es folgten eine 1-stiindige Inkubation miRP-konjugiertem
Sekundarantikorper (verdunnt in Blockpuffer) unch enveiterer Waschschritt fur
3 x 10 min. Die verwendeten Primarantikbrper unde ifWerdinnungen sind in

Abschnitt 3.1.5 angegeben.

Zur Detektion der Banden wurden je 5 ml der Losinopnd Losung 2 der ECL in einem
Verhéltnis von 1:1 gemischt und 1 min auf der Meanbinkubiert. Anschliel3end wurde
die Membran zwischen zwei Klarsichtfolien positiemiund entweder ein Réntgenfilm
aufgelegt, der nach geeigneter Expositionszeit iekelt wurde, oder die Signale

wurden mit einer ChemiDoc-Kamera detektiert.

Durch ,Strippen“ der Nitrocellulose-Membran konneire gebundenen Antikorper-
komplexe von der Membran entfernt werden und det Bhnn fir die Immundetektion
eines weiteren Proteins eingesetzt werden. ZumEin wurde die Membran 2 x 5 min
mit dH,O gewaschen, dann 5 min mit 0,2 M NaOH inkubiertd wanschlielend
nochmals 2 x 5 min mit dd gewaschen. Nach dieser Behandlung konnte die
Membran beginnend mit der Blockierung zur weitelemmundetektion eingesetzt

werden.
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3.4.6 Farbung von Polyacrylamid-Gelen mit Coomassie-Losum

Coomassie-Farbeldsung: 0,25 % Coomé&sBlau R
45 % Ethanol
10 % Essigsaure
45 % dHO

Coomassie-Entfarbelosung: 50 % Methanol

10 % Essigsaure

40 % dHO
Zur Detektion aufgereinigter Proteine (Punkt 3.4Murden die aufgetrennten
Proteinbanden im Polyacrylamidgel in Coomassie-&ladung fir mindestens 30 min
bei RT unter leichtem Schutteln gefarbt. Zum Ausskas Uberschissiger Farbe wurde
das Gel mehrmals fur etwa 30 min in der Entfarneigsgeschwenkt, wobei diese
wiederholt ausgetauscht wurde. Zur Digitalisierungden die Gele eingescannt.

3.4.7 Affinitdtschromatographische Aufreinigung von Fusiansproteinen

3.4.7.1 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen aus. coli

GST-Lysispuffer: PBS
1 % Triton X100
20 pg/ml DNase
2 mg/ml Lysozym
1 x Protease-Inhibitor-Cocktail

GST-Elutionspuffer 1: 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
10 mM reduziertes Glutathion

GST-Elutionspuffer 2: 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
50 mM reduziertes Glutathion

Die GST-Fusionskonstrukte im Vektor pGEX4T_2 wurdiernlenE. coli Stamm BL21
transformiert. Einzelne Kolonien wurden in 6 ml Medium mit Ampicillin G.N.
angeimpft. Die weitere Kultivierung erfolgte in 4@ Medium bei 37 °C bis zu einer
ODesoovon 0,5-0,6. Die Expression der GST-Fusionsprotainede durch Zugabe von
0,5 mM IPTG induziert und die Kultur fur weitere43h bei 37 °C inkubiert. Danach
wurden die Zellen fir 15 min bei 4.000 rpm pellgtiend in 10 ml eiskaltem GST-
Lysispuffer resuspendiert. Der anschlielende Zsitdluss erfolgte durch

2 x 3 Ultraschallpulse im Eisbad von je 30 sek, @&alach den ersten drei Pulsen die
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Proben fir 30 min auf Eis gelagert wurden. Nacht@egation (15 min, 7.300 rpm,

4°C) wurde der Uberstand mit den I6slichen ProteiiadN. unter leichtem Rotieren mit
200 pl Glutathion-Agarose bei 4 °C inkubiert. Diegakose mit den Uber GST-
Glutathion gebundenen Proteinen wurde bei 3.300 fidim5 min sedimentiert.

Anschlie3end folgten drei Waschschritte fur 5 men RT auf dem Drehrad mit jeweils
5 ml Lysispuffer, um unspezifische Protein-Bindumg®l verhindern. Die Elution der
GST-Fusionsproteine erfolgte fir 15 min auf demHhpae bei RT mit 2 x 500 pl GST-
Elutionspuffer 1 und 1 x 500 ul GST-Elutionspuftaer Zwischen jedem Wasch- und
Elutionsschritt wurde die Agarose bei 3.300 rpm fiirmin pelletiert und in den
entsprechenden Volumina wieder aufgenommen. Dialfedi der Protein-Aufreinigung

wurde in einer SDS-PAGE mit anschlie3ender Cooradsaibung kontrolliert.

3.4.7.2 Aufreinigung von His-Fusionsproteinen au<. coli

His-Lysispuffer: 50 mM NabkPQO,, pH7,8
500 mM NacCl
10 mM Imidazol
2 mg/ml Lysozym
20 pg/ml DNase
1 % TritonX100
1 x Protease-Inhibitor-Cocktail

His-Waschpuffer: 50 mM NagR Oy, pH 7,8
500 mM NaCl
40 mM Imidazol
His-Elutionspuffer: 50 mM NaPOy, pH 7,8
500 mM NacCl

500 mM Imidazol

1 x Protease-Inhibitor-Cocktall
Die His-Fusionskonstrukte im Vektor pET28a(+) wurden den E. coli Stamm
BL21(DE3) transformiert. Die Kultivierung wurde wister Punkt 3.4.7.1 beschrieben
durchgefuhrt, mit Ausnahme des verwendeten Aniiaiots (hier Kanamycin). Danach
wurden die Zellen fur 15 min bei 7.000 rpm pellgtiend in 10 ml eiskaltem His-
Lysispuffer resuspendiert. Der Zellaufschluss etmlauch wie unter Punkt 3.4.7.1
beschrieben. Der Uberstand mit den loslichen Preteiwurde mit 200 pl Ni-NTA-
Agarose fur 3—4 h unter leichtem Rotieren bei 4irikubiert und auf eine Mobitec-
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Saule Uberfuhrt. Nach 3-maligem Waschen der Saitlé ml His-Waschpuffer wurden
die His-Fusionsproteine mit 3 x 1 ml His-Elutionffipu von der Saule geldst und die
Reinheit mittels SDS-PAGE und anschliel3ender Codsmbung Uberprft.

3.4.7.3 Protein-Liganden-Affinitatschromatographie mittels Affi-Gel 10

Waschpuffer: 50 mM Hepes, pH 7,5
120 mM NacCl
5 mM KCI
Elutionspuffer: 50 mM Hepes, pH 7,5
5 mM KCI

250 mM (E1), 500 mM (E2), 750 mM (E3),

1 M (E4) oder 1,5 M (E5) NaCl
Affi-Gel 10 besitzt N-Hydroxy-succinimide-(NHS)-Estan einem 10 Atome langen
~Spacer‘-Arm. NHS-Ester kdnnen Proteine Uber im@eh Aminogruppen kovalent
binden. Fiur die Praparation einer GCDH-Affinitdtsmxa wurde 2 mg des
aufgereinigten GCDH-His Fusionsproteins (Punkt@32). mit 2 ml Affi-Gel 10 nach
Herstellerangaben immobilisiert. Noch verbleibenelktive Gruppen wurden mit 3 ml
Waschpuffer + 80Qul 1 M Ethanolamin fir 1 h bei 4 °C auf dem Drehitddckiert.
Anschlie3end wurde die Matrix mit 3 x 6 ml WascHpufgespult und mit 1 mg/mi
mitochondrialen Matrixproteinen (Punkt 3.4.10) U.Mei 4 °C auf dem Drehrad
inkubiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt ndit x 6 ml Waschpuffer, um
unspezifisch gebundene Proteine vom Liganden (GCBiH)entfernen. Spezifische
Bindungspartner wurden mit 5 x 1 ml Elutionspuf{&1-E5) mit steigender NaCl-
Konzentration von der GCDH-Affinitatsmatrix getrénnund die einzelnen
Elutionsfraktionen nach Kontrolle mittels SDS-PAGRereinigt und zur
massenspektrometrischen Analyse gegeben. Die Analysde im Rahmen einer
Kooperation mit der klinischen Chemie des Univétsitlinikums Hamburg-Eppendorf
von Prof. Dr. rer. nat. Hartmut Schltter durchgefiih

3.4.8 Dialyse von Proteinldsungen

Die Dialyse diente dem Austausch der Pufferzusamseteang einer Proteinldsung.
Verwendet wurde ein Dialyseschlauch mit einer Abkssgrof3e von 14 kDa, so dass
Pufferbestandteile die Dialysemembran ungehindassipren konnten und das Protein
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im Dialyseschlauch verblieb. Vor Gebrauch wurde B&lyseschlauch fur 10 min in
dH,O gewassert und anschlie3end die Proteinlésunglitfet von Dialyseklammern im
Schlauch eingeschlosseie Dialyse erfolgte bei 4°C unter Rihren gegen das
100fache Volumen der Probe fur mindestens 3h. Dily&epuffer wurde dabei

stindlich gegen frischen Puffer ausgetauscht.

3.4.9 Mitochondrien-Isolierung aus Schweineleber
Kochsalzlésung: 0,9 % Kochsalz

Isolierungspuffer: 10 mM HEPES, pH 7,4
0,2 M Mannitol
50 mM Sucrose
10 mM KCI
1 mM NaEDTA
mit H,O auf 500 ml auffillen
vor Gebrauch 1-2 Tage bei 4 °C aufbewahren

Sucrose-L6sung: 0,25 M Sucrose

Die Isolierung von Mitochondrien aus Schweineleffleend nach der Methode von
(Graham 2001) statt. Die im Weiteren beschriebeSehritte wurden bei 4 °C
durchgefihrt und alle verwendeten Lésungen wurdenGebrauch ebenfalls auf 4 °C
vorgekuhlt. Die aus einem Schwein praparierte Léfreundlicherweise von der Abt.
fur experimentelle Unfallchirurgie, Universitatskkum Hamburg-Eppendorf zur
Verfigung gestellt) wurde zunéchst mit 0,9 % Kottiéaung mehrmals zum Saubern
von Blutresten gewaschen. Anschliel3end wurde dasdésvicht der Leber bestimmt
und 25 gin ca. 2 x 2 x 2 cm grof3e Sticke ges&mitDie Leberstiicke wurden in
2 x 70 ml Isolierungspuffer gewaschen und zunaofigels Ultra-Turrax zerkleinert.
Es folgten weitere 20 Hibe mit einem ,Tight“-Stethpenes 7 ml-,Douncers”. Das
Homogenat wurde durch Zentrifugation bei 3.300 rfim 10 min von Zellkernen
befreit und der entstehende Uberstand anschlieffemndeitere 10 min bei 10.000 rpm
von Lipiden befreit. Die blassrosa geféarbte Liplisht iberdeckte dabei die braunliche
Mitochondrienschicht und musste vorsichtig und stéihdig entfernt werden. Nach
Entfernung wurde das Mitochondrien-Pellet in 20 Isblierungspuffer erneut mit
3-4 Hiben im Douncer homogenisiert und dann aufAddangsvolumen von 70 ml mit

Isolierungspuffer aufgefullt, um ein letzes Mal B€.000 rpm fur 10 min zentrifugiert
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zu werden. Das Pellet mit den Mitochondrien wurde 1l0 ml Sucrose-Ldsung
aufgenommen und die Proteinkonzentration der Muaadnien-Lésung mittels

Bradford bestimmt.

3.4.10 Fraktionierung mitochondrialer Matrix-Proteine

Digitonin-Lésung: 6 mg/ml Digitonin in
0,25 M Sucrose

Lubrol-Lésung: 0,5 mg Lubrol / ml Mitochondrien-iing

Sucrose-L6sung: 0.25 M Sucrose in
10 mM Tris/HCI, pH 7,4

Sucrosegradient: 4,5 ml 51,3 % Sucrose

3 ml 37,4 % Sucrose

3 ml 23,2 % Sucrose

in 20 mM NaHPQ,, pH 7,4
Um die l6slichen Matrix-Proteine von den unloslisidembranproteinen der aul3eren
und inneren Mitochondrienmembran zu isolieren, \urdine Mitochondrien-
Fraktionierung der unter Punkt 3.4.9 isolierten dditondrien durchgefihrt (Benga et
al. 1979). Hierfur wurden 40 mg/ml isolierte Mitamtdrien mit gleichem Volumen
Digitonin-Losung versetzt und auf dem Drehrad beP@ fur 20 min inkubiert.
Digitonin wirkt hierbei als nichtionisches Detergendas die aul3ere und innere
Mitochondrienmembran permeabilisiert. Nach Zengdtion bei 10.000 rpm fur 15 min
lagern sich im Pellet die innere Membran mit dertrideProteinen und im Uberstand
die aulere Membran mit Proteinen der Intermembraktién an. Das Pellet wurde in
1 ml Sucrosel6sung resuspendiert und auf einerodtistuierlichen Sucrosegradienten
gegeben. Nach Zentrifugation bei 100.000 g fir &® Ioiden sich von oben nach unten
betrachtet 5 Fraktionen. Fraktion 3 enthalt dabest® der &ul3eren Membran, Fraktion
4 Teile der inneren Membran und Fraktion 5, digchleeitig das Sediment darstellt,
enthalt die Matrixproteine mit den restlichen Teilder inneren Membran. Um die
Matrix-Proteine von der restlichen inneren Membran befreien, wurde Fraktion 5
wieder in 1 ml Sucroselésung resuspendiert undogbitmg/ml des Tensids Lubrol fur
15 min auf dem Drehrad inkubiert. Es folgte einztiet Zentrifugationsschritt bei
100.000 g fur 30 min mit anschlielender Konzerdrebestimmung der mito-
chondrialen Matrix-Proteine im Uberstand.
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3.4.11 ,Pull-Down“-Experimente

Lysispuffer: 50 mM NakPO,, pH 7,8

500 mM NacCl

10 mM Imidazol
Beim ,Pull-Down*“- Experiment handelt es sich um eine \itro-Methode, bei der
Protein-Protein-Interaktionen analysiert werdennémn Das sogenannte ,Bait“-Protein
wurde hierfir aus Zelliberstanden (ber einen H-Tan Ni-NTA-Agarose
immobilisiert (Punkt 3.4.7.2). Fur die Immobilisierg wurden pro Séule 6 mg
Totalprotein aus dem Zelliberstand pro 200 pl NiANAgarose bei 4°C, 0.N. auf dem
Drehrad miteinander inkubiert. Zeitgleich wurde dektorielle cDNA des sogenannten
~Prey“-Proteins fur insgesamt 24 h in BHK-Zellearisfiziert (Punkt 3.3.4). 300 pg des
BHK-Zelllysates wurden anschlielRend zu dem immsigiien ,Bait* gegeben. Nach
Inkubation fir 2 h bei 4 °C auf dem Drehrad wurde éAgarose mit 10-fachem
Volumen Lysispuffer gewaschen, um unspezifisch gdbaue Proteine auszuwaschen.
Anschlie3end wurde die Agarose in 1 x Solubilismgspuffer aufgenommen, fir 5 min
bei 95 °C aufgekocht und der Uberstand in einer -BBSE aufgetragen und im

Western-Blot analysiert.

3.4.12 Koimmunpréazipitation

Lysispuffer: 10 mM Tris/HCI pH 7,5
150 mM NacCl
0,5 mM EDTA
0,5 % NP40
1 mM PMSF (frisch dazugeben)
1 x Protease Inhibitor Cocktail (frisch dazugeben)

Waschpuffer: Lysispuffer ohne 0,5 % NP40

Bei der Koimmunprazipitation handelt es sich umeeineitere Methode, Protein-
Protein-Wechselwirkungen zu untersuchen. BHK-Zelkner 10 cm Kulturschale
wurden hierfar fur 24 h mit dem ,Bait*- und dem g@8f-Protein kotransfiziert. Das
.Bait“-Protein ist dabei erneut mit einem His-Tagsioniert und kann zusammen mit
dem interagierenden ,Prey“-Protein Uber die Binduran Ni-NTA-Agarose
immobilisiert werden. Transfizierte Zellen wurdeneffiir in 500 ul Lysispuffer

resuspendiert und fir 10 min bei 13.000 rpm und 4éntrifugiert. Zeitgleich wurde
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100 pl Ni-NTA Agarose mit 3 x 500 pl Lysispufferuibpriert und anschliel3end mit
dem Uberstand des Zelllysates fiir 4 h bei 4 °Cdanf Drehrad inkubiert. Unspezifisch
gebundene Proteine wurden durch dreimaliges Wasehieb00 pl Waschpuffer und
einmaliges Waschen mit 1 ml Lysispuffer entfernie Bgarose wurde anschlie3end in
100 ul 1 x Solubilisierungspuffer aufgenommen uindf0 min bei 95 °C inkubiert. Die
Proteine wurden dabei durch Denaturierung von dgarédse geldst und der mogliche

Interaktionspartner ,Prey” konnte mittels WesteitotBletektiert werden.

3.4.13 ,Protein-Fragment-Complementation-Assay” (PCA)

Ein ,Protein-Fragment-Complementation-Assay”, kKIRLA, ist eine biochemische
Methode zur Detektion vorn vivo Protein-Protein-Interaktionen. Die cDNA des
.yellow" fluoreszierenden Proteins (kurz YFP) wurdierfur, wie schon bei (Nyfeler et
al. 2007), beschrieben in zwei Fragmente (YFP1 YRB2) unterteilt und jeweils C-
terminal an das ,Bait*- bzw. an das ,Prey“-Protéusioniert. Als Expressionsvektor
diente pcDNA3.1. Fur die anschliel}ende Transfektvanden BHK-Zellen im 12 well
Format verwendet (Punkt 3.3.4). Bei Interaktion v@&ait* und ,Prey* kommen die
YFP-Fragmente in rdumliche Nahe, sodass die Ineralnach Anregung mit einer
Exzitationswellenlange von 514 nm durch ein gellbésoreszenssignal detektiert

werden kann.

3.4.14 Oberflachenplasmonenresonanzspektroskopie

Analyten-Puffer: 100 mM NacCl, pH 7,8

50 mM NaHPQ,

SmMDTT

0,01 % Surfactant

B-Mercaptoethanol (1:10.000)
Zur Messung von Protein-Protein-Interaktionen unduaifizierung der
Bindungsaffinitdt wurde der BlAcore 3000 Biosenserwendet, der das Prinzip der
Oberflachen-Plasmon-Resonanz (SPR) nutzt. Bei SBBsihgen auf biosensorischer
Ebene wird die Interaktion eines an der SensorGwdrd immobilisierten
Reaktionspartners (= Ligand) mit einem sich in laggiefindlichen Bindungspartner
(= Analyt), der in einem kontinuierlichen Fluss tildé Sensoroberflache am Liganden

vorbeigeleitet wird, untersucht. Die Detektion derteraktion beruht auf einer
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Veranderung in der Massenzu- oder abnahme von Makekulen auf der Oberflache
des Sensorchips, die zur Ablenkung eines Lichtistriitirt. Die Ablenkung korreliert
unter anderem mit dem Refraktionsindex des Mediumef;hes auf die Oberflache des
Sensorchips trifft. Der Refraktionsindex ist wiaglar abhéangig von der Konzentration
geloster Molekile im Medium, die sich durch Intgiaken zwischen Ligand und
Analyt verédndert. Von der Detektionseinheit werddre Winkel&dnderungen in
Abhangigkeit von der Zeit registriert und in dasgemannte Resonanzsignal Gberfihrt,
welches anschlieBend in einem Sensogramm dargesteiti (Abb. 3.1). Das
Resonanzsignal wird dabei durch Resonanzeinheidn) (@angegeben, wobei eine
Winkelanderung von 1000 RU einer Zunahme von 1 mugeih pro Quadratmillimeter

Chipoberflache entspricht.

Licht- Intensitat

quelle | \K/f
]
Polarisiertes . l - Winkel

Licht _ Re o e
Prisma L

I Resaonanz-
Sensorchip mit W signal
Goldschicht . VG | Zeit
Sensorgramm
Flusszelle

Abb. 3.1: Schematische Darstellung des Messprinziges Biosensors

Bindet ein Analyt an einen immobilisierten Ligandeandert sich der Refraktionsindex an der
Chipoberflache, und das vom Lichtstrahl reflekgdrtcht verandert seine Position. Die Winkelandgrun
wird im Sensogramm als Resonanzsignal dargesiliiidung aus dem BlAcore Handbuch.

Ein Sensogramm wird in vier Phasen dargestellt (8®): a) Die Phase vor einer
Interaktion, bei der nur Laufpuffer Gber die Chipdtiche flie3t und eine stabile
Basislinie besteht; b) die Assoziationsphase, leeirdach Injektion einer definierten
Menge des Analyten, Interaktionen mit dem Liganddarch Steigung des
Resonanzsignals gemessen werden konnen; c) di®@zZigsnsphase, die mit dem
Beenden der Injektion startet und bei der die Diggimn des Protein-Komplexes durch
Fall des Resonanzsignals gemessen wird; d) die reeggionsphase, bei der die

Ausgangs-Basislinie durch Injektion einer Regenenatosung wiederhergestellt wird.
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Abb 3.2: Schematische Darstellung des Sensogramm-Naifes
Das Sensogramm ist in vier Phasen gegliedert. Basiga), Assoziation (b), Dissoziation (c) und
Regeneration (d). Abbildung aus dem BlAcore Hantibuc

Fur die Immobilisierung des Liganden wurde in diesebeit ein CM5-Sensorchip
verwendet. Dieser besteht aus einem Glastragenndeginer Goldschicht Uberzogen
ist, an der kovalent eine Dextranoberflache gebundwliegt. Die Aktivierung des
Sensorchips erfolgte fur 5 min bei einer Flussgesutigkeit von 10 pl/min mit N-
Hydroxysuccinimid (NHS) und N-ethyl-N"-(dimethyl-amo-propyl)-carbodiimid
(EDC). Die anschlieRende Kopplung der Liganden fagideiner Flussgeschwindigkeit
von 5 pl/min fir 6 min statt. Der fir die Kopplungrwendete Puffer (10 mM Na-
Acetat) lag dabei mit seinem pH-Wert weit unterhdéis isoelektrischen Punktes des
Liganden. Verbleibende mdgliche Bindungsstellendear mit 1 M Ethanolamin fur
4 min bei 30 pl/min blockiert. Die Analyten wurdeim Analyten-Puffer mit
unterschiedlichen Konzentrationen (1, 2, 4, 8 ueduM) gelést und anschlieRend
jeweils fur 1 min bei einer Flussgeschwindigkeit\8D pl/min injiziert. Zwischen jeder
Injektion wurde fir die Regeneration der Basislibei gleichbleibender Fluss-
geschwindigkeit 5-10 mM NaOH fur 5 sek injiziert.

Die Berechnung der Assoziations-,)(k Dissoziations- () und Gleichgewichts-
konstante (I§) erfolgte durch die Evaluierungssoftware BiacoB®@ BlAevaluation

4.1 nach Angaben des Herstellers.
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4. Ergebnisse

4.1 Einfluss von GA und 30OHGA auf den Transport von
Intermediaten des Tricarbonsaurezyklus (TCA)

Obwohl die Krankheit Glutarazidurie Typ 1 (GAl) tenals 1975 von Goodman
beschrieben wurde (Goodman et al. 1975), sind dithdechanismen die der
neuronalen Degeneration des Striatums zu Grunderijenoch nicht geklart. Es wird
postuliert, dass die bei GAl-Patienten akkumulideenMetabolite Glutarsdure (GA)
und 3-Hydroxyglutarsdure (30OHGA) mal3geblich am dgdag der neuronalen Zellen
beteiligt sind. Uber Studien an Transporter-iiberexigrenden Froschoocyten konnte
nachgewiesen werden, dass GA und 30OHGA mit unteglothen Affinitdten Gber die
organischen Anionen-Transporter OAT1 und OAT4, soiifber den Naabhangigen
Dicarboxylat-Transporter NaC3 transportiert werééénnen (Mihlhausen et al. 2008).
Die Transporter OAT1 und NaC3 werden auch im Gekxprimiert. NaC3 ist im
Gehirn unter anderem am anaplerotischen TransterTvicarbonsaure-(TCA)-Zyklus-
Intermediaten zwischen Astrozyten und Neuronen ilggteund vermittelt die
Aufnahme der Intermediate aus dem Extrazellularraunmeuronale Zellen (Pajor et al.
2001; Yodoya et al. 2006). Neuronale Zellen sinfidsisen Transfer der Intermediate
fur die Bildung von ATP und der Synthese von Newno$mittern angewiesen. Im
ersten Teil der Arbeit sollte untersucht werdendebanaplerotische Transfer zwischen
astrozytaren und neuronalen Zellen in GegenwartDdearboxylate GA und 3OHGA

beeintrachtigt ist.

4.1.1 Kultivierung von primaren Astrozyten und Neuronen

Die Untersuchungen erfolgten an primar kultiviertéellen von Gcdh-defizienten
(Gedh") Mausen im Vergleich zu Zellen von Wildtyp-MauseAstrozyten und

Neurone waren nach 7 bzw. 10 Tagen in Kultur atesgihziert und wurden daraufhin
fur die weiteren Untersuchungen eingesetzt. Dienlst der Zellpraparationen wurde
mittels Immunfluoreszenzmikroskopie und spezifisclestrozytaren und neuronalen

Markern Uberprift.
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DAPI

Astrozyten

Neurone

Abb. 4.1: Reinheit der kultivierten Astrozyten und Neurone

Priméare Astrozyten (oben) und primére Neurone fnieoliert aus neugeborenen Wildtyp-Mausen (PO-
P1), wurden fir 7 bzw. 10 Tage auf Deckglaschetivkeit und anschliel3end fixiert, permeabilisientu
mit GFAP (griin) und NeuN (rot) inkubiert. Zellkermeirden mit DAPI (Blau) angefarbt.

GFAP (Glial fibrillary acidic protein) ist ein Bestandteil von Intermediarfilamemtim
Zytoplasma und wurde als spezifischer Marker filrtrédg/ten eingesetzt. NeuN
(Neuronal nuclear protein), ein DNA-bindendes neuronales Kernproteuurde als
Marker fir Neurone ausgewahlt. Fir die Quantifuimg der Reinheit der kultivierten
Zellen wurde eine DAPI-Farbung durchgefiihrt und diellzahl ermittelt. Die
immunfluoreszenzmikroskopische Auszahlung der ZHekegab, dass in kultivierten
Astrozyten 80-90 % der Zellen GFAP-positiv ware@hwend nur sehr wenige NeuN-
positive Zellen nachweisbar waren (Abb. 4.1). Im geiméaren neuronalen Kulturen
waren hingegen 90-95 % der Zellen NeuN-positiv nod 5-10 % der Zellen GFAP-
positiv (Abb. 4.1). Vergleichbare Ergebnisse wurdeRkultivierten Zellen aus Gedh

Mausen erzielt (nicht gezeigt).

4.1.2 Einfluss von GA und 30HGA auf die }*C]-Succinat Aufnahme in

Astrozyten und Neurone

Succinat ist neben anderen Substraten wie Cir#tetoglutarat, Fumarat und Malat
eines der wichtigen Intermediate zur Bildung vonPAIm TCA-Zyklus. Daher wurde
[Y*C]-markiertes Succinat fiir die Untersuchungen zunfliss von GA und 30HGA
auf verschiedene Prozesse des anaplerotischen fdmanson TCA-Zyklus-
Intermediaten an kultivierten Astrozyten und New@oneingesetzt.
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Fir die Aufnahmestudien vort*C]-Succinat in An- und Abwesenheit verschiedener
Effektoren, wurden kultivierte Astrozyten und Nemeoaus Wildtyp- und Gedh-
Mé&usen fir 10 min mit 0,1 pCiE]-Succinat in N&haltigem Puffer inkubiert und
anschlieBend die in die Zellen aufgenommene Ratidi@# quantifiziert. Die
Internalisierungszeit von 10 min wurde aufgrundeeireitabhéngigen Aufnahmestudie
von [“C]-Succinat in astrozytdare Wildtyp-Zellen, die eiSsittigungskurve ergab,
ausgewahlt (Lamp et al. 2011). Eine Sattigung d&]{Succinat-Aufnahme konnte
nach 30 min Inkubationszeit detektiert werden. Déwbationszeitpunkt von 10 min

lag in der linearen Phase der Sattigungskurve.

Die Aufnahme von'f'C]-Succinat in Zellen, denen keine Effektoren ($uet GA oder
30HGA) zugesetzt wurden, dienten als Kontrollere Bufgenommene Radioaktivitat
wurde als 100 % referenziert. Zur Kontrolle der Siigt der Aufnahme von{C]-
Succinat wurde unmarkiertes Succinat im molaren rétiteiss (2 mM) zum Na
haltigen Transportpuffer zugefugt. Durch Zugabe jeweils 2 mM GA und 30HGA
sollte ein moglicher inhibitorischer Effekt der Mbblite auf die J*C]-Succinat-
Aufnahme untersucht werden. Es zeigte sich, dassdnimesenheit des unmarkierten
Succinates nur noch 8-10 %'¢]-Succinat der Kontrolle in die Astrozyten und nur
2-6 % [C]-Succinat in die Neurone internalisiert werdem (Abb. 4.2). Dies zeigt
dass der beteiligte Transporter durch Substratibess kompetitiv inhibiert werden
konnte und verdeutlicht die Spezifitit de¥C]-Succinat-Transportes. Auch die
Anwesenheit der Dicarboxylate GA und 30HGA resui#ie in einer stark reduzierten
Aufnahme von T'C]-Succinat, sowohl in Astrozyten als auch in Newr Die relative
Aufnahme von {'C]-Succinat in Anwesenheit von GA entsprach in dagten 14-20 %
und in neuronalen Zellen 3-6 % der gemessenen Rlgdigat im Vergleich zur
Kontrolle. 30HGA inhibiert die Aufnahme von**C]-Succinat in Astrozyten und
Neurone um 46-50 % bzw. 56-58 % (Abb. 4.2). Dieibitbrische Wirkung der
jeweiligen Dicarboxylate auf die*dC]-Succinat-Aufnahme unterschied sich nicht
zwischen Wildtyp- und GcdhZellen. Auch zwischen Astrozyten und Neuronen
bestanden keine signifikanten Unterschiede, bediigler Menge an aufgenommenen

[**C]-Succinat.
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Abb. 4.2: [**C]-Succinat-Aufnahme in primare Astrozyten und Neuone

Priméar kultivierte Astrozyten (A) und Neurone (B)saWildtyp- (dunkel gefarbte Balken) und G&dh
Mausen (hell gefarbte Balken) wurden mit’d]-Succinat in Abwesenheit (Kontrolle) und in
Anwesenheit von je 2 mM Succinat, GA oder 30HGA 1r min inkubiert. Die Analysen geben den
Mittelwert + SD aus drei unabhéngigen Zellisolagon wider. Signifikanzen wurden mittels
Varianzanalyse (ANOVA) gefolgt von einem ScheffesTermittelt, *p<0,05 und **p<0,001; n.s.: nicht
signifikant.

Es konnte gezeigt werden, dass die Aufnahme V8@]-Buccinat durch GA und

30HGA in Astrozyten als auch in Neuronen inhibuentd.

4.1.3 Einfluss von GA und 30HGA auf den }*C]-Succinat-Efflux aus Astrozyten

und Neuronen

Zur Untersuchung des Einflusses von GA und 30OHGA dan Efflux von TCA-
Zyklus-Intermediaten wurden Astrozyten und Neurames Wildtyp- und Gcedh
Mé&usen kultiviert und zunéchst fir 20 min mit 0.Qi|i**C]-Succinat in N&haltigem
Transportpuffer vorbeladen. AnschlieRend wurdenZaien grindlich gewaschen und
fur definierte Efflux-Zeiten (von 0-30 min) mit Tmaportpuffer ohne Radioaktivitat
weiter inkubiert. Die wahrend der jeweiligen EffliZeit aus der Zelle ins Medium
abgegebene Radioaktivitat und die in den Zellerbledvende Radioaktivitdt wurden
gemessen und beide in Relation zueinander ge&eiat. Zeitpunkt von 0 min befand
sich das gesamte internalisiert¢’d]-Succinat noch in den Zellen, sodass die
Radioaktivitat in den Zellen 100 % und die Radioatdt im Medium 0% gesetzt
wurde. Mit zunehmender Inkubationszeit nimmt diediBaktivitdt in den Zellen
kontinuierlich ab wahrend die Radioaktivitat im Met bis zum Erreichen eines
Gleichgewichts zunimmt. Die tY2-Effluxzeit beschtedabei den Zeitpunkt, bei dem
50 % der urspriinglich internalisierten“C]-Succinat-Radioaktivitat im Medium

messbar ist.
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Abb. 4.3: [**C]-Succinat-Efflux aus priméren Astrozyten und Neuonen

Primére Astrozyten, prapariert aus Wildtyp- (A) uBddh ™-Mausen (B) wurden fiir 20 min mit*C]-
Succinat inkubiert. Nach Entfernen des radioaktiveadiums wurden die Zellen entweder direkt geerntet
(t = 0 min) oder mit unmarkiertem Medium fur deéirte Zeiten weiter inkubiert. Priméare Neurone
wurden ebenfalls aus Wildtyp- (C) und Gédmausen (D) isoliert und wie die Astrozyten behdndzie
Radioaktivitat wurde in den Zellem( Wildtyp; [J, GedH") und im Medium @, Wildtyp; O, Gedh')
gemessen und der relative Anteil in % dargestellt.die Auswertung wurden 4 Experimente (Zeitpunkt
1, 2, 3 und 4 min) bzw. 6 Experimente (Zeitpunkir@ 5-30 min) mit unabhangigen Zellpréparationen
durchgefuhrt. Die Datenpunkte reprasentieren detteMiert + Standardabweichung. Die t¥2-Effluxzeit
beschreibt den Zeitpunkt, bei dem 50 % des initi§lt&C]-Succinates ins Medium transloziert vorliegt.

Die t¥2-Effluxzeit in Astrozyten aus Wildtyp-M&usbeetrug 5,6 + 2,6 min (Abb. 4.3 A).
In Astrozyten aus GcdhMausen war die Ausscheidung voi'(]-Succinat ins
Medium hingegen signifikant verzogert, sodass aesth 25,2 + 8,6 min 50 % der
initialen Radioaktivitat im Medium gemessen werdeonnte (Abb. 4.3 B). Ein
deutlicher Unterschied zwischen astrozytaren Zefles Wildtyp- und Gedh-Mausen
bestand auch in der Menge der verbleibenden Radrdék in den Zellen nach
Abschluss der 30-minitigen Inkubationszeit. In WjpgZellen konnte nur noch 20-
25 % der initial aufgenommenen Radioaktivitat geseaswerden, wahrend noch 40 %
des zuvor aufgenommenei'q]-Succinates in GedhZellen verblieb (Abb. 4.3 A
und B). Efflux-Studien an primar neuronalen Zelirs Wildtyp- und Gedf-Mausen
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zeigten keine signifikanten Unterschiede bezogdndeuty2-Effluxzeit und der in den
Zellen verbliebenen Mengen alf¢]-Succinat. Die berechnete t¥%-Effluxzeit lag fiir
neuronale Zellen aus Wildtyp-Mausen bei 13,5 £ 8 (Abb. 4.3 C) und fur neuronalen
Zellen aus Gedfi-Mausen bei 12,6 + 2,7 min (Abb. 4.3 D) In beidesilfpen konnte
nach 30 min Inkubation noch 40 % der Anfangsradiuiéit an [/C]-Succinat in den
Zellen nachgewiesen werden (Abb. 4.3 C und D). M&lt man die berechnete t%-
Effluxzeit in Astrozyten mit der in Neuronen zegjth, dass der Succinat-Efflux aus
neuronalen Zellen langsamer im Vergleich zu Wileigtrozytaren Zellen verlauft, aber

schneller im Vergleich zu Gedhastrozytaren Zellen.

Parallel durchgefihrte HPLC-Analysen der nach 3@ ims Medium abgegebenen
Radioaktivitat zeigten, dass davon in Astrozyter@80% und in Neurone 67-82 % als
radioaktiv markiertes Succinat vorlagen. Der Reshrite in Form von radioaktiv
markierten, metabolisierten Komponenten wie z.But@hat und Fumarat detektiert

werden (Lamp et al. 2011).

Zusammenfassend zeigten die Daten, dass das TCWysZilkermediat Succinat aus
Gcdh-defizienten Astrozyten langsamer und in getieg Menge in das Medium

abgegeben wird als aus Wildtyp-Astrozyten und -iKean.

4.1.4 Expression von GA- und 30OHGA-Transportern in Astrozyten und

Neuronen

Um Hinweise auf Transporter zu erlangen, die amukffund Influx der TCA-
Intermediate beteiligt sind, wurden Expressionsg®al auf mMRNA-Ebene
durchgefuhrt. Dabei wurden insbesondere Transpodier auch GA und 30HGA
transportieren konnen, bericksichtigt. Bereits bheka Transporter fur GA und
30HGA, die auch im Gehirn exprimiert werden, sireat N&-abhangige Dicarboxylat-
Transporter NaC3 und die organischen Anionen-Tramep OAT1 und OAT4
(Muhlhausen et al. 2008). Da in Mausen keine hogwlborm des humanen OAT4-
Transporters vorkommt und die Expression bislanginummortalisierten kapillaren
Endothelzellen des humanen Gehirns detektiert wekidmnte (Kusch-Poddar et al.
2005), wurde dieser Transporter nicht untersuclit. die Expressionsanalysen von
NaC3 und OAT1 mittels quantitativer Real-time PCRrade RNA aus kultivierten
Astrozyten und Neuronen von Wildtyp- und Gédllausen untersucht.
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NaC3 ist ein unidirektionaler Transporter, der Dhoxylate abhangig vom einwarts
gerichteten NaGradienten in die Zelle transportiert und stetimt einen moglichen
Transporter fur die Aufnahme von TCA-Zyklus-Intexiregen dar. Die relative
Expression von NaC3 in den unterschiedlichen Zas#ity wurde auf die NaC3-
Expression in Astrozyten aus Widltyp-Méausen bezogeés zeigte sich, dass die
Expressionsspiegel an NaC3-Transportern in Wildigflen von Astrozyten und
Neuronen, sowie in Gedhastrozytaren Zellen vergleichbar waren. Dagegen dig

Expression von NaC3 in neuronalen Zellen aus Gediusen um das 4,2-fache im

Vergleich zu neuronalen Zellen aus Wildtyp-Mauseahneguliert (Abb. 4.4).

71 [l

relative NaC3-mRNA Expression

'm H -
0 T T T
WT Gcdh-/- WT Gcdh-/-

astrozytare neuronale
Zellen Zellen

Abb. 4.4: Relative mMRNA-Expression von NaC3 in priraren Astrozyten und Neuronen

RNA aus Astrozyten und Neuronen aus Wildtyp- unddi@eMausen wurde isoliert und in cDNA
umgeschrieben. Die relative mRNA-Expression von Bla@urde mittels quantitativer RT-PCR in
Triplikaten aus insgesamt 6 unabhangigen Zellpatmaren ermittelt. Der mRNA-Spiegel von Aktin
wurde als Referenz eingesetzt und die relative &gion in Wildtyp-Astrozyten gleich 1 gesetzt. &0,

und *p<0,001.

OAT1 ist ein Antiporter, der bei Aufnahme organischAnionen in die Zelle

gleichzeitig Dicarboxylate hinausschleusen kann.TOAtellt somit einen potentiellen
Kandidaten fir die Vermittlung des Efflux von TCAddus-Intermediaten aus
Astrozyten dar. Die Auswertung der quantitativenalRene-PCR bezuglich der
Expression von OAT1 zeigte jedoch, dass der Tramspan Astrozyten nicht

exprimiert wurde. In neuronalen Wildtyp- und GédBellen wurde OAT1 im

Vergleich zu Nierenzellen und Gesamtzellextrakies lkortex und Hirnstamm nur sehr
schwach exprimiert (Tab. 4.1). Die Expression vaxl® wurde aufgrund der geringen
Expression in Astrozyten und Neuronen in Form AlE3-Wertes angegeben. Der CT-
Wert (,cycle of treshold*) definiert den Zyklus dd?CR, bei dem erstmals ein
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exponentieller Anstieg des PCR-Produktes auftigtkleiner der CT-Wert, desto eher
kann der Schwellenwert zum exponentiellen Anstiggieht werden und desto mehr
Kopien entstehen in den Polymerisierungszyklen. OBiWert korreliert dabei mit der
Menge der cDNA des zu amplifizierenden Produktésr (@AT1). Je mehr verfigbare
cDNA vorhanden ist, desto kleiner der CT-Wert. e weitere Auswertung und
Vergleichbarkeit der einzelnen Proben wurde diddpginz zwischen dem CT-Wert von
OAT1 und dem Kontrollgef-Aktin gebildet ACT-Wert). Die umgeschriebene cDNA
aus Wildtyp- und Gcedfrastrozytaren Zellen zeigte dabei keine messbard10A
Amplifikatmenge. DerACT-Wert in neuronalen Wildtyp- und Gctizellen war mit
21,7 bzw. 19,0 sehr hoch, was auf eine geringedsgprn von OATL1 in diesen Zellen
hinweist. In Nierengewebe, wo OAT1 in der basokdtsr Membran von Tubuluszellen
vorkommt, war derACT-Wert wie zu erwarten mit 2,0 sehr niedrig uncende
zusammen mit den Zellextrakten aus Kortex und Hamsn als Positiv-Kontrolle fur
die quantitative Real-time PCR von OATL1.

Tab. 4.1: Expression von OATL1 in astrozytaren und euronalen Zellen

RNA wurde aus Astrozyten und Neuronen aus Wildty@ssen und GedhMéausen isoliert und in
cDNA umgeschrieben. Als Kontrolle diente umgesdiei'e RNA aus Nierengewebe und
Gesamtzellextrakten aus Kortex und Hirnstamm, piépaaus Wildtyp-Méausen. Die Expression von
OAT1 wurde mittels quantitativer RT-PCR in Tripltta aus insgesamt 3 unabhéngigen
Zellpraparationen ermittelt und aufgrund der zuirgggn Expression von OAT1 in Astrozyten und
Neuronen in Form voACT-Werten aufgelistet. Als Referenzgen wurde Aktnwendet.

Gewebe / Zellen (Genotyp) ACT-Wert
b

astrozytare Zellen (Wildtyp) -

astrozytare Zellen (Gedh") L

neuronale Zellen (Wildtyp) 21,7+0,6
neuronale Zellen (GedHY) 19,0+ 0,6
Niere (Wildtyp) 2,0£0,9
Kortex (Wildtyp) 11,4+0,2
Hirnstamm (Wildtyp) 10,8+1,1

Aufgrund fehlende©ATL-cDNA in Astrozyten aus Gedh und Wildtyp-Mausen, konnte kein CT-Wert
und somit auch keinCT-Wert ermittelt werden.

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werd#ass 1.) in Gegenwart von GA und
30HGA die Aufnahme von*{C]-Succinat in neuronale Zellen inhibiert ist, uhgl der
Efflux von [**C]-Succinat aus Gedh-defizienten-Astrozyten im \einh zu Wildtyp-
Zellen stark verzogert verlauft. Expressionsanalyssgten, dass 3.) die Expression des

NaC3-Transporters in Gcdh-defizienten neuronalele@em Vergleich zu Wildtyp-
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Zellen stark erhoht ist und 4.) OAT1 in Astrozyt@oht exprimiert wird, sodass OAT1
als Kandidat fur die Vermittlung des Efflux von $imat aus Astrozyten nicht in Frage

kommit.

4.2 Analyse ausgewahlter GCDH-Mutationen

Mehr als 150 krankheitsverursachende MutationeG@DH-Gen sind bekannt, wobei
bislang keine Korrelation zwischen dem Genotyp dedh klinischen Phanotyp der
Krankheit festgestellt werden konnte (Goodman et18PB8; Schwartz et al. 1998;
Busquets et al. 2000). Die meisten Mutationen fiilme einem vollstandigen Verlust
der enzymatischen GCDH-Aktivitdt, gemessen in R&ibroblasten (Christensen et
al. 2004). Es sind nur wenige Mutationen bekanig,ndit einer GCDH-Restaktivitat
von Uber 10 % assoziiert sind. Eine dieser Ausnahsbellt die Mutation p.Met263Val
dar. In Fibroblasten des Patienten konnte eine G®&@btaktivitstt von 30 %
nachgewiesen werden (Miahlhausen et al. 2003). Waruotz des milden
biochemischen Phanotyps, ein schwerwiegender kheisVerlauf bei dem Patienten
beobachtet wurde, ist unklar und bedarf weiterealysen.

Die mutierte Aminosaure Met263 ist an der Oberfades GCDH-Proteins lokalisiert.
In Quervernetzungsexperimenten war ein verandémrésromeres Oligomerisierungs-
muster der Mutation p.Met263Val gegeniber dem GGCMBildityp-Protein
nachweisbar. Dies fiuhrte zur Vermutung, dass delinds@urerest Met263 an der
Bindung von bisher unidentifizierten Proteinen bigte sein konnte (Keyser et al.
2008b). Zur genaueren Analyse der angenommeneeif4@iotein-Interaktion sollten
im zweiten Teil der Arbeit Mutationen die raumlichder Nahe des Aminosaurerestes
Met263 lokalisiert sind, in di€SCDH-DNA eingeflgt und fur weitere Analysen in
BHK-Zellen tUberexprimiert werden (Abb. 4.5 A). Felgle Punkt-Mutationen, die zu
einem Aminoséaureaustausch fuhren, wurden in dieAdBr humanen GCDH, die C-
terminal mit einem myc-Tag fusioniert war, in derekior pcDNAG6.2 eingefilgt:
p.Prol82Ala, p.Thr21l1lAla, p.Pro248Leu, p.Asn392Aspd p.Asn392Ala. Fur die
Erstellung der Mutanten wurde die cDNA der ,precufsGCDH-Form, in der das
Transportsignal fur die Translokation des ProtenssMitochondrium am N-Terminus
vorliegt, verwendet (Abb. 4.5). Der Aminosaurer@sn392 liegt nur in der dimeren
GCDH-Form in raumlicher Nahe zu Met263. Neben dktivitat und Expression der
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GCDH-Mutanten wurde auch die homo- und heteromeam@e-Wechselwirkung

untersucht.
A ‘ Asn392
Thr211 "
Pro182

B
1 44 Pro182Ala 438
I | TN 0 |
mitochondriales Thr211Ala Met263Val Asn392Asp
Transportsignal Asn392Ala

Abb. 4.5: Ubersicht ausgewahlter GCDH-Oberflachenmtationen

(A) Oberflachenprasentation der fur die Punktmotaih ausgewdahlten Aminosauren, anhand der
GCDH-3D-Struktur. Kohlenstoffe des GCDH-Cofaktor8F (orange) und des Glutaryl-CoAs (blau)
sind in ,Stick“-Form dargestellt und befinden sich aktiven Zentrum. Betrachtet wird die monomere
Form des GCDH-Proteins. Asn392 liegt nur bei Bétraicg der dimeren Form in rdumlicher Néahe zum
Met263 des korrespondierenden zweiten GCDH-Pratdids Schematische Darstellung des GCDH-
Vorlauferproteins mit insgesamt 438 Aminosaurene [@irsten 44 Aminoséauren (blau) dienen als
Transportsignal fur die Translokation der GCDH lisochondrium und werden unter Bildung der reifen
Form abgespalten. Die Positionen der mutierten Asénren sind gekennzeichnet, wobei sich die
Nummerierungen auf das GCDH-Vorlauferprotein bezieh

Zwei der ausgewahlten Mutationen, p.Pro248Leu upAsnB892Asp, wurden wie
p.Met263Val in Patienten als pathogene Mutationeschrieben. Bei der Mutation
p.Pro248Leu handelt es sich um eine Mutation, die emer hohen Haufigkeit in
turkischen Patienten auftritt (Zschocke et al. 2000

4.2.1 3D-Strukturanalyse

Um Einsicht in die Rolle der jeweiligen Mutationeauf struktureller Ebene zu
bekommen, wurden mit Hilfe der bekannten Kristalistur des GCDH-Proteins (Fu et
al. 2004) und der Software PYMOL die Veranderunden Oberflachenstruktur und
des Oberflachenpotentials durch Einfligen der Mom&tn im Vergleich zum Wildtyp-

Proteinin silico berechnet und im 3D-Modell dargestellt (Abb.4.6).
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p.Pro182 Ala p.Thr211Ala p.Pro248Leu p.Asn392Ala p.Asn392Asp

Mutanten

Al ot . r _
Abb.4.6: 3D-Strukturanalyse mutanter GCDH-Proteine
Mit dem Programm PYMOL wurde die 3D-Struktur der tstionen im GCDH-Protein dargestellt. Die
einzelnen substituierten Aminosaurereste werderchdugestrichelte Kreise gekennzeichnet. Gelb:
Schwefel enthaltende Aminosauren (Methionin undt€lgy, Blau: positives Oberflachenpotential; Rot:
negatives Oberflachenpotential; Weil3: neutralesrfEmhenpotential.

Die Substitutionen der an der Oberflache des GChdieihs lokalisierten
Aminosaurereste zeigten in allen funf Fallen im gfeich zum Wildtyp-Protein keine
Auswirkungen auf die Sekundar- bzw. Tertiarstrukdes GCDH-Proteins. Die
Substitution des unpolaren Aminosaurerestes Pratd82der ebenfalls unpolaren
Aminosaure Ala fuhrte zu keinen signifikanten Andegen des Oberflachenpotentials.
Hingegen zeigte der Austausch der polaren Amines@br an Position 211 durch Ala
erwartungsgemal eine Anderung des neutralen Oblesfi@otentials zu einem
negativen Potential. Die Mutation p.Pro248Leu fé@hztr Substitution eines kleinen,
heterozyklischen und unpolaren Aminosdurerestes mittem ausgestreckten,
aliphatischen, ebenfalls unpolaren Aminosaurereddesnentsprechend wurde keine
Anderung des Oberflaichenpotentials, sondern nure eifrweiterung der
Oberflachenstruktur beobachtet. Die Substitutios gldaren Aminosdurerestes Asn392
mit dem unpolaren Aminosaurerest Ala bewirkte eilNeutralisierung des
Oberflachenpotentials. Hingegen fiihrt der Austaugoh Asn392 mit der ebenfalls
polaren, aber sauren Aminosaure Asp zu einer Viisohg in Richtung negativen

Oberflachenpotentials.
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4.2.2 Expressionsanalyse und Protein-Aktivitdtsmessung

Da ,Missense“-Mutationen neben strukturellen Vegmadgen auch die Stabilitat des
Proteins beeinflussen kénnen, wurden im Weiterepré&ssionsanalysen der einzelnen
GCDH-Mutanten durchgefuhrt. Hierfir wurden BHK-Zll mit der cDNA des
Widltyp-Proteins und der mutanten GCDH im eukarigmiten Expressionsvektor
pcDNAG6.2 transient transfiziert. Nach Proteinexpr@s von 24h wurden die

Zellextrakte Uber GCDH-spezifischen Western Blatlgsiert.

anti-GCDH

%

anti-MnSOD

Abb. 4.7: Expressionsanalysen von Wildtyp- und mutater GCDH

Fir die Expressionsanalyse wurden BHK-Zellen jesveilt cDNA von Wildtyp-GCDH oder der GCDH-
Mutanten transfiziert. Nach 24 h wurden Zellexteagtapariert und Aligouts mit gleichen Proteinmenge
(100 pg) durch SDS-PAGE (10 % Acrylamid) aufgettemmd Uber einen GCDH-spezifischen Western
Blot analysiert. Die densitometrisch ermitteltentelsitdten der GCDH-Formen wurden auf die
Ladekontrolle MnSOD normalisiert und als 100 % Wéldtyp-Expression ausgedriickt. Untransfizierte
Zellen dienten als Spezifitditsnachweis des Antikisp

Sowohl die Wildtyp-GCDH als auch die mutanten GCBiédteine konnten als
Monomer (44 kDa) detektiert werden (Abb. 4.7). Fdie Quantifizierung der
Expression wurden die Signalintensitaten auf de @EDH-Wildtyps bezogen und die
einzelnen Intensitdten auf das mitochondriale Mptdotein MnSOD, das als
Ladekontrolle fungierte, normalisiert. Die Expressialler Mutanten war im Vergleich
zur Wildtyp-GCDH vermindert, was entweder auf eireduzierte Synthese der
mutanten GCDH oder auf ihren verstarkten Abbau ldUPcoteasen hindeutet. Am
starksten war die Expression der Mutanten p.Met263wid p.Pro248Leu mit 31 bzw.
21 % reduziert. Die Mutationen p.Prol82Ala und pZltiAla fuhrten zu einem
relativen Expressionsverlust von 17 und 38 % gelgenider Wildtyp-GCDH. Die
Substitution der Aminosaure Asn392 durch Asp odkx #ihrte in beiden Féallen zu
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einer Herabsetzung der Expression von 40-50 % inglgieh zum Wildtyp-Protein. In
untransfizierten Zellextrakten war keine GCDH-Exgsien nachweisbar.

Um den Effekt der Mutationen auf die enzymatischktitat des Proteins zu
bestimmen, wurden die einzelnen Mutanten und dddtygtGCDH-Protein erneut in
BHK-Zellen Uberexprimiert und die enzymatische GCBHKivitat in den Zellen

gemessen (Dr. Ernst Christensen, Kopenhagen (€hsish 1983)). Untransfizierte
Zellen dienten als Kontrolle der endogenen GCDHnAdit in BHK-Zellen. Der

Aktivitatstest basiert auf der Umsetzung von rakiivamarkiertem Glutaryl-CoA ([1,5-
4C]-Glutaryl-CoA) zu Crotonyl-CoA, bei defCO; freigesetzt wird und quantifiziert
werden kann.

Tab. 4.2: Enzym-Aktivitatsmessung von Wildtyp- undmutanter GCDH
GCDH Variante Aktivitat (% vom Wildtyp)

Wildtyp 1000
Untransfiziert o°
p.Met263Val 14,9
p.Prol82Ala 52,7
p.Thr211Ala 75,5
p.Pro248Leu 9,6
p.Asn392Asp 0
p.Asn392Ala 0

®Die GCDH-Aktivitat von Wildtyp-GCDH-exprimierendeBHK-Zellen betrug 21.95 pmal’CO./h/g
Protein.’Die endogene GCDH-Aktivitat in untransfizierten [Bel betrug 2,27 umot'CO./h/g Protein
und wurde von den Wildtyp- und Mutanten-Messweetbgezogen.

Die gemessenen GCDH-Aktivitaten wurden, nach Abdag in den untransfizierten
Kontrollzellen bestimmten endogenen GCDH-Aktivitéuf die Wildtyp-Aktivitat
(100 %) bezogen. Die Restaktivitat der Mutation @t®63Val entsprach mit 14,9 % der
GroRenordnung der in Fibroblasten von Patientenegsanen Werte und war mit
vorausgehenden Studien (Keyser et al. 2008b) vehylar. Die Mutationen
p.Prol82Ala und p.Thr211Ala zeigten sehr hohe emtigrhe Restaktivitidten von 52,7
bzw. 75,5 % im Vergleich zum Wildtyp-Protein. Dieukdtion p.Pro248Leu, die wie
p.Met263Val schon zu einer geringeren Expressibntdiiwar mit einer enzymatischen
Restaktivitat von 10 % gegenuber der Wildtyp-Kolroassoziiert. Die beiden
Mutationen des Asn392-Restes flihrten zur vollsgagmienzymatischen Inaktivierung
des GCDH-Proteins.
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4.2.3 Untersuchung zur homo- und heteromeren Protein-Komfexbildung

In vorausgehenden Arbeiten konnte in unserer Asbeippe gezeigt werden, dass
GCDH-Monomere nicht nur Homotetramere bilden konreamdern auch heteromere
Proteinkomplexe mit bisher unidentifizierten Intdranspartnern (Keyser et al. 2008b).
Diese heteromeren Komplexe waren bei der Mutarite{263Val im Vergleich zum
Wildtyp-GCDH stark vermindert, sodass der an deer@#che des GCDH-Proteins
gelegene Aminosaurerest Met263 madglicherweise anirderaktion der GCDH mit
anderen Proteinen beteiligt ist. Um die postulidPt®tein-Protein-Interaktionsstelle
weiter zu charakterisieren, wurden die hier erstell GCDH-Mutanten, die in
raumlicher Néhe zu Met263 lokalisiert sind, durclue@ernetzungsexperimente
analysiert. Fur die Quervernetzung von Proteinendewer chemische ,Crosslinker®
BS® eingesetzt, der freie Aminogruppen im Abstand ¢ A kovalent miteinander
verbindet. Die resultierenden Proteinkomplexe weissomit auf die raumliche
Nachbarschaft der Einzelkomponenten hin und konkefschluss tber die Struktur

von Multiproteinkomplexen geben.
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Abb. 4.8: Protein-Komplexbildung von Wildtyp- und mutanter GCDH

BHK-Zellextrakte mit Uberexprimiertem GCDH-Wildtyprotein und den sechs GCDH-Mutanten
wurden in An- und Abwesenheit von 200 pM des chehgs ,Crosslinkers* BSinkubiert. Die Protein-
Lysate (100 pg) wurden anschlieBend mit einem Trisin-Gel (10 % Acrylamid) aufgetrennt und Uber
einen GCDH-spezifischen Western Blot analysigheteromere GCDH-Komplexe; * mono-, ** di- und
*** tetramere GCDH-Form.

Fur die Quervernetzungsexperimente wurden Extrate BHK-Zellen, die fir 24 h

das Wildtyp- und die mutanten GCDH-Proteine Uberexierten, in An- und
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Abwesenheit von 200 uM BSnkubiert und mittels GCDH-spezifischen WesterotBI
analysiert. Als spezifische Kontrolle des Antikdipalienten untransfizierte Zellen.
Neben dem 44 kDa GCDH-Monomer, sollten auch dieemvartenden homomeren
GCDH-Dimere (88 kDa) bzw. Tetramere (176 kDa) und duvor beim GCDH-
Wildtyp beobachteten heteromeren 100, 140 und 2D8 PRroteinkomplexe nach
Inkubation mit BS nachgewiesen werden (Abb. 4.8, (Keyser et al. B)08

Die Substitution der Aminosduren Prol82 und Thraikch Ala fuhrte in den
Quervernetzungsexperimenten zu keinen Veranderudggi®ligomerisierungsmusters
im Vergleich zum Wildtyp-Protein. Sowohl die Homdigdmerisierungsformen als
auch die heteromeren 100, 140 und 200 kDa Komgtexaten bei beiden Mutanten
im Western Blot detektiert werden (Abb. 4.8A) Ber dMutation p.Pro248Leu konnte
hingegen nach Inkubation mit BSwr noch die schwach exprimierte monomere
GCDH-Form beobachtet werden. Die tetramere GCDHwEoin der das Protein
funktional vorliegt, und die heteromeren Proteinaifdexe konnten nicht beobachtet
werden (Abb. 4.8A). Der Austausch der Aminosaura3®2 zu Asp oder Ala zeigte
ebenso wie die Mutation p.Met263Val im Vergleich@GDH-Wildtyp ein verandertes
Bandenmuster nach Quervernetzung. Die dimere GCikiBr konnte in allen drei
Fallen gebildet werden, jedoch nicht der funktientdtramere GCDH-Komplex. Von
den drei heteromeren Komplexbanden, die vom Wil@@DH gebildet werden,
konnte bei der Mutation p.Asn392Asp keine, bei p322Ala die 100 kDa und
140 kDa Bande und bei der Mutation p.Met263Val digr 100 kDa Bande detektiert
werden (Abb. 4.8B).

Da die Substitution weiterer Aminoséaurereste irmticher Nahe zu Met263 ebenfalls
eine Reduktion der heteromeren Komplexbildung \ecint, wird die Relevanz der
Oberflachenregion um Met263 als mdogliche Binduredkst fur GCDH-

Interaktionspartner unterstrichen.
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4.3 ldentifizierung von GCDH-Interaktionspartnern

Im Abschnitt 4.2 konnte gezeigt werden, dass einige ausgewdahlten GCDH-
Mutationen mit relativ hohen Enzym-Restaktivitatamd strukturellen Veranderungen
der Proteinoberflache, wie p.Met263Val, die Tetrasmerung und die heteromere
Komplexbildung mit bislang nicht identifizierten mlungspartnern verhindern oder
beeintrachtigen. Im Weiteren wurde untersucht, elcProteine als mdgliche

Interaktionspartner fur das GCDH-Protein in Frageknen.

4.3.1 Das Elektron-Transfer Flavoprotein (ETF)

Bei der katalytischen Umsetzung von Glutaryl-CoA @Grotonyl-CoA fungiert das

Elektron-Transfer-Flavoprotein (ETF) als Elektroakreptor fuir GCDH (Abb. 1.3).
Aufgrund dieser funktionalen Nahe kann ETF dahers ain mdglicher

Interaktionspartner von GCDH angesehen werden. ESEfzt sich aus zwel
UntereinheitenaETF (36 kDa) undBETF (28 kDa), sowie einem FAD-Molekul
zusammen und transferiert entgegengenommene Hiekirdber das FAD-Molekil
zum Ubichinon in der Atmungskette (Watmough et28l10). Im folgenden Abschnitt
werdenin vivo und in vitro Untersuchungen zum Nachweis der Interaktion zveisch
ETF und GCDH vorgestellt.

4.3.1.1 ,Pull-Down“ mit GCDH und ETF

Beim ,Pull-Down*“ Experiment handelt es sich um einevitro-Methode, mit der die
Interaktion zwischen einem i&. coli Uberexprimierten Fusionsprotein (,Bait”) und
einem maoglichen Interaktionspartner aus Zelllysdi@rey*) analysiert werden kann.
Als ,Bait“ wurden die Untereinheiten vonETF undBETF als C-terminale (His)
Fusionsproteine verwendet. Die entsprechenden cDMAtglen hierfir in den Vektor
pET28a(+) kloniert, inE. coli Uberexprimiert und Uber den His-Tag an Ni-NTA-
Agarose immobilisiert. AnschlieRend wurden die \epditeten Saulen maETF- bzw.
BETF-Matrix, mit verschiedenen BHK-Zelllysaten inkeitt (Abb. 4.9). BHK Zellen
wurden hierfir mit cDNA fiur GCDH-myc, LC3-GFP unditnBETF-myc transient
transfiziert. Das zytosolische Protein LC3-GFP theals Negativkontrolle und der
Nachweis der direkten Interaktion zwische&TF undpBETF, die als Protein-Komplex

agieren, diente als Positiv-Kontrolle. Pro Sauleden 300 pg Protein aus den BHK-
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Zelllysaten (gel6st in Triton X-100; Input) mit 200l oaETF- bzw. BETF-Matrix

inkubiert. Nicht-gebundenes Material wurde als [Difltssfraktion gesammelt.
Anschliel3end wurde die Matrix mit 10-fachem Voluméfaschpuffer gespult (W1-
W10) und danach direkt solubilisiert (Eluat). Alaga der Input-, der Durchfluss- und
der verschiedenen Waschfraktionen, sowie die itige Elutionsfraktion wurden
uber SDS-PAGE aufgetrennt. Die Analyse der Fraktmoerfolgte mit Western Blot

und Antikorpern, die gegen die ,Prey“-Proteine getet waren (Abb. 4.9).
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Abb. 4.9: ,Pull-Down*“-Analyse von a- bzw. BETF mit GCDH

Die His-getaggten ProteineETF (A) undBETF (B) wurden inE. coli iberexprimiert und an Ni-NTA-
Agarose immobilisiert. Di&tETF- bzw.BETF-Matrix wurden anschlieBend mit Triton X-100 licisen
Uberstanden aus BHK-Zellen (300 pg) die GCDH-my€&3tGFP oderpETF-myc exprimierten,
inkubiert (Input 10 Vol.-%). Ungebundenes Matenalrde im Durchfluss aufgefangen (10 Vol.-%).
Unspezifisch gebundenes Material wurde durch Wasdee Saulen (10 x 200 ul Waschpuffer) entfernt
(W2, W6, W10 jeweils 25 Vol.-%). Die Elution der d®in-Interaktionskomplexe erfolgte durch
Aufkochen deraETF- bzw. BETF-Matrix fir 5 min bei 95 °C in Solubilisierunggifer. Die Analyse
erfolgte nach Auftrennung durch SDS-PAGE (10 % Aamyjid) mittels Western Blot und Antikdrper
gegen GCDH, LC3 unflETF.

In den Elutionsfraktionen m&ETF (Abb. 4.9 A) unETF (Abb. 4.9 B) als ,Bait”“ und
GCDH als ,Prey* konnte im GCDH-spezifischen West&iot in beiden Féllen eine
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Bande detektiert werden. Die densitometrische Auswig des Western Blots ergab,
dass 7,7 bzw. 7,4 % des gelosten GCDH-Proteins hgmat mit oETF bzw. BETF
interagierte. Das geléste LC3-Protein zeigte emweysgemald keine Interaktion mit
einem der beiden ,Bait*-Proteine. Ebenfalls konet&artungsgeman eine Bindung von
BETF anoETF, mit 5,4 % der Gesamtmenge (Inputp&TF, detektiert werden.

4.3.1.2 ,Protein-Fragment Complementation Assay“ mit GCDH und ETF

Zur Verifizierung der Interaktion von GCDH mit démtereinheiten des ETF-Proteins
wurde als zweite, unabhéngige Methode der ,Prdteagment-Complementation-
Assay* (PCA) angewendet (Nyfeler et al. 2007). Pi€2eine zellbiologische Methode

zur Detektion von Protein-Protein-Interaktionarvivo.

Fur die PCA-Methode wird die cDNA fur das gelb fleszierende Reporter-Protein
(,Yellow fluorescent Protein*: YFP) in zwei FragmenYFP1 und YFP2 getrennt. Die
Fragmente wurden als Fusionsproteine mit der cONA@CDH oder- bzw.BETF in

den eukaryontischen Expressionsvektor pcDNAS.1i&lbnAnschlieliend wurden die
Konstrukte in BHK-Zellen kotransfiziert. Bei erfojcher Protein-Interaktion
zwischen GCDH und- bzw.BETF kommen auch die YFP-Fragmente YFP1 und YFP2
in raumliche N&he und konnen sich zu einem funkiiem Protein rekonstituieren und

in Form eines Fluoreszenzsignals mikroskopischktieté werden (Abb. 4.10).

YFP1 YFP2

Abb. 4.10: Schematische Darstellung des Protein-Fganent-Complementation-Assays (PCA)

In einem Vorexperiment wurden die cDNA der erstelltFusionsproteine zunachst
einzeln in BHK-Zellen transfiziert und die Expremsim Western Blot Uberprift (Abb.
4.11A). Das Konstrukt pcDNA3-MCFD2-YFP2 (freundlenfveise von H.P. Hauri,
Biozentrum Basel, zur Verfigung gestellt) wurde Mdéggativkontrolle eingesetzt. Das

Protein MCFD2 (,multiple coagulation factor defio®y protein 2”) bildet zusammen
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mit dem ERGIC-53-Protein (,endoplasmic reticulumlgiontermediate compartment
protein of 53 kDa") einen ,Cargo“-Rezeptor, der =Afisch Proteine vom

endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-Apparat fparisert (Nyfeler et al. 2007).

Die YFP1-Fusionsproteine wurden im Western Blot niRtotein-spezifischen
Antikérpern (GCDH- bzw. BETF-Antikérper) nachgewiesen. Zur Detektion der
exprimierten YFP2-Fusionsproteine konnte aufgruadhiomologie von YFP2 zu GFP

(.Green fluorescent Protein“) ein anti-GFP-Antikérpeingesetzt werden. Alle zu

untersuchenden Proteine konnten entsprechend Mwoérkilmasse im Western Blot
detektiert werden (Abb. 4.11 A).

Negativ-Kontrolle

GCDH-YFP1 GCDH-YFP1 + MCFD2-YFP2

B o
anti-  anti- anti-GFP g
GCDH BETF 5
X
2
GCDH 67 kDa g
47 kDa
GCDH 59 kDa
46 kDa
38 kDa

MCFD2 27 kDa

Interaktionsnachweis

GCDH-YFP1 + oaETF-YFP2 GCDH-YFP1 + BETF-YFP2

Abb. 4.11: PCA zum Nachweis der Interaktion von GCIBI mit «ETF und BETF

(A) Expressionsanalyse der verwendeten YFP-Fusiotsipe. BHK Zellen wurden einzeln mit der
cDNA der angegebenen Fusionsproteine transfiziedt Zellextrakte (30 ug) Uber SDS-PAGE (10%
Acrylamid) aufgetrennt. Die Expression wurde mibtem-spezifischen Antikérpern (GCDH uB&TF)
bzw. bei den YFP2-Fusionsproteinen mit dem GFP&mnger im Western Blot detektiert. Die Massen
der jeweiligen Fusionsproteine sind darunter schisatadargestellt. (B1-B6) Mikroskopische Aufnahme
von Fluoreszenzsignalen der mit cDNAs der YFP-Fsiooteine transfizierten BHK-Zellen. Nach
Transfektion wurden die Zellen mit PFA fixiert udee Zellkerne mit DAPI angefarbt. Zellen die nurtt mi
einem der YFP-Fragmente (GCDH-YFP1; B1) oder akienitht interagierenden YFP-Fusionsproteinen
(GCDH-YFP1 + MCFD2-YFP2; B2) transfiziert wurdemrigten kein Fluoreszenzsignal.
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Fur die eigentliche Protein-Protein-Interaktiondgtuwurden BHK-Zellen mit den zu
untersuchenden cDNAs der YFP-Fusionsproteine traedfbzw. kotransfiziert. Nach
24 h wurden die Zellen durch Fluoreszenzmikroska@pialyse untersucht. BHK-
Zellen, die mit GCDH-YFP1 allein oder aber mit cD&l®on GCDH-YFP1 + MCFD2-
YFP2 zusammen transfiziert wurden, dienten als h\eg@ntrolle. Das Fragment
YFP1 allein sollte, wie oben beschrieben, aufgrdetilender Funktionalitdt des
Proteins in Abwesenheit von YFP2 kein Fluoreszeymagi bilden. Erwartungsgemar
war in GCDH-YFP1 exprimierenden und DAPI-angefanbteZellen kein
Fluoreszenzsignal nachweisbar (Abb. 4.11 B1). B&i zweiten Negativ-Kontrolle
konnte aufgrund fehlender Protein-Protein-Inte@ktzwischen der mitochondrialen
GCDH und dem zytosolischen MCFD2 ebenfalls keinkfiomales YFP ausgebildet
und somit auch kein Fluoreszenzsignal detektiertder® (Abb. 4.11 B2). Die
Kotransfektionen der Fusionsproteine GCDH-YFP1 DBEYFP2 sowienETF-YFP2

+ BETF-YFP1 dienten als Positiv-Kontrolle aufgrund tamo-Oligomerisierung der
GCDH und der heteromeren Komplexbildung zwischen B&F-Untereinheiten. In
beiden Kontrollen konnten in 30-40 % der transfiee Zellen mikroskopisch gelbe
Fluoreszenzsignale, die das typische mitochondNaliegmuster zeigten, aufgenommen
werden (Abb. 4.11 B3 und B4). Nach Transfektion BetK-Zellen mit cDNAs von
GCDH-YFP1 unETF-YFP2 bzwBETF-YFP2 konnte durch die Proteinbindung von
GCDH an diea- bzw. BETF-Untereinheiten, YFP rekonstituiert und mikrgsisch
detektiert werden (Abb. 4.11 B5 und B6). Weshak Ititeraktion zwischen GCDH-
YFP1 mitaETF-YFP2 ein punktformiges Fluoreszenzsignal urdghinwie bei GCDH-
YFP1 mitBETF-YFP2 eine typische mitochondriale Farbung érdpleibt zu klaren.
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4.3.1.3 Oberflachenplasmonresonanzspektroskopie der GCDH-B--Interaktion

Fur die Quantifizierung von Bindungsaffinitaten sehen GCDH und ETF wurde die
Oberflachenplasmonresonanzspektroskopie (SPR) emt BlAcore 3000 Biosensor
eingesetzt. Hierbei wird die Interaktion eines @&n 8ensoroberflache immobilisierten
Reaktionspartners (= Ligand) mit einem sich in Laggbefindlichen Bindungspartner
(= Analyt), der in einem kontinuierlichen Fluss tildge Sensoroberflache am Liganden
vorbeigeleitet wird, untersucht. Der BIAcore 300@4$®nsor verfugt Gber 4 Flusszellen,
die unabhangig voneinander angesteuert werden korfemit konntenoETF und
BETF, sowie die Aminosaure Lysin als Negativ-Korfgpgemeinsam an einen CM5-
Sensorchip kovalent Uber freie Aminogruppen gektipperden. Anschliel3end wurde
GCDH in unterschiedlichen Konzentrationen Uber dier Flusszellen an den
immobilisierten Proteinen vorbei geleitet und dianddingsparameter an diese

quantifiziert.

Voraussetzung fur die Interaktionsmessungen miergirBiosensor war eine hohe
Reinheit der zu testenden Liganden und des Analyen cDNA der LigandemETF
bzw. BETF wurde hierfur als GST-Fusionsproteine in dektoe pGEX4T_2 kloniert
und nach Uberexpression iE. coli unter Verwendung von Glutathion-Agarose
aufgereinigt. Die cDNA der GCDH wurde in den VekpiET28a(+) kloniert und nach
Uberexpression irE. coli Gber einen C-terminalen His-Tag mit Ni-NTA-Agarose
aufgereinigt. Fur die erfolgreiche Aufreinigung d&6T- und His-Fusionproteine wurde
eine Kotransformation mit dem Vektor pGroESL, der @haperone GroEL und GroES
exprimiert, durchgefihrt. Die Chaperone vermittethe korrekte Faltung der
Fusionsproteine und zeigen somit stabilisierenderkitg. Die Reinheit der
rekombinanten Proteine wurde mittels SDS-PAGE undcllieRender Coomassie-
Farbung Uberprift (Abb. 4.12). Alle Proteine zemgéenen hohen Reinheitsgrad, da eine
spezifische Bande mit der jeweiligen Molekilmasser drusionsproteine nach

Coomassie-Farbung detektiert werden konnte.
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Abb. 4.12: Aufreinigung von GST- und His-Fusionsprteine fiir SPR

Die rekombinanten Proteind€ETF undBETF wurden nach Uberexpression in einer 40@Endoli-Kultur
iber einen GST-Tag mit Hilfe von Glutathion-Agar@sggereinigt. GCDH wurde nach Uberexpression
in ebenfalls 400 mE. coli-Kultur Gber einen His-Tag mit Hilfe von Ni-NTA-Agase aufgereinigt. Um
die Stabilitdt der Uberexprimierten Fusionsproteine verbessern, wurdek. coli-Zellen mit den
Chaperonen GroEL und GroES kotransformiert. DienReit der in 500 pl eluierten Proteine wurde mit
SDS-PAGE (10 % Acrylamid) und anschlieBender Coamasirbung tberprift. Aufgetragen wurden 4
Vol.-% vom Eluat. Rechts sind schematisch die Fspooteine mit entsprechender Molekilmasse
dargestellt.

Fur die SPR-Analyse wurdemETF, BETF und Lysin wie unter Punkt 3.4.14
beschrieben, an den CM5-Sensorchip immobilisierte Bindungsaffinitaten von
GCDH an oETF, BETF und Lysin, wurden konzentrationsabhangig eahittDer
Analyt GCDH wurde in Konzentrationen von 1 uM — & fir 1 min bei einer
Flussgeschwindigkeit von 30 pl/min injiziert. Nagimer kurzen Dissoziationsphase, in
der nur Puffer tGber die Sensoroberflache flossdemiranschlieend noch gebundene
Proteinreste mit 5 - 10 mM NaOH entfernt. In Abd31A und B sind exemplarisch die
Sensogramme mit der konzentrationsabhangigen Bastng der Bindungsaffinitat von
GCDH an oETF bzw. BETF nach Abzug der unspezifisch gemessenen
Resonanzeinheiten der Negativkontrolle Lysin, dstej. Je hoher die Konzentration
von GCDH, desto mehr Protein konnte @&TF oderBETF binden, was durch die
Steigung des Resonanzsignals (RU) verdeutlicht.vi8ed einer GCDH-Konzentration
von 16 uM wird allmahlich der Sattigungsbereicremint. AnaETF konnte insgesamt
weniger GCDH im Vergleich zBETF binden. Da die Kopplung vonETF mit
2400 RU im Vergleich zBETF mit 4000 RU an die Sensoroberflache nicht faient
war, ist der direkte Vergleich der Absolutwerte 8ensogramme nicht mdglich.
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Abb. 4.13: Sensogramm der Bindung von GCDH anETF und BETF

(A) Charakterisierung der Bindung von GCDH @& TF. (B) Charakterisierung der Bindung von GCDH
an BETF. Die aufgereinigten ProteindeTF undBETF wurden jeweils mit 10 pg/ml Protein an einen
CM5-Sensorchip Uber freie Aminogruppen immobilisiéds Negativ-Kontrolle wurde die Aminoséaure
Lysin gekoppelt. Fir Bindungsstudien wurde der idsing befindliche Analyt (GCDH) in
unterschiedlichen Konzentrationen fiir 60 s mit eifkissgeschwindigkeit von 30 pl/min injiziert und
die Bindung in Form von Resonanzeinheiten (RU) geme. Zur Normalisierung wurden die fiEETF
und BETF gemessenen Resonanzeinheiten von der Negatitrdfle abgezogen und in Form eines
Sensogramms dargestellt.

Mittels BIAcore 3000 BlAevaluation 4.1 Software wler daher die Dissoziations-
gleichgewichtskonstante Kals Ausdruck der Bindungsaffinitdt zwischen GCDhtlu
a- bzw. BETF berechnet. Kist dabei der Quotient der Dissoziationskonst&atend
der Assoziationskonstante, Hie durch Messung der unterschiedlichen Konzeatran
des GCDH-Proteins in Form einer nicht-linearen Rsgjion der Sensogramme von der
Software berechnet wurden. Dep-MVert von GCDH aru- bzw. BETF entsprach 292
bzw. 264 nM und zeigt somit eine hoch affine Bingludes GCDH-Proteins an die
Untereinheiten des ETFs.

Im Abschnitt 4.3.1 konnte mit drei unabhangigen heken (,Pull-Down*“-, PCA- und
SPR-Analyse) erstmals die direkte Interaktion zivest GCDH und den Untereinheiten
des ETF-Proteins verifiziert werden. Dabei zeigteh sdurch Quantifizierung der
Protein-Wechselwirkungen, dass es sich sowohl @D und oETF als auch bei
GCDH undBETF um starke Bindungen handelt.
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4.3.2 Wirkung von GCDH-Oberflachenmutationen auf die Interaktion mit ETF

Die Interaktion des Wildtyp-GCDH-Proteins mit demt&reinheiten des ETFs konnte
dargestellt werden. Im Weiteren sollte der Einfldes GCDH-Mutanten p.Pro182Ala,
p.Thr211Ala, p.Pro248Leu, p.Met263Val, p.Asn392Asm p.Asn392Ala (Abb. 4.5)
auf die Interaktion miti- bzw. BETF durch ,Pull-Down”- und SPR-Analyse untersucht

werden.

4.3.2.1 ,Pull-Down“ von GCDH-Mutanten und ETF

Wie in Abschnitt 4.3.1.1 beschrieben wurden Ni-N$Aulen mit immobilisiertena-
bzw. BETF vorbereitet. Die S&ulen wurden anschlieendTmton X-100 Idslichen
Extrakten aus BHK-Zellen, die mutante GCDH Uberexpren, inkubiert. GCDH-
Wildtyp-Extrakte dienten als Bindungskontrolle uritktrakte aus untransfizierten
Zellen als Negativ-Kontrolle. Nach mehrmaligem Wrast der Séaulen wurden die @n
bzw. BETF gebundenen Proteine durch Aufkochen der Ni-Nlg&rose in
Solubilierungspuffer gelést und durch SDS-PAGE maitschlieBendem GCDH-
spezifischen Western Blot detektiert (Abb. 4.14#dB). Die GCDH-Banden wurden
densitometrisch quantifiziert und der prozentualetel der gebundenen Mutanten,
bezogen auf den Input, berechnet (Abb. 4.14 C). meim lagen insgesamt 40 + 14 %
des eingesetzten GCDH Wildtyp-Proteinso#iTF gebunden vor, wahrend es PEITF
nur 24 = 15 % der eingesetzten GCDH waren. Untedehim prozentualen Anteil des
gebundenen Materials im Vergleich zum Wildtyp zemgsich in Bezug auf die Bindung
an oETF bei den Mutanten p.Pro248Leu, p.Asn392Asp umdei263Val. Die hier
durchschnittlich gebundenen Anteile lagen mit 6 #9462 (p.Pro248Leu), 19 + 27 %
(p-Asn392Asp) und 21 £ 5 % (p.Met263Val) unterhdds gebundenen Anteils von
GCDH-Wildtyp anaETF. Allerdings unterlagen einige ,Pull-Down“-Exjpaente (z.B.
p.Thr211Ala, p.Asn392Asp) groRen Schwankungen.d&a Gbrigen Mutanten zeigte
sich kein Unterschied im Bindungsverhalten @aTF im Vergleich zum GCDH-
Wildtyp.
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Abb. 4.14: ,Pull-Down“-Analyse von a- bzw. BETF mit GCDH-Mutanten

Jeweils acht Saulen mit immobilisierteETF- (A) bzw. BETF-Matrix (B) wurden mit 300 pg Triton
X100 léslichen Proteinextrakten aus BHK-Zellen, die angegebenen GCDH-Mutanten exprimieren,
inkubiert. Untransfizierte Zellen dienten als Negd€ontrolle. Nach mehrmaligem Waschen der Saulen
wurden die am- bzw. BETF gebundenen GCDH-Mutanten durch Aufkochen deNNA-Agarose in
300 pl Solubilisierungspuffer gelést. Jeweils 168 dnputs (I: 50 pl) und des Eluates (E: 50 pl)dear
fur die SDS-PAGE (10 % Acrylamid) aufgetragen. Dieer GCDH spezifischen Western Blot
detektierten Banden wurden densitometrisch quaigifi (C). Fir die densitometrische Auswertung
wurden 3 unabhéngige ,Pull-Down“-Experimente ausgei. Mittelwert + SD.

In Bezug auf die Bindung afETF zeigten die Mutationen p.Thr211lAla und
p.Met263Val eine verminderte Bindung im Vergleich@CDH-Wildtyp. Mit 5 + 4 %
(p.-Thr211Ala) bzw. 15 + 5 % (p.Met263Val) lag debgndene Proteinanteil unter dem
Anteil des GCDH-Wildtyps. Ebenfalls auffallig in Beg auf dieBETF-Bindung war
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die Substitution von Asn392 zu Ala, die im Verglkeizum Wildtyp-Protein mit 45 +
11 % einen erhohten Anteil gebundenen Proteins iaafwDer Anteil anpETF-

gebundenem Protein war bei den tGbrigen MutantertG@DH-Wildtyp vergleichbar.

4.3.2.2 Oberflachenplasmonresonanzspektroskopie der Wechserkung von
GCDH-Mutanten mit ETF

Wie im Abschnitt 4.3.1.3 fur das Wildtyp-Protein sbarieben, sollten auch die
Bindungsaffinitdten ausgewahlter, GCDH-Mutanten deh Untereinheiten des ETF-
Proteins ermittelt werden. Die mutanten GCDH-Prwesollten wie zuvor GCDH-
Wildtyp als Analyten Uber den mi&ETF, BETF und Lysin gekoppelten CM5-
Sensorchip in unterschiedlichen Konzentrationenu — 16 pM) an den immo-
bilisierten Liganden vorbeigeleitet und die Bindueng diese quantifiziert werden. Die
mutanten Formen p.Met263Val, p.Pro248Leu und p.828A3p, die aufgrund der
Quervernetzungsexperimente ausgewahlt wurden, wumleden Vektor pET28a(+)
kloniert und nach Uberexpression in coli tiber einen C-terminalen His-Tag mit Ni-
NTA-Agarose aufgereinigt. Die Reinheit der rekonamten Proteine wurde mittels
SDS-PAGE und anschliel3ender Coomassie-Farbungriilfieifbb. 4.15).

| p.Pro248Leu | 6xHis | 43 kDa

p.Met263Val | 6xHis | 43 kDa

| p.Asn392Asp | 6xHis | 43 kDa
b - [GroES] 10 kDa 60 kDa

Abb. 4.15: Aufreinigung mutanter GCDH fir SPR

Die mutanten GCDH wurden nach Uberexpression iare#®0 mlE. coli-Kultur iiber einen His-Tag mit
Hilfe von Ni-NTA-Agarose aufgereinigt. Um die Sthtiit der Uberexprimierten Fusionsproteine zu
verbessern, wurdeB. coli-Zellen mit den Chaperonen GroEL und GroES kotrangfert. Die Reinheit
der in 500 pl eluierten Proteine wurde mit SDS-PAGE % Acrylamid) und anschlielender Coomassie-
Farbung Uberprift. Aufgetragen wurden 4 Vol.-% voAiluat. Rechts sind schematisch die
Fusionsproteine mit entsprechender Molekilmassgedtel|t.

Die Mutante p.Pro248Leu zeigte nach Coomassie-R@rt@inen hohen Reinheitsgrad

da nur eine spezifische Bande mit der kalkuliertenlaren Masse von 43 kDa
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nachgewiesen wurde. Die Mutanten p.Met263Val uidm392Asp zeigten neben der
spezifischen 43 kDa Proteinbande eine zweite Babele ca. 60 kDa, die dem

kotransfomierten Chaperon GroEL zugeordnet wurdeb(4.15).
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Abb. 4.16: Sensogramm der Bindung von mutanter GCDHan aETF und BETF

Fir Bindungsstudien wurden die in Losung befindlithAnalyten (mutante und Wildtyp-GCDH) in
unterschiedlichen Konzentrationen fiir 60 s mit eiRkissgeschwindigkeit von 30 pl/min injiziert und
die Bindung in Form von Resonanzeinheiten (RU) ggmme. Hier als Ubersicht dargestellt, die
jeweiligen Sensogramme bei einer KonzentrationAtalyten von 16 puM. (A) Vergleich der Bindung
von GCDH-WT und mutanter Formen aETF. (B) Vergleich der Bindung von GCDH-WT und
mutanter Formen arBETF. WT: Wildtyp-GCDH; M1: p.Pro248Leu; M2: p.Met2@al; M3:
p.Asn392Asp.

Die konzentrationsabhangig ermittelten Sensogranuee GCDH-Mutanten zur
Quantifizierung der Bindungsaffinitat axETF bzw. BETF unterschieden sich nicht
signifikant von den Sensogrammen des GCDH-Wildtypehe Abb. 4.13). Zur
Veranschaulichung der Unterschiede zwischen mutga@DH und GCDH-Wildtyp
wurde in Abb. 4.16 A und B die Bindung sowohl @aTF als auch afETF fur die
Analyt-Konzentration von 16 uM zusammenfassend aefgdit. Es zeigte sich, dass
oETF undBETF das GCDH-Wildtyp-Protein in geringeren Mengés die Mutanten
binden, was sich durch reduzierte Resonanzsigiily (viderspiegelt. Zum direkten
Vergleich wurden die Dissoziationsgleichgewichtsitanten Il der einzelnen
Mutanten in Bezug auf- bzw.BETF berechnet (Tab. 4.3).
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Tab. 4.3: Ubersicht der Ky-Werte fiir die Bindung von GCDH anaETF bzw. BETF

oETF BETF
Wildtyp 292 nM 264 nM
p.Pro248Leu 259 nM 89 nM
p-Met263Val 369 nM 262 nM
p.Asn392Asp 313 nM 0,8 nM

Es zeigte sich, dass die Bindungsaffinitat von GEDHHItyp anoETF mit denen der
Mutanten vergleichbar war. Die einzigen Unterscli@ud den Bindungsaffinitaten im
Vergleich zum Wildtyp wurden fiur die GCDH-Mutantep.Pro248Leu und
p.Asn392Asp arBETF gemessen, die niedrigere-Merte aufwiesen. Da die nicht-
lineare Regression der zugehotrigen Sensogrammek starm eigentlichen

Kurvenverlauf abwich (Daten nicht gezeigt) solligie Werte mit Vorsicht behandelt
werden. Insgesamt konnten mit dem BlAcore 3000 diesr die zuvor durch ,Pull-
Down“-Experimente  (Abschnitt 4.3.2.1) gemessenen tetdchiede in der
Bindungsstarke einzelner GCDH-Mutanten im Verglemih GCDH-Wildtyp, nicht

bestatigt werden.

Im Abschnitt 4.3.2 wurde eine mdgliche Beteiligumgsgewahlter Aminosaurereste des
GCDH-Proteins an der Bindung vakETF bzw.BETF Uberprift. Die ,Pull-Down*-
Experimente lie3en aufgrund reduzierter Bindungem@CDH-Mutanten im Vergleich
zum Wildtyp-Protein, auf eine Beteiligung der Amsédorrereste Pro248, Met263 und
eventuell Asn392 an der Bindung valeTF schlieen. Fir die Bindung V@RETF
scheinen die Aminosaurereste Thr211, sowie Met2&htig zu sein. In den SPR-
Analysen zeigte jedoch keine der untersuchten GGORitanten reduzierte
Bindungsaffinitdten anETF bzw.BETF im Vergleich zu GCDH-Wildtyp.
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4.3.3 Identifizierung weiterer GCDH-Bindungspartner

Fur die Identifizierung weiterer GCDH-Interaktiomsmer wurde das GCDH-Wildtyp
Protein, wie zuvor schon fir die BlAcore-Studienbg&hnitt 4.3.1.3) tUber Ni-NTA-
Agarose aufgereinigt. AnschlieBend wurde das GCDideth, wie in Abschnitt 3.4.7.3
beschrieben, kovalent an eine Affi-Gel 10 Matrixkgegpelt und mit isolierten
mitochondrialen Matrixproteinen aus Schweineleb&bsgchnitt 3.4.9 und 3.4.10)
inkubiert. Mogliche gebundene GCDH-Interaktionspartwurden nach mehrmaligem
Waschen der Matrix mit steigenden NaCl-Konzentregio (0,25-1,5 M) eluiert,
dialysiert und die einzelnen Elutionsfraktionen 8ilbergel Uberprift (nicht gezeigt).
Da im Silbergel kein Unterschied im Bandenmustar (& Polypeptidbanden zwischen
15 und 70 kDa) zwischen den einzelnen Elutionsivakin zu sehen war, wurden diese
gepoolt und zur massenspektrometrischen Analysebgeg(Proteom- und MS-Facility,
UKE, Prof. Schluter). Nach Auswertung der erhalterizaten mit dem Programm
Mascot (http://www.matrixscience.com) und der Daterk SwissProt konnten
insgesamt 19 Peptide mit einer Lange von 8 bis BilnAsauren definiert werden, von

denen 6 mitochondriale Matrixproteine darstellt€al. 4.4).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Dihydrolipoami@lgccinyltransferase (DLST) fur
weiterfihrende Interaktions-Analysen aus der Listesgewahlt. DLST (50 kDa) ist
eines von drei Enzymen desKetoglutarat-Dehydrogenase-Komplexes (OGDC), der
neben der Katalyse vom-Ketoglutarat zu Succinyl-CoA im TCA-Zyklus auch am
Metabolismus von Lysin und Tryptophan beteiligt. iQGDC katalysiert hier den
Schritt vono-Ketoadipat zu Glutaryl-CoA, das anschliel3end d@&DH zu Crotonyl-
CoA weiter umgesetzt wird (Abb. 1.3).
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Tab. 4.4: Massenspektrometrische Analyse und Idedizierung potentieller GCDH-
Interaktionspartner

Protein UniProt  Anzahl und Sequenz Mowse

Nummer jgentifizierter Peptide Score
Aldehyd- Q2XQV4  K.EEIFGPVMQILK.F 47
Dehydrogenase K. TFPTVNPSTGDVICHVAEGDK.A

K.ANYLSQALQAGTYWYNCYDVFGAQSPFG
GYKLSGSGR.E

ATP-Synthase P00829 R.TIAMDGTEGLVR.G 79
B-Untereinheit R.IMNVIGEPIDER.E
K. AHGGYSVFAGVGERTR.E
R.AIAELGIYPAVDPLDSTSR.I
Carbamoylphosphat Q8WN73 K.AADTIGYPVMIR.S 186
- Synthetase 1 R.SAYALGGLGSGICPNK.A
K.IAPSFAVESIEDALK.A
K.VLGTSVESIMATEDR.Q
Catalase 062839 K.LNILTAGPR.G 125
K.LNILTAGPR.G
K.DAQLFIQKK.A
K.NFSDVHPDYGAR.I
R.FSTVAGESGSADTVR.D
R.FNSANEDNVTQVR.T
R.AAQKPDILTTGSGNPIGDK.L

Dihydrolipoamide- QINOF1 R.GLVVPVIR.N 96
Succinyltransferase R.TTAVCKDDVITVK.T

R.NVETMNYADIER.T
Glutamat- P00366  K.YNLGLDLR.T 64
Dehydrogenase K.MVEGFFDR.G

R.TAAYVNAIEK.V
R.DDGSWEVIEGYR.A
K.NAEGANGPTTPEADK.I

K.HGGTIPIVPTAEFQDR.I

" Der Mowse-Score entspricht -10xLog(P), wobei P \tiahrscheinlichkeit beschreibt, dass es sich bei
der gefundenen Peptidubereinstimmung um ein zgéili Ereignis handelt. Scores >28 sind als
signifikant anzusehen (p<0,05).

Zur Analyse von GCDH-DLST-Wechselwirkungen wurdeméachst mitochondriale
Matrixproteine mit der GCDH-Affinitats-Matrix inkuért, gewaschen und gebundene
Proteine in einer Einschritt-Reaktion (1,5 M NaElyiert und im Western Blot auf
Anwesenheit des DLST-Proteins in der Elutionsfraktigetestet (Abb. 4.17). Als
Kontrolle wurden die mitochondrialen Matrixproteingt einer ungekoppelten Affi-Gel
10 Matrix inkubiert und wie zuvor beschrieben etuiend ebenfalls analysiert. Im
Ausgangsmaterial der mitochondrialen Matrixproteifieput: 1) stellt ein 50 kDa

immunreaktives Polypeptid, welches mit der kalkidie molaren Masse des DLST-
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Proteins Ubereinstimmt, die Hauptbande im DLST-digehen Western Blot dar.
Weitere Proteine mit einer molaren Masse von ca.190, 130 und 150 kDa, deren
Identitdt nicht bekannt ist, reagierten ebenfalle dem DLST-Antikdrper. In der
Elutionsfraktion der GCDH-Matrix konnten drei DLSfumunoreaktive Banden von
50, 56 und 70 kDa detektiert werden. Diese Bandememw nicht im Eluat der
ungekoppelten Affi-Gel 10 Matrix nachweisbar und ss&n daher als spezifisch
angesehen werden. Das Ergebnis der Western Blolygeabestatigt somit die
Identifizierung des DLST-Proteins als moglicher G€Ihteraktionspartner mittels

massenspektrometrischer Analyse.

kDA I |w E|wW E

130

70 -
55 -

I‘Of‘
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GCDH-Matrix | + | .

Abb. 4.17: DLST Western Blot Analyse nach Protein-iganden-Affinitdtschromatographie

An Affi-Gel 10 gekoppelte GCDH (+) bzw. ungekopgehffi-Gel 10 Matrix (-) wurden mit 1 mg/ml
mitochondrialen Matrix-Proteinen inkubiert (I: IrpuAuftrag entsprach 1/100 Vol. der eingesetzten
Proteinlésung). AnschlieBend wurden die Saulen Ififachen Volumen gewaschen und der letzte
Waschschritt solubilisiert (W). Gebundene Proteineden mit 1 ml 1,5 M NacCl eluiert, auf ein Vol.ivo
50 pl ankonzentriert und anschlieend solubilisig]}. Die Analyse der Fraktionen erfolgte tber SDS
PAGE (10 % Acrylamid) mit anschlieBendem DLST-sfiszhen Western-Blot.

4.3.4 Protein-Komplexbildung von GCDH mit DLST

DLST ist eine Komponente desKetoglutaratdehydrogenase-Komplexes und kann
sowohl homo- als auch heteromere Proteinkomplex@dn. Eine mogliche Protein-
Komplexbildung zwischen GCDH und DLST sollte dahan Weiteren mit
Quervernetzungsexperimenten unter Benutzung de®sginkers® BS untersucht
werden. Hierfir wurde die humamd_ST-cDNA aus isolierter RNA von Hela-Zellen
amplifiziert und mit einer C-terminalen (H)sSequenz in den Vektor pcDNA3.1
kloniert. BHK-Zellen wurden anschlieBend mit DLSTsH und GCDH-Myc
kotransfiziert und in die Zellextrakte in An- undbwesenheit von BSinkubiert.
Anschliel3end wurden die Zellextrakte geteilt uneribine SDS-PAGE aufgetrennt.
Die eine Halfte wurde mit GCDH- und die andere Halmit DLST-spezifischem
Western Blots analysiert. Als Kontrolle wurden amisfizierte BHK-Zellen verwendet
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(Abb. 4.18). Nach Quervernetzung konnten im GCDHzdschen Western Blot
Proteinbanden mit folgenden Moleklilmassen detektierden: 44 kDa (Monomer), 88
kDa (Dimer) und 176 kDa (Tetramer), sowie heterar€omplexbanden bei 102 kDa,
110 kDa, 140 kDa, 200 kDa und > 250 kDa. Unteratien Bedingungen waren im
DLST-spezifischem Western Blot nach Inkubation 1B’ eine 50 kDa Bande
(monomeres DLST) sowie Banden der MolekilmasselviinkDa, 150 kDa, 200 kDa,
210 kDa und zwei Banden > 225 kDa nachweisbar.B2ieden bei 140 kDa und ca.
260 kDa, wurden mit beiden Antikorpern detektiemyas fur eine Protein-
Komplexbildung zwischen GCDH und DLST sprechen Kkénn(Abb. 4.18).
Rechnerisch wére z.B. eine Kombination des dim&€&mH-Proteins (88 kDa) mit der
monomeren DLST-Form (50 kDa) fir die detektiert® kBa Bande, mdglich.

—— DLST+ | DLST+
ranstektion | scpH | GepH

B [= + | = + = +
kDA - g
225
150

102

76

52

-4 e R |
b
38 ‘

anti-DLST

Abb. 4.18: Nachweis der Protein-Komplexbildung vorGCDH mit DLST

Extrakte aus GCDH und DLST koexprimierten BHK-Zellewurden in An- und Abwesenheit des
chemischen ,Crosslinkers* BSnkubiert. Die Zell-Extrakte (100 pg) wurden angeRend mit einem
Tris-Tricin-Gel (10 % Acrylamid) aufgetrennt und dibGCDH- oder DLST-spezifischen Western Blot
analysiert. Zur Kontrolle wurden untransfizierte BHellen ebenfalls mit und ohne Crosslinker
behandelt. Pfeile markieren gleiche Molekilmassha, mit beiden Antikérpern nach Quervernetzung
detektiert werden konnten.
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4.3.4.1 ,Protein-Fragment-Complementation-Assay” mit GCDH und DLST

Die Interaktion zwischen GCDH und DLST wurde mind®CA-System (Abschnitt
4.3.1.2) validiert. Die cDNA von DLST wurde hierfié@gbenfalls C-terminal mit den
YFP-Fragmenten YFP1 und YFP2 fusioniert und in dektor pcDNA3.1 kloniert. Die
Expression von DLST-YFP1, DLST-YFP2, GCDH-YFP1, G&I¥FP2 und des
Kontrollproteins MCFD2-YFP2 wurde im Western Bldiaiprift (Abb. 4.19 A). Alle
zu untersuchenden Fusions-Proteine konnten mit kddkulierten Molekilmasse

nachgewiesen werden.
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Abb. 4.19: PCA zum Nachweis der Interaktion von GCIH mit DLST

(A) Expressionsanalyse der verwendeten Fusionspeot8HK-Zellen wurden mit cDNAs der YFP-
Konstrukte transfiziert und Zellextrakte (30 pg)etit5SDS-PAGE (10 % Acrylamid) aufgetrennt. Die
anschlieBende Western Blot-Analyse erfolgte mit DL®zw. GCDH-Antikdrpern, bei den YFP1-
Fusionsproteinen und mit einem GFP-Antikdrper bem & FP2-Fusionsproteinen. (B) Mikroskopische
Aufnahme von Fluoreszenzsignalen der mit YFP-Fispooteinen Uberexprimierten BHK-Zellen. Nach
24 h Uberexpression der Fusionsproteine wurdeiZelien mit PFA fixiert und die Zellkerne mit DAPI
angefarbt. Die Fluoreszenzsignale wurden anschi@@kroskopisch aufgenommen.
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Mit der anschlielRend durchgefuihrten PCA-Methodenkemie Interaktion von GCDH
mit DLST bestatigt werden. Als Negativ-Kontrolleedie GCDH-YFP1 allein und die
kotransfizierten Fusionsproteine GCDH-YFP1 + MCFEDRP2 (Abb. 4.19 B1 + B2),
bei denen keine Fluoreszenz erwartungsgemald dateterden konnte. Als Positiv-
Kontrolle diente, neben der Kotransfektion von GCBHP1 + GCDH-YFP2, die
Kotransfektion von DLST-YFP1 + DLST-YFP2 (Abb. 4.B3 + B4). Beide Positiv-
Kontrollen zeigten in 50 bzw. 30 % der DAPI-posgtivZellen ein gelb fluoreszierendes
Signal. Auch in den mit GCDH-YFP1 + DLST-YFP2 bz®BCDH-YFP2 + DLST-
YFP1 kotransfizierten Zellen konnten mikroskopigd¢toreszenzsignale nachgewiesen

werden.

4.3.4.2 Koimmunprazipitation von GCDH und DLST

Bei der Koimmunprazipitation handelt es sich nepeall-Down* und PCA um eine
weitere Methode, um Protein-Protein-Wechselwirkumgaachzuweisen. Hierbei
werden das ,Bait- und das ,Prey“-Protein in eineneukaryontischen
Expressionssystem kotransfiziert und die mdgliamerbktionin vivo nachgewiesen.
Das ,Bait“-Protein wird dabei nach Zellaufschluggp(t: I) Gber einen His-Tag an Ni-
NTA-Agarose immobilisiert und zusammen mit dem niaggerenden ,Prey“-Protein
aus dem Zellextrakt ,gefischt®. Ungebundene Praewerden im Durchfluss (FT)
aufgefangen und die Agarose anschlieend mit IefacVol. gewaschen (W).
Gebundene Protein-Komplexe werden durch Aufkochen wder Agarose gelost
(Eluat:E) und im Western Blot analysiert. DLST riitterminaler (His)-Markierung
wurde als ,Bait“-Protein zusammen mit den ,Preytfinen GCDH-myc sowie dem
cytosolischem LC3-GFP (Negativkontrolle) in HelLall&e koexprimiert. Als weitere
Kontrolle sollte die Interaktion zwischen DLST-Hisxd dem endogen exprimierten
GCDH in HelLa-Zellen wuntersucht werden. Die Zellekte mit den
Uberexprimierenden Proteinen wurden mit Ni-NTA-Agse inkubiert und die daran
gebundenen DLST- und andere interagierende Protkireh Western Blot analysiert.
Im Eluat der DLST-His Uberexprimierenden HelLa-Zellekonnten nach
densitometrischer Auswertung ca. 1,8 % der vorhagalendogen exprimierten GCDH
(Input) nachgewiesen werden. Dieser Anteil erh@&lith auf 4,2 % nach Koexpression
von DLST-His und GCDH-Myc in HelLa-Zellen. LC3-GFRtherwartungsgemal? nicht
an die DLST-Agarose gebunden (Abb. 4.20 A).
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Abb. 4.20: Koimmunprézipitation zum Nachweis der Irteraktion von GCDH mit DLST

Das DLST-His-Protein wurde allein oder zusammen G@DH-myc, sowie LC3-GFP in HelLa-Zellen
koexprimiert und in 500 pl Lysispuffer lysiert (laip I: 10 Vol.-%). 400 pl der Zellextrakte wurde
anschlieBend mit Ni-NTA-Agarose inkubiert. Ungebenes Material wurde im Durchfluss (FT:
12,5 Vol.-%) aufgefangen. Unspezifische Bindungemrden durch 3-maliges Waschen der Agarose
verhindert (W3: 10 Vol.-%). Die gebundenen Proteingden durch Aufkochen der Ni-NTA-Agarose fir
5 min bei 95 °C in 100 ul Solubilisierungspuffeuiekt (E: 100 Vol.-%). Die einzelnen Fraktionen
wurden Uber SDS-Page (10 % Acrylamid) mit anscklelém Western Blot mit Antikbrpern gegen (A)
GCDH und LC3, sowie nach ,Strippen” der Blotmembnaih Antikérper gegen (B) DLST getestet.

Zur Bestatigung der Expression von DLST-His und eléolgreichen Kopplung an Ni-
NTA-Agarose wurde die Blot-Membran ,gestrippt* untt DLST-Antikdrper erneut
analysiert. Sowohl in der Input- als auch in dewutiBhsfraktion konnte DLST

erwartungsgemal detektiert werden (Abb. 4.20 B).

Durch massenspektrometrische Analyse konnte DLSTbeme finf weiteren
mitochondrialen Proteinen als moglicher GCDH-Inkéicnspartner identifiziert und
anschlieRend Uber unabhangige Methoden (chemiscdeev€netzung, ,Pull-Down*-
Analyse und Ko-IP) verifiziert werden.
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5. Diskussion

5.1 Untersuchungen zum Einfluss von GA und 30HGA auf de
Transport von TCA-Zyklus-Intermediaten

Die Glutarazidurie Typl (GA1l) ist eine angeborerarnmetabolische Erkrankung, die
durch Mutationen im mitochondrialen Enzym GlutaBdenzym-A-Dehydrogenase
(GCDH) hervorgerufen wird. Die GCDH-Defizienz fuleti einer Akkumulation der
toxischen Metabolite Glutarsdure (GA) und 3-Hydmixyarsaure (3OHGA) in

Korperflissigkeiten und im Hirn von betroffenen iPaten. Wahrend kataboler
Zustande konnen GAl-Patienten encephalopatiscreeiKentwickeln, in dessen Folge
es zum irreversiblen Untergang von Neuronen im agim kommt. Die

pathophysiologischen Mechanismen, die der Neuraugéon zugrunde liegen, sind
bislang nicht geklart. Es wurde jedoch eine Storures neuronalen

Energiemetabolismus, im speziellen des TCA-Zykhastuliert.

Der Tricarbonsaure-Zyklus (TCA-Zyklus) stellt eineentralen Stoffwechselweg der
Zellen dar. Hier treffen Abbau- und Biosynthesewegen Kohlenhydraten,
Aminosauren, Lipiden und anderen Stoffklassen aafeder. In neuronalen Zellen dient
der TCA-Zyklus zum einen der EnergiebereitstellungForm von ATP durch den
oxidativen Abbau von organischen Stoffen, wie ZABinosauren und Fettsauren, und
zum anderen der Synthese von Glutamat und GABA,vdehtigsten exzitatorischen
bzw. inhibitorischen Neurotransmittern im zentralarvensystem. GABA wird mit
Hilfe der Glutamat-Decarboxylase aus Glutamat sgtiglert. Fir die Bildung von
Glutamat stehen neuronalen Zellen zwei Synthesewege/erfigung. Beim ersten
Syntheseweg wird Glutamat aus Glutamin gebildet,\dm astrozytaren Zellen in den
Interzellularraum abgegeben wird (Glutamat-Gluta@yklus) (Torgner et al. 1990).
Die anschlielende Aufnahme von Glutamin in die oealen Zellen und die
Umsetzung zu Glutamat Uber die Glutamatsynthasghtrgedoch fir die benétigte
Menge an Neurotransmittern nicht aus (Hertz 197@ygier et al. 1990). Neuronale
Zellen missen daher Glutamat ebenfalls aus dem Zykhss-Intermediat o-
Ketoglutarat mit Hilfe der Glutamatdehydrogenasentisgtisieren. Entnahme und

Nachschub von Intermediaten des TCA-Zyklus untgere dabei einem dynamischen
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Gleichgewicht, sodass entzogene Substrate, oafetoglutarat, wieder substituiert
werden mussen (Anaplerose). Dies geschieht in derstem Zelltypen Uber die
Pyruvatcarboxylase, die Pyruvat zu Oxalacetat whsetas in den TCA-Zyklus
zurtckflie3t. Neuronale Zellen weisen jedoch im ¢feich zu Astrozyten nur eine
geringe Pyruvatcarboxylase-Aktivitdt auf, sodas®e sauf eine anaplerotische
Versorgung mit TCA-Zyklus-Intermediaten wie CitratKetoglutarat, Succinat und
Malat von auf3en angewiesen sind (Schousboe eBaV; Hassel 2000; Hassel et al.
2000). Astrozyten sezernieren diese Dicarboxylatedén Interzellularraum, wo sie
anschlieRend von den Neuronen wieder aufgenommedeweUber die Transporter,
die am anaplerotischen Transfer der Dicarboxylateiligt sind, ist bislang nur wenig
bekannt. Studien beziglich der Aufnahme von Ciurat Succinat in primére neuronale
Zellen der Ratte sowie Studien an Froschoocytegte®i dass die Dicarboxylate nur
Na'-abhéngig in die Zellen transloziert werden konn@ie bis dato bekannten Na
abhangigen Dicarboxylat-Transporter NaC2 und Na@g&len als Kandidaten fur die
Aufnahme der TCA-Zyklus-Intermediate in Neurone bAstrozyten postuliert (Pajor
et al. 2001; Yodoya et al. 2006). Fur den TrangrdiaC3 ist aul3erdem bekannt, das er
auch GA und 30HGA mit unterschiedlichen Affinitateanslozieren kann (Stellmer et
al. 2007). Ziel des ersten Teils der vorliegendebeft war es daher zu untersuchen, ob
GA und 30HGA den Transfer von TCA-Zyklus-Intermadia Uber Membranen
kultivierter Astrozyten und Neuronen beeintrachtigdierfir wurde die Aufnahme und
Abgabe des exemplarischen TCA-Zyklus-Intermedidtég]-Succinat in Astrozyten

und Neuronen von Wildtyp- im Vergleich zu GddMausen analysiert.

In diesen Studien konnte zum einen gezeigt werdass in Gegenwart von 2 mM GA
bzw. 30HGA die spezifische, Nabhangige Aufnahme von**C]-Succinat in
neuronale Zellen um 95 (GA) bzw. 50 % (30OHGA) inibwerden konnte (Abb. 4.2).
Dabei war kein Unterschied in der inhibitorischemrklfng in neuronalen Zellen aus
Wildtyp- und GedH-Méausen zu beobachten.

Die eingesetzte Konzentration von 2 mM entspriantHalle von GA einer ahnlichen
Konzentration, die irpost mortenBiopsien von GAl-Patienten und in Gehirnen von
Gedh™-Mausen detektiert wurden (Koeller et al. 2002; Kéiils et al. 2005). Im Falle

von 30HGA entspricht 2 mM einer zehnfach héheremzaémtration als der, die in
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Hirnen von Gedh-Mausen und im Hirn von GA1-Patienten gemessen evekibnnte
(Kulkens et al. 2005; Sauer et al. 2006). iDaitro Experimente nicht mit deim vivo
Bedingungen vergleichbar sind, kénnen die Unteestthi in den 30HGA-
Konzentrationen vernachlassigt werden. Zudem istatvet, dass bei Eintritt von
encephalopatischen Krisen die Konzentrationen voA @&nd 30HGA in
Korperflissigkeiten und im Gehirn von Gé@Mausen weiter ansteigen (Zinnanti et al.
2006; Zinnanti et al. 2007; Keyser et al. 2008app&i keine Daten fir spezifische

Konzentrationsmessungen im Gehirn von GA1-Patiembeliegen.

Die in Gegenwart von GA im Vergleich zu 30HGA sgnd Inhibition auf die f'C]-
Succinat-Aufnahme lasst darauf schlieBen, dass NalS3vermittelnder Influx-
Transporter beteiligt ist. In Patch-Clamp Untersudien an NaC3-uUberexprimierenden
Froschoocyten konnte gezeigt werden, dass der jjoaies eine hoéhere Affinitat far
GA als fur 3BOHGA aufweist. Die ermittelteny/kWerte lagen dabei fir GA bei 40 + 12
MM und fur 3OHGA bei 950 + 180 uM (Stellmer et 2007; Hagos et al. 2008). Die
eingesetzten Dicarboxylat-Konzentrationen von 2 niM den hier durchgefiihrten
Experimenten lagen somit deutlich oberhalb der g=emen Ig-Werte fur den NaC3-
Transporter und erklaren, warum zumindest GA defluinvon [**C]-Succinat in
neuronale Zellen nahezu vollstandig inhibiert. Whareine 30HGA-Konzentration, die
dem 2,1-fachen des\KWertes fiir den NaC3 entspricht, den Transport [/36]-
Succinat in neuronale Zellen dennoch nur um 50 Bbiert, ist unklar. Zur Analyse
der Art der Inhibition wurden die*{C]-Succinat-Aufnahmestudien in Gegenwart
unterschiedlicher 30OHGA-Konzentrationen durchgeflhiEs zeigte sich bel
ansteigenden 30OHGA-Konzentrationen von 150 uM bisnld eine zunehmende
Hemmung der f'C]-Succinat-Aufnahme (Lamp et al. 2011). Dies drifiir eine
kompetitive Hemmung der beteiligten TransporterBezug auf die Aufnahme von
[**C]-Succinat in Astrozyten und Neuronen durch 30H®W&ben NaC3 konnte auch
die Beteiligung anderer Transporter, insbesondese NaC2-Transporters (Yodoya et
al. 2006), zunachst nicht ausgeschlossen werderuerdle Daten an NaC2-
Uberexprimierenden  Froschoocyten zeigten jedoch nekei NaC2-abhangige
Translokation vonf'C]-GA und PH]-30OHGA (Brauburger et al. 2011), was gegen eine

Beteiligung von NaC2 ant{C]-Succinat-Influx in Neuronen und Astrozyten shtic



Diskussion 85

Um zu untersuchen, ob NaC3 am Transfer von TCAsAhtermediaten in Neurone
beteiligt ist, wurden Expressionsanalysen in neaiem Zellen aus Gedh und
Wildtyp-Mausen durchgefiihrt. Die relative Expressimn NaC3 in neuronalen Gcetih
-Zellen war dabei um das 4,2-fache im VergleichNildtyp-Zellen erhéht (Abb. 4.4).
Ahnliche Unterschiede in der Expression des NaGC8wporters wurden auch in
Nierenzellen von GcedhMausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen beobachtet
(Stellmer et al. 2007). Hier wurde die Hochregualatiler Transporter-mRNA in Gcdh
-Zellen auf den gesteigerten Bedarf zur Ausschejdier akkumulierenden Metabolite
GA und 30HGA aus dem Blut tiber die proximalen Tubaétllen der Niere in den Urin
zuruckgefuhrt. Die Hochregulation der NaC3-Expmssin neuronalen Zellen aus
Gedh-Mausen kénnte als adaptive Antwort auf eine duntfibition des Transporters
mit GA und 30HGA reduzierte Versorgung der Zelleih TMCA-Zyklus-Intermediaten
interpretiert werden. Trotz der erhdhten NaC3-Eggian in neuronalen Zellen aus
Gedh"-Méausen war die absolute Aufnahme voi€C]-Succinat in An- und Abwesenheit
von GA bzw. 30HGA jedoch in allen Anséatzen mit deifnahme in neuronalen Zellen
aus Wildtyp-Mausen vergleichbar. Eine mdgliche &mnkhg ware, dass die NaC3
mRNA-Expression von der NaC3-Proteinbiosynthesen@uronalen GcdhZellen
entkoppelt ist. Dies konnte ebenfalls ein sekund&féekt der gestdrten Biosynthese
von Proteinen aufgrund mangelnder Versorgung miA-Agklus-Intermediaten sein.
Eine weitere Erklarung ware, das eine normale N&@&hese stattfindet und somit
auch mehr Transporter an der Plasmamembran nearadelen aus GedhrMausen
vorliegen, diese aber durch zusatzlich endogen ldgtbi Dicarboxylate GA und
30OHGA transinhibitorisch blockiert werden. Eindransinhibitorische Blockade
konnte z.B. durch die Aktivierung von NMDA-Rezepmordurch GA und 30HGA
hervorgerufen werden (Ullrich et al. 1999; Kdlkéragé 2001; Latini et al. 2005). Die
Aktivierung der NMDA-Rezeptoren wirde zur Depolatien der Plasmamembran
fihren. Yodoya und Kollegen konnten experimentelegen, dass die¢“C]-Succinat-
Aufnahme in Astrozyten und Neuronen unter membrpoldeisierenden Bedingungen
inhibiert wird (Yodoya et al. 2006). Eine weitdrans-inhibitorische Blockade kdnnte
durch GA vermittelt werden. Fir GA wird postuliedas es in hohen Mengen die
Na'/K*-ATPase inhibiert (Kélker et al. 2002b). Die W&'-ATPase Kkatalysiert

entgegen dem chemischen Konzentrations- und edekern Ladungsgradienten, unter
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Hydrolyse von ATP, den Transport von drei 'Nanen aus der Zelle und zeitgleich
zwei K'-lonen in die Zelle. Die extrazellulare NKonzentration ist essentiell, da der
NaC3-Transporter TCA-Zyklus-Intermediate nur mitndeinwarts gerichteten Na
Einstrom in die Zelle transloziert. Schlie3licheéstauch mdglich, dass neuronale Zellen
von GcdH-Méausen entsprechend der erhéhten NaC3 mRNA-Koratent mehr
NaC3 Protein synthetisieren, dieses aber nichtienRlasmamembran integriert wird
sondern in intrazellularen Membranstrukturen seimiees Vergleichbare Unterschiede
in der intrazellularen Lokalisation sind von demukise-Transporter 4 (GLUT4)
bekannt, der erst nach spezifischen Reizen (Insahindie Plasmamembran umverteilt
wird (Rea et al. 1997; Pessin et al. 1999).

Ein weiteres Ergebnis in Bezug auf die Wirkung ¥ und 30HGA auf Teilprozesse
des anplerotischen Transfers von TCA-Zyklus-Intehiaien ist, dass die Abgabe von
[Y“C]-Succinat aus Astrozyten aus GédMlausen im Vergleich zu Astrozyten aus
Wildtyp-Mausen signifikant reduziert und verzogestt Dabei wurde beobachtet, dass
nach 30-minitiger Inkubation 75-80 % des initial¢fiC]-Succinates aus Wildtyp-
Astrozyten ins Medium abgegeben wurde, hingegen6Bu?o der Radioaktivitat aus
astrozytaren GcdhzZellen. Der Export des{C]-Succinates aus Wildtyp-Zellen
erfolgte mit einer ff-Effluxzeit von 5,6 + 2,6 min signifikant schnellats der Export
aus Gedh-Zellen mit einer kalkulierten t-Effluxzeit von 25,2 + 8,6 min (Abb. 4.3).
Der biphasische Verlauf der Graphen mit einer starsteigenden initialen Effluxphase
in den ersten 5-10 min, der in eine zweiten Phagereduzierter *C]-Succinat-
Ausscheidung Ubergeht, deutet auf die intrazekul®etabolisierung des'¥C]-
Succinates z.B. zu Aspartat und Glutamat hin, dieemner geringeren Affinitat tber
die Membran transloziert werden kénnen. Eine hoMetabolisierungsrate in Gedh
astrozytaren Zellen im Vergleich zu Wildtyp-Zellaie einen reduzierten Efflux von
[**C]-Succinat begriinden kénnte, lag jedoch nicht(amp et al. 2011).

Der reduzierte Efflux vonfC]-Succinat aus astrozytaren GédHellen konnte das
Ergebnis einercis-Inhibition des beteiligten Transporters durch Katmpoon der

akkumulierenden Dicarboxylate GA und 30OHGA mit Soat um intrazellulare
Transportbindungsstellen sein. Eicis-inhibitorische Wirkung von 30OHGA konnte im

Falle des organischen Kationen-Transporters 2 (QCGI& jedoch nicht am Transport
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von Dicarboxylaten beteiligt ist, gezeigt werdere(fgher et al. 2007). Eine weitere
Erklarung fir den reduzierten Efflux konnte einemmmderte Anzahl des beteiligten
Transporters an der Plasmamembran von astrozy@eeh’ -Zellen im Vergleich zu
Wildtyp-Zellen sein. Fir die Klarung des molekularéechanismus, der zum
reduzierten Transport vort’C]-Succinat aus astrozytare GédBellen fiihrt, ist die
Kenntnis des beteiligten Transporters unabdingbér.den Efflux von TCA-Zyklus-
Intermediaten kénnen Naabhangige Transporter, die Dicarboxylate nur egtldes
einwarts gerichteten Né&btroms translozieren, ausgeschlossen werden. bhigli

Transporter-Kandidaten mussen folgende Kriteridfweaisen:
- eine astrozytare Expression,

- die Fahigkeit, TCA-Zyklus-Intermediate sowie GA un80OHGA zu

transportieren
- die N&-unabhangige Dicarboxylat-Translokation

Als mdglicher Kandidat wurde zunachst der orgaresémionen-Transporter OAT1
Uberprift. Studien an OAT1-Uberexprimierenden HEKZ@llen und Froschoocyten
zeigten eine hohe Affinitat des Transporters zu @écarboxylatena-Ketoglutarat,

Succinat, sowie zu GA und 30OHGA (Uwai et al. 19818gos et al. 2008; Muhlhausen
et al. 2008), wobei die Expression von OAT1 bislang im Plexus choroideus, sowie
in neuronalen Zellen des Kortex und des Hippocamaghgewiesen werden konnte
(Alebouyeh et al. 2003; Bahn et al. 2005). In died&beit durchgefihrte

Expressionsstudien bestatigten eine schwache Eipreson OAT1 in neuronalen
Zellen, wahrend in Astrozyten keine OAT1-Expressi@thgewiesen werden konnte
(Tab. 4.1). Eine Beteiligung von OAT1 am Transpayh TCA-Zyklus-Intermediaten

aus Astrozyten ist daher unwahrscheinlich.

Weiterfuhrende experimentelle Arbeiten zur ldent#rung des Transporters kdnnten
mit der Durchfiihrung von vergleichenden ,DNA-Microgys” an kultivierten
Astrozyten aus Wildtyp- und GcdRMausen beginnen. Veranderte Expressionsmuster
bekannter Transporter kdnnten erste Hinweise atdillgge Transporter am Transfer
von TCA-Zyklus-Intermediaten liefern. Anschlie3étizhnte mit Hilfe von siRNA- und
Uberexpressionsexperimenten die Proteinexpressiofedeiligen Transportén vitro

modifiziert und die Effekte auf die Effluxraten v¢H'C]-Succinat analysiert werden.



Diskussion 88

Falls bekannt, kbnnten pharmakologische Verbindonge Inhibition identifizierter
Transporter zur Validierung der Ergebnisse eingésetrden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dassEdport des TCA-Zyklus-
Intermediates Succinat aus Gcdh-defizienten Asteszwerzogert ist und dass die
Aufnahme von Succinat in Neurone, die mit hoher Weleinlichkeit tber NaC3
vermittelt wird, kompetitiv durch GA und 3OHGA, diégn Extrazellularraum

akkumulieren, inhibiert werden kann.

astrozytare
Zelle

neuronale
Zelle

v

) )

[ ) 3Na*
o\00
o
Succinat,

a-Ketoglutarat

‘J @ GA/30HGA

Abb. 5.1: Zusammenfassende Darstellung der postutten Effekte von GA und 30OHGA auf den
anaplerotsichen Transfer von TCA-Zyklus-Intermediaten.
Der TCA-Zyklus dient in neuronalen Zellen sowoht @mergiebereitstellung in Form von ATP als auch
der Synthese der Neurotransmitter GABA und Gluta(@t), sodass eine hohe Nachfrage an TCA-
Zyklus-Intermediaten besteht. Neue Intermediatedesr iber den Abbau von Pyruvat durch die
Pyruvatcarboxylase (PC) gebildet. Neuronale Zeliigen nur eine geringe Pyruvatcarboxylase-
Aktivitat und sind fur die Aufrechterhaltung desdfgiemetabolismus auf den Transfer von TCA-Zyklus-
Intermediaten wie z.B. Succinat und-Ketoglutarat aus astrozytéaren Zellen angewieseie D
Dicarboxylate GA und 30HGA, die im Gehirn von Gédklausen akkumulieren, blockieren die am
Transfer beteiligten Transporter und unterbindes atiaplerotische Versorgung der neuronalen Zellen
mit TCA-Zyklus-Intermediaten. In astrocytaren Zalleird eine kompetitiveis-inhibitorische Wirkung
durch GA und 30HGA des bislang unbekannten Tramsmopostuliert. In neuronalen Zellen wird eine
Inhibition des beteiligten NaC3-Transporters duacheine kompetitiveeis-inhibitorische Wirkung der
im Extrazellularraum akkumulierende Dicarboxylatedb.) eine indirektéransinhibitorische Wirkung
durch endogen gebildetes GA und 30OHGA, durch Inakiing der N9K*-ATPase und Aktivierung von
NMDA-Rezeptoren, die zu einer Depolarisation ddirdembran fuhrt, postuliert.

Die vorliegenden Daten liefern die ersten experiteléan Beweise, dass durch erhohte
GA- und 30HGA-Konzentrationen im Gehirn von Gédklausen eine Stérung des

anaplerotischen Transfers von TCA-Zyklus-Intermetiazwischen Astrozyten und
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Neuronen vorliegt. Ein Mangel an TCA-Zyklus-Intemiiegen in neuronalen Zellen
konnte die ATP-Produktion und Synthese von Neunsirdttern reduzieren und
letztendlich zum Zelltod fihren. In Ubereinstimmumg unseren Ergebnissen konnten
Zinnanti und Kollegen im Kortex von GcdkMausen wahrend Diat-induzierter
encephalopatischer Krisen eine signifikante Reduoktider ATP- und GABA-
Konzentration feststellen (Alebouyeh et al. 2008hB et al. 2005; Zinnanti et al. 2006;
Zinnanti et al. 2007).

Der gestdrte Energiemetabolismus durch fehlendesiB&zllung von TCA-Zyklus-
Intermediaten in neuronalen Zellen kdnnte einenhiigen Pathomechanismus der
neuronalen Degeneration in GAl1-Patienten wahrerdmralopatischer Krisen, wo ein
hoher Bedarf an energiereichen Substraten bedfanstellen. Vor allem neuronale
Zellen des Striatums, die exzitatorisch mit Neradlen der Grol3hirnrinde
(exzitatorisch glutamaterge Transmission) und inditsch mit Nervenzellen des
Thalamus in Verbindung stehen (inhibitorische GAB#ye Transmission) und daher
eine hohe Syntheserate an Glutamat und GABA auéneisendtigen einen intakten,
ausgeglichenen TCA-Zyklus. Sie sind daher auf efoaktionierenden anaplerotischen
Transfer der TCA-Zyklus-Intermediate durch Astrazytangewiesen (White et al.
1994). Die Storung des anaplerotischen Transfershd®GA und 30HGA kénnte
erklaren, warum gerade neuronale Zellen des Stnmtubei GALl-Patienten

degenerieren.

5.2 Analyse von GCDH-Oberflachenmutationen

Das funktionale GCDH-Protein liegt in der mitochaaten Matrix als Homotetramer
vor und bildet eine tetraedrische 3D-Struktur, der 30 % der Oberflache jedes
Monomers mit der Oberflache der anderen drei Momente Verbindung steht. Jedes
GCDH-Monomer tragt ein FAD-Molekdl und kann in eirmas sechsu-Helices
bestehenden aminoterminalen Domane (Arg45 bis @lXiner mittlererp-Faltblatt
Doméane (Leul73 bis Pro278) und einer aus vidielices bestehenden carboxy-
terminalen Domane (Gly279 bis Lys438) unterteilrades (Busquets et al. 2000; Fu et
al. 2004). Die wichtigsten Funktionen werden denidosdureresten der carboxy-
terminalen Doméane zugeschrieben, da sie an demaktten der vier Monomere sowie
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an der Bindung von Glutaryl-CoA und des FAD-Molekbkteiligt sein sollen (Biery et
al. 1996; Westover et al. 2003).

Mehr als 150 pathogene Mutationen @&&SDH-Gens sind beschrieben worden, wobei
in der Literatur bislang Uberwiegend Mutationere das katalytische Zentrum oder die
Tetramerisierung des GCDH-Proteins betreffen, namatysiert wurden. Die meisten
dieser Mutationen gehen mit einem vollstandigenlugtrder enzymatischen Aktivitat
des GCDH-Proteins einher, und betroffene Patientemisen meist hohe
Konzentrationen der Metabolite GA und 30HGA im Uund in Korperflissigkeiten
auf (Westover et al. 2003; Christensen et al. 2084y wenige pathogene Mutationen
mit einer Restaktivitait des GCDH-Proteins von b0 %, gemessen in
Patientenfibroblasten, sind bisher beschrieben @mordunter diesen befand sich
lediglich eine Mutation, die homozygote MutationV@al400Met, die in der carboxy-
terminalen Domane lokalisiert ist, wahrend andeskabnte mutante GCDH-Formen
mit enzymatischen Restaktivitdten von Uber 5-10if,der aminoterminalen oder
mittleren Domane des GCDH-Monomers liegen (Chrsganet al. 2004). Zu diesen
Mutationen gehdrt auch p.Met263Val, die BestandterlB-Faltblatt-Struktur ist und in
Patientenfibroblasten eine Restaktivitat von 30 égemuber Fibroblasten gesunder
Kontrollen aufweist. Der Aminosaurerest Met263 ast der Oberfliche des GCDH-
Proteins lokalisiert und weder am aktiven Zentrues Broteins noch an der Bildung der
funktionalen, homomeren GCDH-Komplexe beteiligt ((€tensen et al. 2004; Keyser
et al. 2008b). Trotz der hohen enzymatischen Rigtak die mit einer vergleichsweise
geringen Ausscheidung von GA und 30HGA in den Ueinhergeht, zeigt die
betroffene Patientin einen schweren klinischen &Aldrider Krankheit (Mihlhausen et
al. 2003). Wahrend Genotyp und Hohe der Metabdgeleidung (biochemischer
Phanotyp) miteinander korrelieren, konnte bishein&keKorrelation zwischen dem
Genotyp bzw. biochemischen Phénotyp und dem kheisc Phanotyp der GAl
hergestellt werden (Christensen et al. 2004).

In Vorarbeiten wurde in der Arbeitsgruppe die pirateemische Auswirkung der
Mutante p.Met263Val auf das GCDH-Protein in Bezugf &ynthese, Stabilitat,
enzymatische Aktivitat, 3D-Struktur, sowie Homo-duhleteromerisierungsverhalten
untersucht. Die deutlichste Auffalligkeit im Vergle zum Wildtyp-Protein bestand

dabei in der signifikant reduzierten Fahigkeit,ememere Proteinkomplexe mit bis dato
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unidentifzierten Proteinen einzugehen. (Keysel.2@08b). Es wurde daher postuliert,
dass die korrespondierende Oberflachenregion, mdeée Aminosdurerest Met263
lokalisiert ist, an der Bindung mit anderen Progeirbeteiligt sein kdnnte, und dass
diese Interaktionspartner zudem Auswirkungen aaf Aktivitdt des GCDH-Proteins
haben konnten. Basierend auf diesen Daten wurdemzweiten Teil dieser Arbeit
weitere Aminosaurereste Uber die 3D-Modellstruktder GCDH ausgewahlt, die
raumlich in der Nahe des Met263 lokalisiert undaxprt sind, um die Region fir die

Protein-GCDH-Wechselwirkungen naher eingrenzenaladakterisieren zu kénnen.

Folgende Mutationen wurden in die cDNA der Wildi@6DH eingefligt und ebenfalls
auf Strukturanderungen, GCDH-Enzymaktivitat, Expres, sowie Homo- und
Heteromerisierungsverhalten hin Uberprift: p.Préd82 p.Thr211Ala, p.Pro248Leu,
p.Asn392Asp und p.Asn392Ala (Abb. 4.5). Alle sutbséirten Aminosaurereste sind
ebenfalls wie p.Met263Val an der Proteinoberfladbialisiert und bis auf Asn392
Bestandteil dep-Faltblatt-Struktur. Asn392 gehort zur carboxy-teraben Doméne des
GCDH-Monomers und liegt nur in der dimeren Forndirekter raumlicher Nahe zum
Aminosaurerest Met263 des gebundenen zweiten Morson@. Die hier genannten
Mutationen zeigen in dan silico Berechnung der 3D-Struktur (Fu et al. 2004) keine
auffalligen Veranderungen der Sekundar- und Teittidktur im Vergleich zum
Wildtyp-Protein (Abb. 4.5). Leichte Anderungen deberflachenstruktur lassen sich
unter anderem mit der unterschiedlichen Hydrophtitiz der substituierten
Aminoséauren erklaren, die zu einer Anderung desri@iohenpotentials der GCDH
fuhren. Raumlich sind alle mutierten Aminosdurexresbm aktiven Zentrum des
GCDH-Proteins entfernt, das mitunter von der Amiénoe Glu414 gebildet wird (Fu et
al. 2004). Dennoch zeigten die in BHK-Zellen tUb@mxierten mutanten Proteine
reduzierte enzymatische Restaktivitaten im Vergleicum Wildtyp-Protein.
Erniedrigungen der enzymatischen Aktivitdt konnteierbei auf eine verminderte
Syntheserate, eine schnellere Abbaurate, einergee¢tdmomere Komplexbildung des
GCDH-Proteins, das in der aktiven Form als Tetrawmtiegt, oder aber wie bei
p.Met263Val postuliert wird, auf eine reduziertetdtemere Komplexbildung mit
GCDH-Interaktionspartnern zuriickgefiihrt werden (¥axyet al. 2008b).

Die Mutationen p.Prol82Ala und p.Thr211Ala zeigtdrerexprimiert in BHK-Zellen
mit 53 bzw. 76 % die héchsten Restaktivitaten inmglech zur Wildtyp-GCDH (Tab.
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4.2). Da zuvor noch nie so hohe GCDH-Restaktivitaten Mutanten gemessen werden
konnten, kann daraus geschlossen werden, dass drtifgellen, aus struktur-
analytischem Gesichtspunkt ausgewahlten Mutatiokeme Relevanz besitzen.
Unterstitzt wird diese These dadurch, dass unterhdher bekannten Mutationen bei
GAl-Patienten die Aminosduren Prol82 und Thr2lhtnleetroffen sind. In den
durchgefihrten Quervernetzungsexperimenten zegjereiden Mutanten zudem als
einzige der untersuchten mutanten GCDH-ProteinenekeiUnterschiede im
Oligomerisierungsmuster im Vergleich zum Wildtym&in (Abb. 4.8). Eine gestorte
Funktionalitat von p.Prol82Ala und p.Thr211Ala ireZ8g auf fehlende GCDH-
Tetramerisierung oder fehlende Interaktion mit tatprischen Interaktionspartnern
kann daher mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgessblbsverden. Diese Mutationen
sind also als Modell zur Analyse der biochemiscAaiswirkungen von ,Missense*-

Mutationen nicht geeignet.

Die Mutationen p.Pro248Leu sowie p.Met263Val zaigigherexprimiert in BHK-
Zellen ebenfalls enzymatische Restaktivitaten von 10 b¥%.% im Vergleich zu
Wildtyp-GCDH (Tab. 4.2). Diese Restaktivitaten decksich jedoch nicht exakt mit
den ermittelten Aktivitaten in Patientenfibroblastelie fir p.Pro248Leu bei 1-5 % und
fur p.Met263Val bei 30 % lagen (Christensen et2804). Unterschiede kénnen auf
variierende Transfektionseffizienzen der in BHK{gel Uberexprimierten Mutanten im
Vergleich zu den endogen synthetisierten MutanterPatientenfibroblasten erklart
werden. Im Widerspruch zu den relativ hohen GCDRt&Bdivtaten stand die niedrige
Expressionsrate der beiden Mutanten in transfemeBHK-Zellen (p.Pro248Leu: 21 %
und p.Met263Val: 31 % im Vergleich zum GCDH-Wildjypsowie die fehlende
Bildung von multimeren GCDH-Komplexen (p.Pro248Letehlende Di- und
Tetramerisierung; p.Met263Val: fehlende Tetramerigng), im Vergleich zum
Wildtyp-Protein (Abb. 4.7 und Abb. 4.8). Die niegi Expressionsrate kénnte auf einer
verringerten Syntheserate oder einer erhdhten Abbaweruhen. Fur p.Met263Val
durchgefihrte ,Pulse-Chase"“-Experimente ergabemekererringerte Syntheserate,
jedoch eine um ca. 40 % erhOhte Abbaurate (Keyseaf. €008b). Fur die Mutation
p.Pro248Leu liegen keine ,Pulse-Chase-Daten” vass Dotz fehlender Ausbildung der
funktionalen tetrameren Struktur nach Quervernajgarperimente beide Mutationen

dennoch eine relativ hohe enzymatische Restaktigitéveisen ist am ehesten darauf
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zurickzufihren, dass durch Quervernetzung nur eileinde Anteil der
Gesamtproteinmenge erfasst wird. Die Quervernetziffigienz eines chemischen
.Crosslinkers* ist ein empirischer Prozess, der voiraktoren wie
Aminosaurezusammensetzung der interagierenden ifrote(Anzahl freier
Aminogruppen fiir B&vermittelte Quervernetzung), ihre pl-Werte, des\pdrtes und
der Zusammensetzung des Puffers abhangig ist. 8otéo im Vergleich zu den in
dieser Arbeit erzielten [Ergebnissen bezilglich p2d8val in den
Quervernetzungsexperimenten der Voruntersuchunge¥ Sles im Western Blot
ermittelten GCDH-Signals als tetramere Strukturekigért werden (Keyser et al.
2008b). Diein vitro durchgefihrten Quervernetzungsexperimente geb&erdem
lediglich Hinweise auf mogliche Proteinkomplexe. eBg sollten mit weiteren
Untersuchungen wie z.B. Uber GroRenausschlusschognaphie bestatigt werden.
Trotz der geringen Sensitivitdt chemischer ,Crodsi* war die bei p.Pro248Leu
beobachtete reduzierte Bildung von heteromeren Hexep auffallig. Da die
Substitution eines weiteren Aminosaurerestes imli@her Nahe zu Met263 ebenfalls
eine Reduktion der heteromere Komplexbildung verthis wird die Relevanz dieser
Oberflachenregion um Met263 als mdogliche Binduregkst fur GCDH-

Interaktionspartner unterstrichen.

Die Substitution des Aminosaurerestes Asn392 mip Aesultiert ebenfalls in einer
Reduktion der heteromeren Komplexbildung im Vediezum Wildtyp-Protein (Abb.
4.8). Diese Reduktion konnte jedoch nach Substitution Asn392 mit der neutralen
Aminosaure Ala anstelle der polaren Aminoséure Agmt beobachtet werden. Die
Reduktion der heteromeren Komplexbildung ist hiahvgcheinlich eher auf die starke
Anderung der Polaritat des Aminosaurerestes AsuiB®eh Asp als auf die Beteiligung
dieser Region an der Bindung von GCDH-Interakti@nsyern zurickzufihren. Zudem
fuhren beide Mutationen zu einer Inaktivierung d@€DH-Proteins, gemessen in
Uberexprimierten BHK-Zellen (Tab. 4.2). Dies deutste bei den meisten carboxy-
terminal lokalisierten Aminosaurresten, auf eineteBgung von Asn392 an der
Tetramerisierung des GCDH-Proteins hin (Goodmaal.et998; Westover et al. 2003;
Christensen et al. 2004; Fu et al. 2004). Untexstiird diese Annahme durch die
fehlende Tetramerisierung von GCDH nach Querveumgtzvon p.Asn392Asp oder
p.Asn392Ala mit dem chemischen ,Crosslinker“*BS
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5.3 Identifizierung von GCDH-Interaktionspartnern

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten erstnzi®i Interaktionspartner der
GCDH, das Elektron-Transfer-Flavoprotein (ETF) urdie Dihydrolipoamid-
Succinyltransferase (DLST), identifiziert werderadDETF-Protein wurde aufgrund der
funktionalen Nahe bei der katalytischen Umsetzung Glutaryl-CoA zu Crotonyl-
CoA, bei der ETF als Elektronenakzeptor der GCDrbfart (Abb. 1.3), als mdglicher
GCDHe-Interaktionspartner ausgewahlt und analysietST wurde im Rahmen einer
GCDH-Affinitdtschromatographie  mit  anschlieBender assenspektrometrischer
Analyse als mdglicher GCDH-Bindungspartner erntittend die Protein-Protein-

Wechselwirkung daraufhin ebenfalls analysiert.

Das Elektron-Transfer-Flavoprotein (ETF) wurde 1986n Crane und Beinert
identifiziert (Crane et al. 1956) und stellt eintochondriales, l6sliches, heterodimeres
Protein dar, das ein FAD-Molekll als Coenzym trdgtF dient in Sdugetieren als
Elektronenakzeptor fur neun Flavoprotein-Dehydregen, die alle zur Acyl-CoA-
Dehydrogenase-Familie gehéren und entweder an deitochondrialen
Fettsaureoxidation (z.B. MCAD), am Cholin-Stoffweeh (z.B. Sarkosin-
Dehydrogenase) oder am Aminosaureabbau (z.B. GAi#Biligt sind. ETF nimmt
Uber das FAD-Molekul die Elektronen der jeweiligétyl-CoA-Dehydrogenasen
entgegen und leitet sie an das Ubichinon des Kaoxepldl der Atmungskette zur
Energiebereitstellung in Form von ATP weiter. Das Bnde der Stoffwechselwege
entstehende Acyl-CoA wird in den TCA-Zyklus einddscst. Defekte des ETF-
Proteins fuhren biochemisch zu einenultiplen Acyl-CoA-Dehydrogenase-Mangel
(MAD-Mangel oder auch Glutarazidurie Typ 2), deratuerhéhte Konzentrationen an
Acyl-Carnitinen in Korperflissigkeiten betroffenePatienten charakterisiert ist
(Frerman et al. 1985). Der vollstandige MAD-Mangetrursacht eine schwere
Erkrankung bei Neugeborenen, bei der eine Enzepatie mit metabolischer Azidose
und schweren Hypoglykamien im Vordergrund stehti$dh et al. 1989).

In der vorliegenden Arbeit konnte Uber drei unalghge Methoden (,Pull-Down*-,
PCA- und SPR-Analyse) erstmals die direkte Inteéoakizwischen GCDH und den
Untereinheiten des ETF-Proteins nachgewiesen wer@abei zeigte sich durch

Quantifizierung der Protein-Wechselwirkungen, dasssich sowohl bei GCDH und
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oETF als auch bei GCDH urgETF um stark affine Bindungen handelt (Abb. 4.9pbAb
4.11; Abb. 4.13). Die in dieser Arbeit durchgefémtAnalysen mutanter GCDH-
Proteine, insbesondere von p.Pro248Leu und p.M&@&63deuten daraufhin, dass
Interaktionspartner der GCDH regulatorischen Es¥luauf die GCDH-Aktivitat
einnehmen. Mutationen in der ETF-Bindungsstelle nkén eine gestorte
Wechselwirkung zwischen GCDH und ETF bewirken. Dudte fehlende Reduktion
des GCDH-Proteins mittels ETF wéare die oxidativec&boxylierung von Glutaryl-
CoA zu Crotonyl-CoA gehemmt. Die Folge ware derivikitsverlust der GCDH, die
zur Akkumulation von Glutaryl-CoA und den toxischetetaboliten GA und 30HGA
fuhrt. Dies konnte einen Hinweis liefern, warum audberflachenmutationen, wie
p.Met263Val, dign vitro hohe GCDH-Restaktivitdten aufweisen, zu einemtidiasen
GAl-Krankheitsverlauf fuhren koénnen (Muhlhausenaét 2003; Christensen et al.
2004).

Im Weiteren wurde daher untersucht, ob die in diegebeit analysierten
Aminosaurereste, insbesondere Pro248 und Met263deaninteraktion mitaETF
und/oder BETF beteiligt sind. Dazu wurden ,Pull-Down“-Analyse sowie zur
Bestimmung der Bindungsaffinitaten SPR-Analysercgefiuhrt (Abb. 4.14; Tab. 4.3).
Aufgrund kontroverser Ergebnisse konnte die Bepeilg der Aminosaurereste Pro248
und Met263 an der Bindung der ETF-Untereinheitendewe bestatigt noch
ausgeschlossen werden und bedarf zur Verifizieramgr weiteren unabh&ngigen
Methode. Da die durch SPR-Analyse errechneten BigsBonsgleichgewichts-
konstanten der GCDH mdETF undBETF von 292 bzw. 264 nM auf eine starke
Interaktion hindeutet, stellt die Kristallisierundges GCDH-ETF-Komplexes einen
sicheren Weg zur Identifizierung der Bindungsstelbeider Polypeptide dar. Mit Hilfe
der Kristallstruktur kdbnnten die an der Bindungahwerten Aminosaureresta silico
errechnet und Uber weitere Mutationsanalysen hgistéterden. Derartige Studien
wurden bereits am ETF-MCAD-Komplex durchgefihrt good et al. 2004; Toogood
et al. 2007) und ergab, das folgende Aminosaurer@stder Interaktion von ETF mit
MCAD beteiligt sind: Arg249 dewmETF-Untereinheit interagierte mit Glu237 des
MCAD-Proteins und der Aminosaurerest Leul95 fEMF-Untereinheit interagierte
mit einer hydrophoben Tasche bestehend aus Glu&a$34d, Leu98, Leul100 und lle108
des MCAD-Proteins. Toogood und Kollegen postulieréas diep-Untereinheit des
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ETF-Proteins immer Uber eine derartige hydropholascfie mit den Acyl-CoA-
Dehydrogenasen in Wechselwirkung tritt (Toogoodlet2004; Toogood et al. 2007).
Aufgrund der hohen Homologie von GCDH mit MCAD uddn anderen Acyl-CoA-
Dehydrogenasen (Fu et al. 2004) ist es wahrschbintiass ebenfalls Aminosauren der
N-terminalen Doméane des GCDH-Proteins an der Biddieser hydrophoben Tasche
zur Bindung von BETF Dbeteiligt sind. Nach Sequenzabgleich des GCDH-
Vorlauferproteins mit dem MCAD-Vorlauferprotein vd@n folgende Aminosaurereste
hierfir in Frage kommen: Glu77, Vall105, Vall18 wedi126 (Abb. 5.2).

51 59 86 98 108
MCAD:  QATARKFAREEI | PVAAEYDKTGEYPVPLI RRAVEL GLMNTHI PENCGGLGLGTFDACLI SE
GCDH:  RDTFRTYCQERLMPRI LLANRNEVFHREI | SEMGELGVLGPTI KG- YCCAGVSSVAYGLLAR

70 77 103 118 126

Abb. 5.2: Sequenzabgleich der N-terminalen Aminosaan von MCAD und GCDH

In rot sind die bei MCAD an der Bildung der hydroplen Tasche und Interaktion fiETF beteiligten
Aminosauren dargestellt. Ebenfalls in rot sind Aliminosauren von GCDH, fiur die eine Interaktion mit
BETF postuliert wird dargestellt. In blau sind zaséhe konservierte Aminosauren markiert, die nigit
der Interaktion mit ETF beteiligt sein sollen. INeimmerierung der Aminosauren bezieht sich auf die
Vorlauferform der Proteine MCAD und GCDH.

Wenn dieBETF-Bindungsstelle wie postuliert auch bei GCDHNrterminalen Bereich
lokalisiert ist, wirde dies erklaren, warum zumsstdén den SPR-Analysen keine
reduzierten Affinitdten der Mutanten p.Pro248Lelgt263Val und p.Asn392Asp, die
in der mittleren B-Faltblattdoméane bzw. carboxyterminalen Domé&ne @&3DH-
Proteins lokalisiert sind 8ETF messbar waren.

Der negativ geladene Glu237-Rest, der fur die Bigddes positiven Arg249-Restes
von aETF an MCAD essentiell ist, wird bei GCDH, nach Adgh der homologen
Aminosauresequenz, durch die nicht konservierte madem neutrale Aminosaure
GIn251 positioniert (Abb. 5.3). Es ist daher alsvahrscheinlich anzusehen, dass dieser
Aminosaurerest des GCDH-Proteins an der Bindung a&hF beteiligt ist. Da die
Aminosaurereste fur die Bindung voeETF in den verschiedenen Acyl-CoA-
Dehydrogenasen alle in der mittlerg#raltblattdomane lokalisiert, aber nicht identisch
sind (Parker 2003; Toogood et al. 2007), kann natlggeschlossen werden, dass die
Aminosaurereste Pro248 und Met263, die in unmigiebN&he zum GIn251 liegen, die
Interaktion mitaETF beeinflussen (Abb. 5.3).
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237
MCAD: PG Q CRKELNMEQRCSDTRG VF
GCDH: RGLSAPRI QGKFSLRASATGM | M
248 263

Abb. 5.3: Sequenzabgleich von MCAD und GCDH zur Prgnose von Aminosaureresten, die an der
Interaktion mit aETF beteiligt sind.

In rot ist die bei MCAD an desETF-Bindung beteiligten Aminosaure dargestellt. ifalls in rot sind

die korrespondierenden Aminosauren von GCDH. Imggind die Aminosduren Pro248 und Met263

dargestellt und in blau die zwischen MCAD und GCDbrliegenden, konservierten Aminoséuren

markiert.

Um unabhangig von der GCDH-ETF-Kristallstruktur eimdgliche Interaktion von
p.Prol82Ala, p.Thr211Ala, p.Pro248Leu, Met263Vahqm392Asp und p.Asn392Ala
mit den Untereinheiten des ETF-Proteins zu vesdfin, konnten die Elektronen-
Transfer-Raten der Mutanten in Anwesenheit des H®edikators Dichlor-
phenolindophenol bestimmt werden. Bei einer Bejeilg der Aminosdurereste an der
Bindung vonoETF bzw.BETF sollte eine Reduktion der Elektronen-TransfateRder

Mutanten im Vergleich zum Wildtyp-Protein gemess@&nden kénnen.

Neben der Interaktion von GCDH mit den Untereirdgreitles ETF-Proteins konnte in
der vorliegenden Arbeit auRerdem erstmals die tirékteraktion von GCDH mit der
Dihydrolipoamid-Succinyltransferase (DLST) nachgesen werden (Abb. 4.19 und
Abb. 4.20). DLST wurde zusammen mit finf weiteremochondrialen Proteinen utber
GCDH-Affinitdtschromatographie  mit  anschlieBender assenspektrometrischer
Analyse als potentieller Interaktionspartner idezigrt (Tab. 4.4). Aus der Kandidaten-
liste wurde im Rahmen dieser Arbeit zunachst DL&T wWeitere Untersuchungen
ausgewahlt. DLST katalysiert den enzymatischen icder unmittelbar der GCDH-
vermittelten Reaktion im Abbauweg von Lysin und fdigphan vorgelagert ist, und
somit in direkter funktionaler Néhe zum GCDH-Protsieht (Abb. 1.3).

DLST bildet die sogenannte E2-Untereinheit des iasgesamt drei Untereinheiten
bestehenden a-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplexes (OGDC). Dieddulti-
enzymkomplex ist zum einen an der oxidativen Demaylierung vono-Ketoadipat zu
Glutaryl-CoA im Abbauweg von Lysin und Tryptophaetdiligt (Abb. 1.3), und ist
zum anderen flr die oxidative Decarboxylierung weletoglutarat zu Succinyl-CoA
im TCA-Zyklus verantwortlich. In neuronalen Zelléangiert der OGDC zudem als

Bindeglied zwischen dem Metabolismus des Neurotndtters Glutamat und dem
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TCA-Zyklus (Sheu et al. 1999; Gibson et al. 2008ison et al. 2005). OGDC ist ein
Mitglied der o-Ketosédure-Dehydrogenase-Komplexe, zu denen auchPgeuvat-
Dehydrogenase-Komplex (PDC) und der  Verzweigtkettig<etosaure-
Dehydrogenase-Komplex (BCKDC) zéahlen. Jeder derKlvenplexe besteht aus einer
Substrat-spezifischen Dehydrogenase (El-Unterdjpheziner Dihydrolipoamid-
Succinyltransferase (E2-Untereinheit) und einem,i ladlen drei Komplexen
identischem, Flavoprotein, der Dihydrolipoyl-Dehgdenase (E3-Untereinheit) (Reed
et al. 1990). Die Komplexe sind dabei so organisielass 24 identische E2-
Untereinheiten den Kern und die innere katalytidobenane bilden, an die mehrere E1-
und E3-Untereinheiten nicht-kovalent verknupft sindie E2-Untereinheiten der
einzelnen a-Ketosaure-Dehydrogenase-Komplexe sind nicht idehti weisen aber
durch zahlreiche konservierte Aminoséuren eine ldtm@ologie auf. Die zusatzlichen
DLST-immunreaktiven Banden mit einer molaren Magge ca. 56 und 70 kDa, die
nach Protein-Liganden-Affinitatschromatographieder Elutionsfraktion der GCDH-
Matrix detektiert wurden (Abb. 4.17), konnten dahawuf die Proteine DLAT
(Dihydrolipoamid-Acetyltransferase des PDC-Kompkxe72 kDa) und DBT
(,Dihydrolipoamide branched chain transacylase” @3KDC-Komplexes; 54 kDa)

zurlckzufuhren sein.

Die enzymatische Aktivitat von OGDC wird unter piloysgischen Bedingungen von
mehreren Faktoren wie z.B. der ATP/ADP-Ratio und @& *-Konzentration reguliert.
Die wichtigste Regulierung erfolgt jedoch tber eifvedukt-Feedback-Inhibition durch
entstehende CoA-Ester und die NAD/NADH-Ratio (Sketual. 1999; Gibson et al.
2000b). So inhibiert Glutaryl-CoA, das aus dem Abhan a-Ketoadipat entsteht,
konzentrationsabhangig die DLST-Untereinheit deDQ® vitro (Sauer et al. 2005).

Durch den zuséatzlichen Nachweis der direkten lkteyma von GCDH mit DLST kénnte
bei GAl-Patienten der OGDC-Komplex nicht nur dudas akkumulierende Produkt
Glutaryl-CoA, sondern auch durch eine beeintrathtig’roteinwechselwirkung
zwischen GCDH und DLST nachhaltig gestort werdemeEreduzierte OGDC-
Aktivitat wurde bereits bei mehreren neurodegemaratErkrankungen wie Alzheimer
(Gibson et al. 2000a; Ohta et al. 2006; Dumont |et2@809), Chorea Huntington
(Klivenyi et al. 2004) und Parkinson (Kobayashiatt 1998; Gibson et al. 2003)
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beschrieben. Der Mechanismus, Uber den mutante DE&T Neurodegeneration
beitragen soll, ist jedoch unklar.

Die in dieser Arbeit bestétigte Interaktion des GGProteins mit anderen Proteinen
wie DLST und ETF lassen vermuten, dass die GCDHvAR#&t durch Wechselwirkung
mit verschiedenen Proteinen reguliert werden k&@anDLST und auch ETF zudem an
direkt aufeinander folgenden Reaktionswegen dedatikien Decarboxylierung von
Glutaryl-CoA zu Crotonyl-CoA beteiligt sind, spricdies daftir, dass die genannten
Proteine als Multienzymkomplex vorliegen. Denkbairgy ahnlich dem-Ketosaure-
Dehydrogenase-Komplexen, dass GCDH die E1-Untee@ginhDLST die E2-
Untereinheit und das Flavoprotein ETF die E3-Untdreit des Komplexes bilden. Die
Protein-Protein-Interaktionen innerhalb des Kompgexegulieren dabei die Aktivitaten
der Einzelkomponenten. Multienzymkomplexe sind kétch effizient, da die
Reaktionsgeschwindigkeit aufgrund der raumlichemeéNder Reaktionszentren hdher
ist. Die einzelnen Reaktionsintermediate werdewrsafurch das nachfolgende Enzym
umgesetzt und kénnen somit keine Nebenreaktionegeken. Diese Vorteile kdnnen
aber auch zum Nachteil eines Multienzymkomplexesdere, wenn durch Mutationen
einzelner, am Komplex beteiligter Proteine, oder rcdu Anderungen der
physiologischen Begebenheiten der Reaktionsflusskidrt wird. So kdénnten z.B.
Mutationen der GCDH nicht nur die katalytische Raak von Glutaryl-CoA zu
Crotonyl-CoA beeintrachtigen, sondern auch den O&o@iplex nachhaltig storen,
oder durch fehlende ETF-Interaktion zu einer Stgrdar Atmungskette beitragen. Die
Beteiligung der GCDH an einem Multienzymkomplex &tn auch die fehlende
Korrelation zwischen enzymatischer Restaktivitatanter GCDH und dem klinischen
Phanotyp der GA1 erklaren, wie bereits fur die ri@téon mit ETF diskutiert wurde.
Mutationen wie z.B. p.Met263Val, die eine relatiohe enzymatische GCDH-
Restaktivitat aufweisen, an der Protein-Oberflélctkalisiert sind und strukturell keine
Auswirkungen auf das GCDH-Protein einnehmen (Te#résierung und aktives
Zentrum), konnten durch gestorte Interaktion mit OBCInteraktionspartnern zur
Blockade eines Multienzymkomplexes beitragen. Daditare Wirkung auf den
Stoffwechsel von Neuronen konnte dadurch einen eddnw Krankheitsverlauf
bewirken. Wichtig ist es daher auch, die an deeraktion von DLST beteiligten

Aminosauren zu identifizieren und zu charaktereter Fir die in dieser Arbeit
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analysierten Mutationen kann eine Beteiligung voo2B8 und Met263, wie beilETF
auch fur die Bindung von DLST nicht ausgeschlosgerden.

Die Bedeutung von Pro248 und Met263 sowie weitengr der GCDH-Oberflache
lokalisierter Aminosaurereste fur die Bindung vol. 3T sollten Uber die bereits
etablierten Methoden wie SPR, ,Pull-Down®, PCA uadch ,Yeast-Two-Hybrid"
evaluiert werden. Langerfristig sollte auch hiee dristallstruktur von GCDH mit
DLST erstellt werden. Die experimentellen Vorausgegen fur die Aufreinigung von
GCDH und DLST sind gegeben.

Zur lIdentifizierung eines postulierten GCDH-Multmkomplexes konnte die
Technik der ,Blue-native“-Gelelektrophorese (BN-PBGangewandt werden. BN-
PAGE ermdglicht eine hochauflosende Trennung vaéakien Multienzymkomplexen
unter nativen Bedingungen im GréRRenbereich von Hi601L000 kDa (Schagger et al.
1991; Vogtle et al. 2010). Die BN-PAGE mit anscBRkader 2D-SDS-
Gelelektrophorese wurde z.B. erfolgreich zur Idenéirung der beteiligten Proteine der
Atmungskette oder der mitochondrialen Proteintranspaschinerie eingesetzt
(Truscott et al. 2002; Eubel et al. 2005). Zum Ne&is eines Multienzymkomplexes
konnten isolierte Mitochondrienextrakte Uber BN-FAGaufgetrennt werden, die
resultierenden Proteinkomplexe ausgeschnitten uret Massenspektroskopie bzw.
GCDH/DLST/ETF spezifischen Western Blot analysiwdrden. Desweiteren konnte
zur Analyse eines moglichen Multienzymkomplexes diblethode der
GroRRenausschlusschromatographie unter Verwendung Miatochondrien-Matrix-
Extrakten aus Wildtyp- und GcdkMausen mit anschlieBendem Western Blot

eingesetzt werden.
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6. Zusammenfassung

Die mitochondriale Glutaryl-CoA-Dehydrogenase (GQODIt am Abbauweg der
Aminosauren Lysin, Hydroxylysin und Tryptophan beée und katalysiert die

oxidative, FAD-abhangige Decarboxylierung von Giut&€0oA zu Crotonyl-CoA.

Mutationen in der GCDH fuhren zur GlutaraziduriepT¥ (GA1) und sind mit der
Akkumulation der toxischen Metabolite Glutarsau@Aj und 3-Hydroxyglutarsaure
(BOHGA) in Korperflussigkeiten und Geweben verbunddie wéhrend kataboler
Krisen zur Degeneration von Neuronen des Striatfitheen. Die Pathomechanismen
der Erkrankung sowie Griinde fiir die Diskrepanz zines enzymatischer Restaktivitat

mutanter GCDH und klinischem Phé&notyp sind unklar.

Im ersten Teil der Arbeit konnte an Gcdh-defizienfestrozyten und Neuronen eines
GAl-Mausmodells gezeigt werden, dass GA und 30HGA &xport von CJ-
Succinat aus Astrozyten und die tber der-Alshangigen Dicarboxylat-Transporter
NaC3 vermittelte Aufnahme voi*C]-Succinat in Neurone storen. Dieser interzelkil&r
Transport ist Teil der anaplerotischen Versorgungn wneuronalen Zellen mit
Tricarbonsaure-(TCA)-Zyklus-Intermediaten, die ftiie ATP-Synthese und Neuro-
transmitterproduktion bendtigt werden. Die redueidereitstellung von TCA-Zyklus-
Intermediaten in Anwesenheit von GA und 30HGA ké&nden Energiestoffwechsel
beeintrachtigen und zur Degeneration von NeuronerSiriatum von GAl-Patienten

fuhren.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden Untersuchungen Interaktion der homotetrameren
GCDH mit anderen mitochondrialen Matrixproteinem umutationsvermittelte Analyse
maoglicher Bindungsstellen durchgefuhrt. Mit Hilfeorv ,Protein-Complementation-
Assay“, Oberflachenplasmonenresonanzspektroskapde,Bull-Down“-Experimenten

konnte sowohl die Bindung der Untereinheiten de=kigbnen-Transfer-Flavoproteins
(ETF) als auch der Dihydrolipoamid-Succinyltrana® (DLST) nachgewiesen und
charakterisiert werden. ETF und DLST sind an aafederfolgenden Reaktionen der
GCDH-katalysierten oxidativen Decarboxylierung v@hutaryl-CoA zu Crotonyl-CoA

beteiligt und lassen aufgrund der funktionalen NééeProteine auf einen einheitlichen

Kontrollmechanismus in Form eines MultienzymkomglexschlieRen. GAl-Patienten



Zusammenfassung 102

mit Mutationen, die eine relativ hohe enzymatisdRestaktivitat aufweisen und
strukturell keine Auswirkung auf das GCDH-Proteabhan, kdnnten durch die gestorte
Interaktion mit ETF und DLST zur Blockade des pbstten Multienzymkomplexes
fuhren und so zu einem Kklinisch schweren Phanogipayen. Die Identifizierung und
Charakterisierung dieses Multienzymkomplexes wudbs Grundverstandnis der
Pathobiochemie der GA1l erheblich erweitern und efit@&ung fiur die fehlende

Korrelation zwischen dem Genotyp und dem kliniscRe&notyp bereitstellen.
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8. Anhang

Verwendete Primer

Tab. 8.1: Primer fir die Real-time-PCR

Gen Protein TagMan®-Gene Expression Asse
Actin Actin MmO00607939 s

Catalase Catalase MmO00437992_m1l

Gapdh Gapdh Mm99999915 g1
Glutathionreduktase Glutathionreduktase MmO00439151 ml

SLC13a5 NaC2 MmO01334459 ml

SLC13a3 NaC3 MmO00475280_m1

Slc22a6 OAT1 MmO00456258 m1l

Tab. 8.2: Primer zur Genotypisierung Gecdh-defiziener Mause

Name Sequenz Tw [°C]
GAl-wt-for 5-CTTCCGTAACTACTGGCAGGAGCG(-3’ 67,¢
GAl-wt-rev 5-AGCTCTCGGGTCAGAAGCCCATAGG-3’ 67,9
GAl-ko-for 5-TTAGGCCTAGTGTGCTGGTCCCGGA-3’ 67,9
GAl-ko-rev 5-TCTGGTGCCGGAAACCAGGCAAAGC-3’ 67,9

Tab. 8.3: Primer zur Klonierung der verwendeten GCIH-Mutanten

Name Sequen; Tw [°C]
Prol82Al-for 5-CGGGCTCACAG/GGCCAACAGCGGCC-3 74,%
Prol82Ala-rev 5 -GGCCGCTGTT&CTCTGTGAGCCCG-3’ 74,3
Thr211Ala-for 5 -CCTCAATGGGACCAAGGCCTGGATCACG-3’ 71,0
Thr211Ala-rev  5-CGTGATCCAGCCTTGGTCCCATTGAGG-3’ 71,0
Pro248Leu-for 5-CGGGGTCTCTCGG@ICAGGATCCAGGGC-3’ >75
Pro248Leu-rev  5-GCCCTGGATCGEAGGGCCGAGAGACCCCG-3 >75

Asn392Ala-for 5-CGAGACATGCTGGGGGGGATGGGATTTCTGACG-3" >75
Asn392Ala-rev  5-CGTCAGAAATCCCACCCCCCCCAGCATGTCTCG-3°  >75
Asn392Asp-for 5-CGAGACATGCTGGGGGGB&TGGGATTTCTGACG-3" >75
Asn392Asp-rev  5-CGTCAGAAATCCBGCCCCCCCCAGCATGTCTCG-3" >75

Fett hervorgehoben sind die Stellen, die mittelsig® Change site-Directed Mutagenesis Kit*

mutiert wurden.
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Tab. 8.4: Primer zur Klonierung von His-Fusionsproeinen

Name Sequen; Twu [°C]
Ncol-oETFfor 5'-CCATGGGCTTCCGAGCGGCGGCTCCGGCG-3 >75
aETF-HindllIrev 5 AAGCTTTTTTTTCTTCAATATCTCAGTC-"3 57,8
NdelBETFor 5 CATATG GCGGAGCTGCGCGTGCTCGTAG-3 72,4
BETF-Hindlllrev 5" AAGCTT AATCCGCCCAATCTCCTTCAGC-3’ 66,6
Ncol-mGCDHfor 5"CCATGGGCCGTCCCGAGTTTGACTGGCAG-3’ 73,7
GCDH-HindllIrev 5" AAGCTT CTTGCTGGCCGTGAACGCCTG-3’ 69,5

Hervorgehoben sind die Restriktionsschnittstell@@@INCCATGG) und Hindlll (AAGCTT).
Die Ligation erfolgte nach Restriktion in den VekpET28a(+).

Tab. 8.5: Primer zur Klonierung von GST-Fusionsproeinen

Name Sequen; Tw [°C]
AT2-aETFfor 5-CTCAGCGAATTC CCTTCCGAGCGGCGGCTCCGGEG-3™ >75
4T2-0ETFrev 5-CTCAGE&TCGAGTCATTTTTTCTTCAATATCTC-3’ 65,8
AT2BETFfor 5-CTCAGGSAATTC CCGCGGAGCTGCGCGTGCTCGTA-3° >75
AT2BETFrev 5-CTCAGE&TCGAGTCAAATCCGCCCAATCTCCTT-3 72

Hervorgehoben sind die Restriktionsschnittstellaof (GAATTC) und Xhol (CTCGAG).
Die Ligation erfolgte nach Restriktion in den VekpisEX4T 2.

Tab. 8.6: Primer zur Klonierung von ¢ ETF, BETF, DLST und GCDH in pcDNA3.1

Name Sequenz Tw [°C]
pc-aETFfor 5-GAGATGTTCCGAGCGGCGGCTCG-3° 71,2
oaETF-HindllIrev 5-AAGCTTTTTTTTCTTCAATATCTCAGTC-"3 5,8
pcBETFfor 5 CACCATGGCGGAGCTGCGCGTGCTC-"3 72;8
BETF-Hindlllrev 5"-AAGCTTAATCCGCCCAATCTCCTTCAGC-3’ ®6
pc-DLSTfor 5-GAGATGCTGTCCCGATCCCGCTGT-3’ 67,8
pc-DLSTrev 5-AAGCTTAAGATCCAGGAGGAGGACTCTG-3’ 66,6
pc-GCDHfor 5"CACCATGGCCCTGAGAGGCGTCTCC-3’ 71,2
GCDH-HindllIrev 5-AAGCTTCTTGCTGGCCGTGAACGCCTG-3’ £39)

Die cDNA vonoETF und DLST wurde mit einem A-Uberhang durch Verdieng der Tag-
Polymerase in den Vektor pcDNA3.1/V5-His-TOPO efiige Die cDNA vonBETF und
GCDH wurde uber einen CACC-Uberhang (fett markiartyien Vektor pcDNA3.1D/V5-His-
TOPO eingefugt.
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Tab. 8.7: Primer zur Klonierung von YFP-Fusionsproeinen

Name Sequen; Twu [°C]

YFP1/2fol 5-TCTGCAGATATC GGTGGCGGTGGCTCTGGAGC-3 74,5
YFP1rev 5 -CGTCGTTCGAGTTACTGCTTGTCGGCCATGATATA-3 71,5

YFP2rev 5 -CGTCGTTCGAGTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC-3’ 74,0

Die cDNA der Fragmente YFP1 und YFP2 des ,Yellowofescence protein“ wurden nach
Amplifikation Uber die RestriktionsschnittstellemdRY (GATATC) und Xhol (CTCGAG)n
die pcDNAS3.1-Vektoren aus Tab. 8.6 kloniert.
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