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Zusammenfassung

Die Glutarazidurie Typ 1 (GA1) ist eine neurodegenerative Erkrankung, bei der
es in Folge des Defekts der mitochondrialen Glutaryl-Coenzym A
Dehydrogenase (GCDH) zur Anhaufung der spezifischen Metabolite Glutar-
saure (GA) und 3-Hydroxyglutarsaure (30OHGA) in allen Geweben und
Korperflussigkeiten kommt. Die GCDH ist am Abbau der Aminosauren Lysin,
Hydroxylysin und Tryptophan beteiligt. Es sind tUber 150 Mutationen im GCDH-
Gen bekannt, die jedoch nicht mit dem klinischen Phanotyp korrelieren.
Wahrend kataboler Zustande, z.B. im Rahmen fiebriger Infektionen, konnen
GA1-Patienten, enzephalopathische Krisen entwickeln. Hierbei kommt es zu
einer Degeneration des Striatums und in dessen Folge zur Ausbildung einer
irreversiblen dyston-dyskinetischen Bewegungsstorung. Verschiedene Patho-
mechanismen, die von NMDA-Rezeptor-vermittelter Exzitotoxizitat bis zu
Endothelschadigung reichen, wurden diskutiert.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit Expressionsanalysen mutanter
GCDH und Untersuchungen der Pathomechanismen der GA1 mit Hilfe eines
Mausmodells der Krankheit.

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Ergebnisse gewonnen:

1. Expressionsanalysen von vier ausgesuchten pathogenen Missense-
Mutationen in der GCDH zeigten, dass die enzymatischen Aktivitaten
unterschiedlich betroffen waren. Keine der Mutationen beeinflusste die
Syntheserate, Lokalisierung und Multimerisierung der GCDH. Die GCDH
p.Arg402Trp-Mutante weist jedoch eine funffach erhohte Abbaurate
gegenuber der Wildtyp-GCDH auf. 3D-Modell-Analysen lielien keine
signifikanten Strukturveranderungen erkennen, die die verringerte
Stabilitat der p.Arg402Trp-Mutante erklaren. Dagegen lasst die Position
des mutierten Met263-Restes gestorte Wechselwirkungen der GCDH mit
anderen mitochondrialen Proteinen vermuten.

2. Durch intravendse Injektion radioaktiv-markierter 3S0OHGA in Wildtyp- und
Gcdh-defiziente Mause konnte gezeigt werden, dass die Blut-Hirn-

Schranke bei Gcedh-defizienten Mausen weder unter basalen

v
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Bedingungen noch wahrend induzierten enzephalopathischen Krisen
geschadigt ist und dass der potenziell toxisch wirkende Metabolit
30HGA nicht aus der Zirkulation stammt, sondern endogen vom Hirn

selbst produziert werden muss.

. Gcdh-defiziente Mause scheiden radioaktiv-markierte 3OHGA unter

basalen Bedingungen, neben dem bekannten Ausscheidungsweg uber
den Urin ebenfalls in groRen Mengen Uber den Kot aus. Dieser
Ausscheidungsweg ist bei Gcdh-defizienten Mausen wahrend einer
metabolischen Krise gestort.

. Neurone sind darauf angewiesen, von Astrocyten mit Citratzyklus-
Intermediaten wie z.B. Succinat oder a-Ketoglutarat versorgt zu werden.
Bei diesen handelt es sich ebenso wie bei GA und 30HGA um
Dicarboxylate. Es wurde gezeigt, dass 30HGA und GA den Transport
von radioaktiv-markiertem Succinat in kultivierten Astrocyten und
Neuronen hemmen und so den Intermediaten-Transfer zwischen diesen
Zellpopulationen regulieren. Die Daten lassen vermuten, dass in Gcdh-
defizienten Astrocyten und Neuronen der Transport von Succinat Uber
unterschiedliche Mechanismen reguliert wird, die sowohl die Expression
der beteiligten Transporter, cis/trans-Modulation der Transporteraktivitat
durch GA1-Metabolite, wie auch intrazellulare Umverteilung von

Transportern umfassen kann.
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1 Einleitung

1.1 Glutarazidurie Typ 1

Die Glutarazidurie Typ 1 (GA1, Glutaryl-Coenzym A Dehydrogenase-Defizienz,
OMIM: 231670) ist eine autosomal rezessive Erkrankung, die 1975 von
Goodman erstmals beschrieben wurde. Sie wird durch Mutationen im Gen des
mitochondrialen Matrix-Proteins Glutaryl-Coenzym A Dehydrogenase (GCDH)
ausgelost. Die GCDH spielt im Abbau der Aminosauren Lysin, Hydroxylysin und
Tryptophan eine Rolle (siehe 1.2) (Besrat et al., 1969, Lenich and Goodman,
1986). Durch den Enzymdefekt kommt es bei GA1-Patienten in allen Geweben
und Korperflussigkeiten zur Anhaufung der Metabolite Glutarsaure (GA), 3-
Hydroxyglutarsaure (30HGA) und Glutaconsaure (Liesert et al., 1999).

Bei der Geburt sind die meisten Patienten unauffallig, mit Ausnahme einer
haufig beschriebenen Makrozephalie, sowie subduralen Hamatomen (Drigo et
al., 1993, Osaka et al., 1993, Hoffmann et al., 1996, Woelfle et al., 1996,
Goodman and Frerman, 2001). Erst im Rahmen kataboler Situationen, wie
fieberhafter Infekte, kann es bei betroffenen Kindern zur Ausbildung einer
enzephalopathischen Krise und zu einem weiteren Anstieg der GA- und
30HGA-Konzentrationen kommen. In der Folge kommt es zum Untergang von
Neuronen im Striatum mit anschlieRender Gliose (Goodman et al., 1977, Leibel
et al., 1980, Chow et al., 1988, Soffer et al., 1992). Die Folge des Neuronen-
untergangs ist eine irreversible dyston-dyskinetische Bewegungsstorung
variablen Phanotyps (Abb. 1) (Hoffmann et al., 1994, Brismar and Ozand, 1995,
Hoffmann et al., 1996, Bjugstad et al., 2000, Kolker et al., 2006). Histologisch
zeigt sich im Striatum eine postsynaptische Vakuolisierung (Goodman and
Frerman, 2001, Funk et al., 2005).

Enzephalopathische Krisen treten vor allem wahrend des Zeitraums vom 6.-14.
Lebensmonat auf. Bei Patienten jenseits des 4. Lebensjahres wurden bisher
keine derartigen Krisen beschrieben (Bjugstad et al., 2000, Strauss et al.,
2003a).
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Abb. 1: Glutarazidurie Typ 1-Patient vor (A) und nach (B) einer metabolischen Krise.
Deutlich sind nach der metabolischen Krise die dyston-dyskinetischen Bewegungsstorungen, in
Form von Verkrampfung der linken Hand und Durchstrecken des Beines zu sehen.

Die Haufigkeit der GA1 wird auf 1:100.000 geschatzt (Lindner et al., 2004). In
einigen genetisch homogenen Populationen, wie den Old Order Amish in
Pennsylvania oder den Island Lake Indianern in Kanada, tritt GA1 sehr viel
haufiger auf, namlich 1:400 bzw. 1:225 (Morton et al., 1991, Greenberg et al.,
1995). Die Diagnose der GA1 kann anhand der Bestimmung der
Konzentrationen von GA und 30OHGA im Urin erfolgen. Seit 2005 wird in ganz
Deutschland durch das erweiterte Neugeborenenscreening jedes Neugeborene
auf GA1 hin untersucht. Hierbei wird die Konzentration von Glutarylcarnitin im
Blut mittels Tandem-Massenspektrometrie (Meyburg et al., 2001) bestimmt.
Glutarylcarnitin wird im mitochondrialen Intermembranraum aus Glutaryl-CoA
und Carnitin gebildet. Durch dieses Screening ist es mdglich, noch
asymptomatische GA1-Patienten zu identifizieren, bevor sie eine mogliche
enzephalopathische Krise bekommen. Bisher gibt es keine rationale Therapie
fur GA1-Patienten, es kann aber durch vorbeugende MalRnahmen versucht
werden, katabole Situationen und damit den Ausbruch enzephalopathischer
Krisen zu verhindern. So bekommen Patienten eine Lysin-arme Diat mit
gleichzeitiger Zugabe eines Lysin-freien und Trypthophan-reduzierten
Aminosaure-Gemisches (Kolker et al., 2007), um die Konzentration der GCDH-
Substrate mdglichst gering zu halten. AuRerdem wird den Patienten Carnitin
verabreicht, um den Mangel dieses Amins, der durch die Bildung von

Glutarylcarnitin entsteht, auszugleichen. Ohne diese Behandlung bekommen
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80-90 % der GA1-Patienten eine metabolische Krise (Strauss et al., 2003a), mit
Behandlung sind es jedoch immer noch etwa 20 % der Patienten (Goodman
and Frerman, 2001, Kolker et al., 2006). Entwickeln GA1-Patienten (trotz
Behandlung) eine enzephalopathischen Krise, wird die Proteinzufuhr der
Patienten unterbrochen und den Kindern intravents Glukose verabreicht.
AuRerdem werden potenzielle Ursachen der enzephalopathischen Krise, wie
Fieber oder Erbrechen, schnell und intensiv behandelt (Kolker et al., 2007).

1.2 Glutaryl-Coenzym A Dehydrogenase

GCDH ist ein mitochondriales, homotetrameres Matrixenzym, das ein FAD-
Molekul pro Monomer als Koenzym enthalt (Abb. 2) (Tanaka et al., 1990, Hartel
et al., 1993).

Abb. 2: Struktur des Homotetramers der Glutaryl-Coenzym A Dehydrogenase (GCDH).
Die aktive GCDH ist ein Homotetramer. Die einzelnen Monomere sind farbig dargestellt. In 2
Monomeren (gelb und braun) ist das FAD (rot) im aktiven Zentrum zu erkennen.

Die GCDH katalysiert die oxidative Decarboxylierung von Glutaryl-CoA zu
Crotonyl-CoA. Dabei wird Glutaryl-CoA zunachst zu Glutaconyl-CoA oxidiert,
das dann wiederum zu Crotonyl-CoA decarboxyliert wird (Abb. 3) (Gomes et al.,
1981). Dieses wird anschlieBend von weiteren Enzymen zu Acetyl-CoA

abgebaut, das in den Citratzyklus einflief3t.
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Glutaryl-CoA Dehydrogenase
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Abb. 3: Gestorter Stoffwechselweg der Glutarazidurie Typ 1. Glutaryl-Coenzym A
Dehydrogenase (E) katalysiert im Abbauweg von Lysin, Hydroxylysin und Tryptophan die
oxidative, FAD-abhangige Decarboxylierung von Glutaryl-CoA zu Crotonyl-CoA. Bei mutierter
GCDH, entstehen Glutarylcarnitin, sowie Uber noch nicht geklarte Wege Glutarsaure aus
Glutaryl-CoA, 3-Hydroxyglutarsdure und Glutaconsdure aus Glutaconyl-CoA, welches
vermutlich Gber andere Enzyme aus Glutaryl-CoA entsteht.

Das GCDH-codierende Gen liegt auf dem Chromosom 19p13.2 (Greenberg et
al.,, 1994) und besitzt 11 Exons. Das abgeleitete Protein besteht aus 438
Aminosauren, wovon die ersten 44 Aminosauren das mitochondriale
Lokalisierungssignal bilden und durch die Aktivitat der mitochondrialen
Prozessierungspeptidase (MPP) abgespalten werden (Goodman et al., 1995).
Mitochondriale Vorlauferproteine, die im Zytoplasma synthetisiert werden,
werden von Chaperonen (in den meisten Fallen vom Hitze-Schock-Protein 70
(Thulasiraman et al., 1999)) gebunden. Damit wird zum einen eine inkorrekte
Faltung und Aggregation des Proteins verhindert und zum anderen der
Transport des Vorlauferproteins zum Mitochondrium vermittelt (Mihara and
Omura, 1996). Das mitochondriale Lokalisierungssignal interagiert mit dem
TOM-Komplex (translocase of the outer mitochondrial membrane). Dieser
transportiert das Protein Uber die aullere mitochondriale Membran. Schon
wahrend dieses Vorganges, bindet das Vorlauferprotein an den TIM-Komplex

(translocase of the inner mitochondrial membrane), der an der inneren
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mitochondrialen Membran lokalisiert ist (Bolender et al., 2008). Sobald der N-
Terminus des Vorlauferproteins in der Matrix erscheint, binden das
mitochondriale Hitze-Schock-Protein 70 (Hsp70) und das Cochaperon Mge1p
an das Protein und ,ziehen“ es unter ATP-Verbrauch in die Zelle (Bolender et
al., 2008).

Es sind uber 150 Mutationen im GCDH-Gen bekannt (Goodman et al., 1998,
Schwartz et al., 1998, Busquets et al., 2000, Zschocke et al., 2000), darunter
sind Mutationen im Intronbereich, die das Spleiten der mRNA beeinflussen
(Greenberg et al., 1995, Goodman et al., 1998, Tang et al., 2000, Zschocke et
al., 2000). Neben Missense-Mutationen sind Basendeletionen oder —insertionen
beschrieben worden, die meist zu vorzeitigen Translationsabbrichen fuhren.
Die Mutation p.Arg402Trp' ist bei Kaukasiern die haufigste (Schwartz et al.,
1998, Busquets et al., 2000, Zschocke et al., 2000, Christensen et al., 2004).
Mutationen, die bei GA1-Patienten der OId Order Amish community aus
Pennsylvania besonders haufig auftreten, betreffen den Austausch des Ala421-
Restes zu Valin (Biery et al., 1996). Bei den Island Lake Indianern aus Kanada
befindet sich dagegen die Mutation im Intron 1, was zu Fehlern beim Splei3en
der pra-mRNA und zu einem Verlust der letzten 8 Aminosauren aus Exon 1
fuhrt (Greenberg et al., 1995). Die Restaktivitaten mutanter GCDH reichen von
0 % bis 30 % der Aktivitat in Kontrollfibroblasten gesunder Patienten. Es ist
aber bisher keine Korrelation zwischen Restaktivitdt und dem Verlauf der
Krankheit beschrieben worden. So ist bei einem Patienten mit der homozygoten
Mutation Met263Val eine Restaktivitat der GCDH von 30 % gefunden worden.
Jedoch weist dieser GA1-Patient einen schweren Verlauf der Krankheit auf
(MUhlhausen et al., 2003). Auf der anderen Seite gibt es Patienten, die fast
keine Restaktivitat haben, jedoch einen milden Verlauf der Krankheit zeigen
(Busquets et al., 2000). Aufgrund der heutigen Erkenntnisse konnen Patienten
biochemisch in 2 Gruppen eingeordnet werden, high excretors und low
excretors. Bei ersteren sind im Urin hohe Mengen an GA und 30HGA

nachweisbar, bei den low excretors hingegen sind die GA-Konzentrationen im

' Die in dieser Arbeit angegebene Nummerierung der Aminosauren der GCDH bezieht sich

immer auf das Vorlauferprotein und nicht auf die reife Form.
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Urin fast normal, wahrend die 30OHGA-Spiegel erhdht sind (Baric et al., 1999,
Busquets et al., 2000).

1.3 Pathomechanismen der GA1

Bisher ist nicht bekannt durch welche Mechanismen es zur Degeneration des
Striatums bei GA1 kommt. Es wird allgemein angenommen, dass 30HGA der
toxisch wirkende Metabolit ist, da er fur GA1 spezifisch ist (Ullrich et al., 1999).
Erhohte Konzentrationen von GA wurden auch bei anderen Krankheiten wie
GAZ2 oder GA3 beschrieben (Knerr et al., 2002).

30HGA ahnelt strukturell dem Neurotransmitter Glutamat. Daher wurde lange
Zeit spekuliert, dass der Neuronenuntergang bei GA1 durch Exzitotoxizitat
hervorgerufen wird (Ullrich et al., 1999, Kdlker et al., 2004). Als Exzitotoxizitat
werden Pathomechanismen bezeichnet, denen eine erhdhte Konzentration des
Neurotransmitters Glutamat im synaptischen Spalt zugrunde liegen. Es kommt
dabei zu einer permanenten Erregung von Glutamat-Rezeptoren, was
wiederum zu einem Einstrom von Ca?*-lonen in die Zelle filhrt. In der Folge
schwellen die Zellen und die Zellorganellen an, es kommt zur Stimulation von
Enzymen wie z.B. der NO-Synthase (Olney, 1993, Bittigau and lkonomidou,
1997) oder zur Inhibition von Enzymen wie z.B. der Protein Kinase C (Durkin et
al., 1996) und letzten Endes zur Apoptose der Zelle.

Die experimentellen Untersuchungen zu Pathomechanismen der GA1
konzentrierten sich daher anfanglich auf NMDA-Rezeptoren, die zu den
ionotropen Glutamatrezeptoren gehdren. Als in vitro Modell flr diese
Untersuchungen dienten hippocampale und striatale Schnittkulturen (Ullrich et
al., 1999), primar kultivierte Neurone aus Kicken und Mischkulturen aus
hippocampalen Neuronen und Gliazellen (Kolker et al, 2004), die mit
millimolaren Konzentrationen von GA und 30OHGA in An- und Abwesenheit von
NMDA-Antagonisten behandelt wurden. Zu den beschriebenen veranderten
Parametern gehorten Zellvitalitdt, Apoptose und Nekrose, der Spiegel an
reaktiven Sauerstoffspezies, Expression der NR2B-Untereinheit des NMDA-
Rezeptors und intrazelluldre Ca?*-Konzentrationen (Ullrich et al., 1999, Kodlker

et al., 2004). Jedoch lag die gemessene Absterberate der fur 10 Tage
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kultivierten Neuronen und Glia-Mischkulturen nach Inkubation mit 1 mM
30OHGA nur bei 20 % (Kolker et al., 2000). Was immer die oben genannten
zellbiologischen Effekte ausloste, die NMDA-Rezeptor-vermittelte Wirkung von
30HGA kann als gering angesehen werden und erklart nicht die Vielzahl der
klinisch und biochemisch veranderten Parameter.

Eine weitere pathologische Wirkung von 3OHGA, die diskutiert wurde, geht von
einem durch die Defizienz der GCDH induzierten alternativen Abbauweg der
Aminosaure Tryptophan aus, der Uber Kynurenin ablaufen soll (Schwarcz et al.,
1983, Heyes, 1987). Diese These wird durch die Beobachtung unterstitzt, dass
die bei einer viralen Infektion gebildeten Interferone zu einer gesteigerten
Expression eines der Schlisselenzyme des Kynurenin-Weges fuhren.
Hierdurch wirde eine erhdhte Konzentration von Chinolinat in der Zelle
vorliegen. Bei Chinolinat handelt es sich um ein potenzielles Neurotoxin
(Schwarcz et al., 1983, Heyes, 1987, Varadkar and Surtees, 2004), dessen
Konzentration im Liquor cerebrospinalis von GA1-Patienten allerdings normal
ist (Land et al., 1992).

In weiteren Studien an hippocampalen und striatalen Schnittkulturen konnte
eine inhibitorische Wirkung von 30HGA auf die Atmungsketten-Komplexe Il und
V gezeigt werden (Ullrich et al., 1999). Die ATP-Konzentration in diesen
Kulturen ist unter Inkubation mit 30HGA und GA nur leicht erniedrigt, jedoch
weisen sie einen stark reduzierten Spiegel des Energielieferanten Phospho-
kreatin auf (Ullrich et al., 1999, Das et al., 2003).

SchlieBlich wurde spekuliert, dass die neurotoxische Wirkung von 30HGA
indirekt als Folge eines primaren Endothelschadens mit Beeintrachtigung der
Blut-Hirn-Schranke auftritt, der einen Einstrom groRer Mengen des Metaboliten
aus der Zirkulation in das Hirngewebe ermdglicht (Strauss and Morton, 2003b).
FUr eine Beteiligung endothelialer Effekte spricht unter anderem die klinische
Beobachtung chronisch subduraler Hamatome. Experimentell konnte gezeigt
werden, dass 30OHGA die Migration von humanen mikrovaskularen Endothel-
zellen der Haut (HDMEC) inhibiert, dass in Gegenwart von 30HGA die
Endothelintegritat in vitro gebildeter Kapillaren beeintrachtigt ist und es zu einer
Erweiterung der Gefalde und zu Einblutungen kommt (Muhlhausen et al., 2006).
Des Weiteren zeigten mit 30HGA behandelte HDMEC eine erniedrigte

Expression von VE-Cadherin (Muhlhausen et al., 2006). Dieses Protein ist ein
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Bestandteil der Adherens Junctions, die sich zwischen den Endothelzellen
befinden und zusammen mit den Tight Junctions fur die Impermeabilitat der
Blut-Hirn-Schranke (BHS) sorgen. Durch das Eindringen von 30OHGA in das
Hirn Uber eine gestorte BHS kdénnte 3OHGA das empfindliche Gleichgewicht
zwischen Astrocyten und Neuronen stdren. Von Interesse ist aul’erdem, dass
die verwendeten HDMEC keine NMDA-Rezeptoren exprimieren und damit die
Effekte von 30HGA Uber andere Signalwege vermittelt werden mussen
(MUhlhausen et al., 2006).

Die Spezifitat der toxischen Wirkung auf Neurone des Striatums innerhalb eines
engen Zeitfensters (6.-14. Lebensmonat) wird auf die Unterschiede in der
Gefalentwicklung zwischen dem Striatum und dem Rest des Hirns zurick-
gefuhrt (Kuban and Gilles, 1985).

1.4 Mausmodell der GA1

Von der Arbeitsgruppe um Steven Goodman wurde im Jahr 2002 eine Gcdh
Knockout-Maus durch Deletion der Exons 1-7 generiert. Gedh-defiziente Mause
wiesen keine Gcdh-Restaktivitat auf. Ihr biochemischer Phanotyp entsprach
dem von GA1-Patienten mit erhéhten Spiegeln an GA und 30HGA in Urin und
Hirn. Die Nieren der Gcdh-defizienten Mause waren signifikant groRer als die
von Wildtyp- oder heterozygoten Mausen. Aulderdem fand sich im frontalen
Cortex und im Striatum eine Spongiose, wahrend weder Nekrosen oder Gliosen
nachweisbar waren. AuRerlich waren die Gedh-defizienten M&use nicht von den
Wildtyp- oder heterozygoten Mausen zu unterscheiden. Sie zeigten lediglich
leichte motorische Defizite auf dem Rotarod. Gcedh-defiziente Mause
entwickelten unter basalen Bedingungen keine enzephalopathische Krise. Auch
unter Injektion von Lipopolysacchariden zur Vortduschung einer bakteriellen
Infektion oder durch Stress in Form von Hunger und Kalte gelang keine
Induktion einer Krise (Koeller et al., 2002).

Wahrend der Zeit, in der die hier vorgestellten Ergebnisse gewonnen wurden,
publizierten Zinnanti et al. (2006) ein Modell zur Induzierung einer
metabolischen Krise bei Gcdh-defizienten Mausen. Durch Gabe einer Hoch-

proteindiat (HPD) oder einer Diat mit erhéhten Lysin- (HLD) bzw. Tryptophan-
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Konzentration konnte eine metabolische Krise bei Gcdh-defizienten Tiere
ausgelost werden. Dabei starben 28 und 56 Tage alte Gedh-defiziente Mause
nach Gabe der HPD innerhalb von 2-8 Tagen. Der Verlauf der Symptome war
immer identisch: Hypothermie, Dehydrierung, Hypoaktivitat, Paralyse,
Krampfanfalle und Tod. Zinnanti et al. (2006) verwendeten im Weiteren nur die
HLD. Gcdh-defiziente Mause unter HLD wiesen erhohte GA-Konzentrationen im
Serum und Hirn gegenuber den asymptomatischen Gcdh-defizienten Tieren
auf. Des Weiteren konnten im Cortex und Striatum von Gcedh-defizienten
Mausen unter HLD eine starker ausgepragte Vakuolisierung als unter basalen
Bedingungen, sowie Neuronenverlust und Gliose festgestellt werden.
AulBerdem konnten subarachnoidale, subdurale und intraventrikulare Ein-
blutungen im Hirn nachgewiesen werden. Bei Perfusion Gcdh-defizienter
Mause innerhalb einer Krise mit Evans Blue konnte eine Extravasation des
Farbstoffes im Striatum beobachtet werden, was als gestérte Blut-Hirn-

Schranken-Funktion interpretiert wurde.



2 Zielsetzung

Die Glutarazidurie Typ 1 (GA1) ist eine angeborene Stoffwechselkrankheit, bei
der ein Defekt im Glutaryl-Coenzym A Dehydrogenase (GCDH)-Gen vorliegt.
Dieses Enzym ist am mitochondrialen Abbau der Aminosauren Lysin,
Hydroxylysin und Tryptophan beteiligt. Bei GA1-Patienten kdénnen zwischen
dem 6. und 14. Lebensmonat in Folge kataboler Zustande enzephalopathischen
Krisen auftreten, in deren Folge es zur striatalen Neurodegeneration mit dyston-
dyskinetischen Bewegungsstorungen kommt. Auerdem kommt es zu einer
Akkumulation der Metabolite Glutarsaure (GA), 3-Hydroxyglutarsaure (30HGA)
und Glutaconsaure im Serum, Urin und in den Geweben der Patienten. Im
Verlauf dieser Arbeit wurde von der eigenen Arbeitsgruppe der erste
Transporter fur die Metabolite GA und 30HGA identifiziert und charakterisiert.
Die molekularen Veranderungen und Pathomechanismen, die zur spezifischen
Neurodegeneration in einem begrenzten Hirnareal wahrend eines engen
Zeitfensters in der frihkindlichen Entwicklung fihren, sind unklar. Vorunter-
suchungen deuten auf GefalRschaden bei GA1 hin, von denen moglicherweise
auch die Blut-Hirn-Schranke (BHS) betroffen sein konnte.

Es sind Uber 150 Mutationen im GCDH-Gen bekannt. Bisher konnte jedoch
keine Korrelation zwischen einer Mutation und dem Schweregrad der Krankheit
oder zwischen der Restaktivitat einer mutanten GCDH und dem Schweregrad
der Krankheit beobachtet werden.

In der vorliegenden Arbeit lagen drei Fragestellungen den experimentellen

Ansatzen zugrunde:

1. Anhand von vier ausgewahlten Mutationen, die bei GA1-Patienten
identifiziert wurden, sollten erste Erkenntnisse dber Wirkung der
Mutationen auf die Enzymaktivitat, Synthese und Stabilitat, sowie auf die
Multimerisierung der GCDH-Proteine gewonnen werden. 3D-Modelling
Analysen sollten helfen, die veranderten biochemischen Parameter

strukturell zu erklaren.
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2. Mit Hilfe eines Mausmodells der GA1 sollte untersucht werden, ob es
unter basalen Bedingungen und bei einer induzierten Krise zu Scha-
digungen von Endothelfunktionen, besonders der Permeabilitat der BHS

mit Einstrom [°H]-markierter 30OHGA in das Hirn kommit.

3. An primar kultivierten Neuronen und Astrocyten aus Wildtyp- und Gcdh-
defizienten Mausen sollte untersucht werden, ob Transporter-abhangige
Ein- und Ausstrome von Citratzyklus-Intermediaten, die zur ATP-
Gewinnung und zur Biosynthese von Amino- und Fettsauren in
Neuronen bendétigt werden, durch die GA1 Metabolite GA und 30HGA

beeinflusst werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Bakterienstamme

Escherichia coli TOP10F

Rif', F’, proAB, laclqzAM15, Tn10,Tet'

3.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Alle Chemikalien und Reagenzien wurden von den folgenden Firmen bezogen.

Chemikalien

Firma

3-Hydroxyglutarsaure

Synthetisiert und zur Verfugung
gestellt von Prof. J. Thiem,
Institut fur Organische Chemie,
Universitat Hamburg

Acrylamid Roth, Karlsruhe

Agar Sigma-Aldrich, Munchen
Agarose Invitrogen, Karlsruhe
Ampicillin Serva, Heidelberg

APS Roth, Karlsruhe
Bromphenolblau Bio-Rad, Minchen

BS® Pierce, Bonn

BSA Serva, Heidelberg

Calciumchlorid (CaCl,)

Merck, Darmstadt

Canusal (Heparin-Natrium
100E/ml)

CP Pharmaceuticals Ltd,
Grofibritannien

Chloroform Sigma-Aldrich, Minchen
Cholinchlorid Sigma-Aldrich, Mlinchen
Coomassie® Blue G Serva, Heidelberg

DAPI Roth, Karlsruhe

DEPC Sigma-Aldrich, Minchen

Dinatriumhydrogenphosphat
(NazHPO4)

Merck, Darmstadt
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DMSO Roth, Karlsruhe

DTT Sigma-Aldrich, Minchen
EDTA Roth, Karlsruhe
Essigsaure Merck, Darmstadt
Ethanol Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, Mlinchen
Formaldehyd Merck, Darmstadt
Glukose Sigma-Aldrich, Munchen

Glutarsaure

Sigma-Aldrich, Minchen

Glycerin Merck, Darmstadt
Glycin Sigma-Aldrich, Minchen
Hefeextrakt Roth, Karlsruhe

HEPES Roth, Karlsruhe
Isopropanol Roth, Karlsruhe

Kalium-Acetat

Sigma-Aldrich, Minchen

Kaliumchlorid (KCI)

J.T. Baker, Griesheim

Kaliumdihydrogenphosphat
(KH2POy4)

Merck, Darmstadt

Ketanest S

Pfizer, USA

Luminol

Roth, Karlsruhe

Magnesiumchlorid (MgCly)

Sigma-Aldrich, Minchen

Magnesiumsulfat (MgSO4)

Merck, Darmstadt

Manganchlorid (MnCly)

Sigma-Aldrich, Minchen

Methanol

Merck, Darmstadt

Methionin Sigma-Aldrich, Minchen
Milchpulver Natura Flor

MOPS Roth, Karlsruhe
Mowiol® Hoechst, Frankfurt a.M.

Natrium-Acetat

Merck, Darmstadt

Natriumchlorid (NaCl)

Roth, Karlsruhe

Natrium-desoxycholat

Sigma-Aldrich, Minchen

Natriumdihydrogenphosphat
(NaH2PO,)

Merck, Darmstadt
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Natriumhydrogencarbonat
(NaHCO3)

Merck, Darmstadt

Natriumhydroxid (NaOH)

Roth, Karlsruhe

Nonidet P40

Roche Diagnostics, Mannheim

Paraformaldehyd

Merck, Darmstadt

p-Cumarinsaure

Sigma-Aldrich, Minchen

Poly-L-Lysin

Sigma-Aldrich, Minchen

PPO

Roth, Karlsruhe

Protaminsulfat

Sigma-Aldrich, Minchen

Protein A-Agarose-
Macrobeads

Sigma-Aldrich, Minchen

Rompun 2 %

Bayer, Leverkusen

Rotiszint® eco plus

Roth, Karlsruhe

Rubidiumchlorid (RbCl)

Sigma-Aldrich, Minchen

Saccharose J.T. Baker, Griesheim
Salzsaure (HCI) Merck, Darmstadt
Saponin Sigma-Aldrich, Munchen
SDS Sigma-Aldrich, Midnchen
Succinat Sigma-Aldrich, Minchen
TEMED Bio-Rad, Minchen

Tissue-Solubilizer
(Solvable™)

Perkin-Elmer, USA

Tricin Sigma-Aldrich, Minchen
Tris Sigma-Aldrich, Minchen
Triton X-100 Sigma-Aldrich, Minchen
Tween-20 Merck, Darmstadt

Wasserstoffperoxid (H203)

Merck, Darmstadt
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3.1.3 Radioaktive Substanzen

Radioaktive Spezifische Firma

Substanz Aktivitat

[°H]-3- 25,2 mCi/mg Von Herrn Dr. Wilhelm

Hydroxyglutarsaure | 3S0HGA Herdering, Institut far
Anorganische Chemie,
Universitat Hamburg
synthetisiert

[35S]-Methionin 1.000 Ci/mmol Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg

['*C]-Succinat 54 mCi/mmol Moravek Biochemicals,
Brea California, USA

3.1.4 Kits und Assays

Kit

Firma

Bio-Rad Protein Assay

Bio-Rad, Miinchen

High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit

Applied Biosystem, Darmstadt

pcDNA ™ Gateway®Directional TOPO
Expression Kit

Invitrogen, Karlsruhe

peqGOLD RNA pure peqglLab, Erlangen
QlAplasmid Midi Kit Qiagen, Hilden
QIAplasmid Mini Kit Qiagen, Hilden
QIAquick Spin Gelextraction Qiagen, Hilden

QuikChange Site-Directed Mutagenesis
Kit

Stratagene, Niederlande

TagMan® Gene Expression Assay

Applied Biosystem, Darmstadt

TNT®T7 Quick Coupled
Transcription/Translation System

Promega, Mannheim
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3.1.5 Plasmide, DNA und DNA-Standards

DNA-Standard, 1 kb-Ladder

Invitrogen, Karlsruhe

DNA-Standard, 100 bp-Ladder

Invitrogen, Karlsruhe

pcDNA.6.2/V5/GW/D-TOPO

Invitrogen, Karlsruhe

pOTB7-GCDH

RZPD Deutsches Ressourcenzentrum
fur Genomforschung

3.1.6 Enzyme und Nukleotide

Benzonase

Merck, Darmstadt

DNase |

Sigma-Aldrich, Minchen

dNTP-Set (ultrapure)

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Papain

Sigma-Aldrich, Mlinchen

Pfu-Turbo™-Polymerase

Stratagene, USA

Protease-Inhibitor-Cocktail

Sigma-Aldrich, Manchen

Proteinase K

Merck, Darmstadt

Restriktionsendonukleasen

New England BioLabs, Frankfurt a.M.

Taqg-DNA-Polymerase

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

3.1.7 Proteine und Proteinstandards

Dextran-Konjugate

Molecular Probes, USA

Rainbow ™-coloured Protein-
Standard

Amersham Pharmacia Biotech,
Freiburg

Rinderserumalbumin (BSA)

Serva, Heidelberg
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3.1.8 Mauslinien und Mausfutter

Heterozygote Tiere der Mauslinien GAC57BI6 und GA129SVJ mit dem gleichen
Knockout des Gcdh-Gen wurden freundlicherweise von Dr. S.I. Goodman
(Denver, USA) bereitgestellt. Durch Kreuzung von Heterozygoten von je einer
Linie erhalt man die fur die Versuche verwendeten GAexp-Tiere (,Hybrid-
vigour“-Kreuzungsverfahren). Fur die Astrocyten- und Neuronenisolierung
wurden C57BI6/J10 Wildtyp-Mause verwendet.

Alle Mauslinien wurden in der zentralen Tierhaltung des UKE (Hamburg)
gezuchtet.

Alle Tierversuche wurden nach Prufung und Genehmigung durch die
Tierschutzkommission des Amts fur Gesundheit und Verbraucherschutz,
Abteilung fur Veterinarwesen der Freien und Hansestadt Hamburg durchgeflihrt
(Genehmigung Nr. A6/68 vom 26.09.2001, Nr. 26/05 vom 11.04.2005 und
Zusatzgenehmigung zu Nr. 26/05 vom 02.06.2006).

Die Mause bekamen als Standarddiat ssniff R/M-H, extrudiertes Futter (ssniff
Spezialdiaten GmbH, Soest). Die fir die Mause als Futter verwendete
Hochproteindiat (TD.03637) wurde von Harland Teklad, USA bezogen.

3.1.9 Zelllinien
11+/+ immortalisierte Dr. U. Matzner, Institut fir physiologische
Astrocyten Chemie, Universitat Bonn
Baby hamster kidney cells | Prof. Figura, Institut fur Biochemie 2, Georg-
(BHK) August-Universitat, Gottingen
Primare isolierte Eigene Herstellung
Astrocyten

Primare isolierte Neurone | Eigene Herstellung
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3.1.10 Medien

3.1.101

Luria-Bertani-Medium (LB-Medium)

Luria-Bertani-Agarplatten (LB-Platten)

3.1.10.2

Medien fiir die Anzucht von Bakterien

10 g/l Bacto-Trypton;

5 g/l Bacto-Hefeextrakt;

8 g/l NaCl;

pH= 7,2 mit NaOH
Vor Gebrauch Zugabe von 100 mgl/l

Ampicillin.

15 g Agar in 11 LB-Medium gel6st und

autoklaviert; nach Abkuhlen auf 55°C,
Zugabe von 100 mg/l Ampicillin.

Chemikalien

Firma

AraC Hydrochlorid

Sigma-Aldrich, Minchen

B27 Invitrogen, Karlsruhe
DMEM GIBCO/BRL, Eggenstein
DMEM ohne Methionin: PAA, Osterreich

FKS PAA, Osterreich
Glutamat Sigma-Aldrich, Munchen
GlutaMax™ GIBCO/BRL, Eggenstein

Lipofectamin™2000

Invitrogen, Karlsruhe

MEM

GIBCO/BRL, Eggenstein

Neurobasalmedium

GIBCO/BRL, Eggenstein

Optimem®-1 + GlutaMax™

GIBCO/BRL, Eggenstein

PBS (10X)

GIBCO/BRL, Eggenstein

Penicillin/Streptomycin

GIBCO/BRL, Eggenstein

Pferdeserum

GIBCO/BRL, Eggenstein

Trypsin/EDTA

GIBCO/BRL, Eggenstein

Medien und sonstige Medienzusatze fiir die Zellkultur
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3.1.11 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Firma

Cellophanfolie

Ptz Folien, Taunusstein

Deckglaser

Glaswarenfabrik Karl Heckt KG,
Sondheim

Einfrierrdbhrchen

Nunc, Wiesbaden

Einmalkivetten

Plastibrand, Wertheim

Einwegmaterial fur Zellkultur

BD Falcon, Heidelberg
Sarstedt, Nimbrecht
Nunc, Wiesbaden

Einweg-Schaber

Sarstedt, Nimbrecht

Filmkassetten

Rego, Augsburg

Filterschwamme

Amersham

Gel-Glasplatten

Amersham

Gen-Chip Mouse Expression Set 430

Affymetrix, GroRbritannien

Immersionsol 518 C

Zeiss, Oberkochen

Kantlen

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Linsenpapier MN 10 B

Zeiss, Oberkochen

Nitrocellulosemembran

Schleicher & Schuell, Dalel

Nylon Net Filters

Millipore, USA

Objekttrager

Engelbrecht, Kassel

Pipettenspitzen

Sarstedt, Niimbrecht
Eppendorf, Hamburg

Reaktionsgefalle

Sarstedt, Nimbrecht
Eppendorf, Hamburg
Greiner, Essen

Rontgenfilme

Kodak, Stuttgart

Skalpelle BBraun, Melsungen
Spritzen BBraun, Melsungen
Sterilfilter VWR, Darmstadt

Stripes/Deckel fir Real-Time PCR

Applied Biosystems, Darmstadt

Szintillationsrohrchen

Perkin-Elmer, USA

Teflonkdmme

Hoefer, USA

UV-Klvetten

Eppendorf, Hamburg

Whatman-Papier

Whatman, Dallel
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3.1.12 Gerate

Gerat Typ Firma
Absaugpumpe Miniport SMT
Autoklav 3850 EL Systec, Wettenberg
Blockthermostat Rotilabo H250 Roth, Karlsruhe
TM130-6 HLC, Bovenden
Counter B—y-Handdetektor Berthold, Bad Wildbad
B—Counter LS3801 Beckman Coulter, Krefeld
Drehrad Rotator Neolab, Heidelberg
Eismaschine AF 10 Scotsman, Herborn

Elektrophoresekammer

Agagel Midi Wide

Biometra, Gottingen

SE600

Hoefer, USA

Entwicklermaschine Curix 60 Agfa, Leverkusen
Geltrockner GelAir Dryer Bio-Rad, Minchen
Horizontalschuttler Rocky Frobel Labortechnik,

Wasserburg

Injektionsblock flr
Mause

Eigenbau, Werkstatt des
Institut fur Biochemie 2,
Georg-August Universitat,
Gattingen

Inkubationsschrank COy-Inkubator Sanyo
Gasboy C20A Labotect, Wiesbaden
Inkubationsschuttler Innova 4230 New Brunswick Scientific,

Nurtingen

Kryo-Einfriergerat

Nalgene™ Cryo 1°C
Freezing Container

Nalgene, USA

Magnetruhrer MSH-basic IKA-Werke, Staufen
Mikroskope Axiovert 25 Zeiss, Oberkochen

Leica DM IRE2 Leica, Wetzlar
Mikrowelle Promicro Whirlpool, Stuttgart
Perfusionspumpe P1 Pharmacia Biotech, USA
pH-Meter MP220 Mettler Toledo, Giessen
Photometer BioPhotometer Eppendorf, Hamburg
Pipetten/Multipette Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfe

Pipetus

Hirschmann, Eberstadt
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Sterilbank Herasafe Heraeus, Hanau
Gelaire Flow Laboratories, USA
Stickstoff-Einfriertank Airpege 55 Air Liquide, DUsseldorf
Thermocycler Tpersonal Biometra, Goéttingen
Real-Time Stratagene, USA
MX3000P™
Mastercycler, Eppendorf, Hamburg
Gradient
Transferkammer TE 50X Hoefer, USA
UV-Transilluminator Darkroom Evo Il Raytest, Straubenhardt
Vortex Genie 2 Scientific Industries, USA
Waagen AC100 Mettler Toledo, Giessen
BP2100 S Sartorius, Géttingen
Wasserbad Cc 10 Schutt Labortechnik, Gottingen
Zentrifugen Centrifuge 5415 D Eppendorf, Hamburg
Speed Vac® Savant

Centrifuge 5417

Eppendorf, Hamburg

Centrifuge 5702 R

Eppendorf, Hamburg

Minifuge RF Heraeus, Hanau
Varifuge RF Heraeus, Hanau
MC6 Centrifuge Sarstedt, Nimbrecht

3.1.13 Antikorper

3.1.13.1 primare Antikorper
Verdiinnung
Antigen Spezies | Referenz/Firma
WB IF IPP

a Gedh K Dr.M. Woontner, | 1:10.000 1:1000
(Maus) Denver, USA

a MnSOD K Upstate, USA 1:1000 1:200

a myc Sigma-Aldrich, 1:1000

Muanchen
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3.1.13.2 sekundare und fluoreszenzmarkierte Antikorper
Sekundarantikorper Firma Verdiinnung
Schaf a Kaninchen Cy3 Sigma-Aldrich, 1:400 (IFA)
Muanchen
Schaf a Maus FITC Sigma-Aldrich, 1:400 (IFA)
Minchen
Ziege a Kaninchen IgG HRP | Dianova, 1:10.000 (WB)
Hamburg
Ziege a Maus IgG HRP Dianova, 1:10.000 (WB)
Hamburg

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Isolierung genomischer DNA aus Schwanzspitzen zur

Genotypisierung

Lysispuffer 100 mM Tris/HCI pH 7,4
5 mM EDTA
200 mM NaCl
SDS-Lésung 10 % SDS

Proteinase K-Losung 10 mg/ml in Lysispuffer

Zur Genotypisierung Gcedh-defizienter Mause wurde genomische DNA aus den
Schwanzspitzen isoliert. Dazu wurden die Schwanzspitzen 4. N. in je 500 pl
Lysispuffer, 15 pl SDS-Losung und 20 ul Proteinase K-LOsung unter Schutteln
bei 56°C inkubiert. Nach 5-minutiger Zentrifugation bei 16.000 x g wurde der
Uberstand in ein neues Eppendorf-GefaR (iberfiihrt und 500 pl Isopropanol
(100 %) zugegeben. Nach mehrmaligem Invertieren erfolgte eine Zentrifugation
fir 5 min bei 20.800 x g und 4°C. Der Uberstand wurde abgenommen und die
pelletierte DNA mit 500 ml Ethanol (70 %) gewaschen. AnschlieRend wurde das
Pellet flr ca. 20 min bei 37°C getrocknet. Die DNA wurde in 100 pl Aqua bidest.
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aufgenommen und die Konzentration photometrisch bestimmt. Die DNA-L&sung

wurde zur anschlieRenden Genotypisierung eingesetzt.

3.2.2 Photometrische DNA-Konzentrationsbestimmung

Die photometrische Messung von DNA erfolgte bei 260 nm in einer UV-Klvette
gegen Aqua bidest. Eine ODy von 1 entspricht einer Konzentration von 50

Mg/ml doppelstrangiger DNA.

3.2.3 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen erkennen spezifische kurze Nukleotidsequenzen
und spalten die DNA in diesem Bereich. Um die optimalen Bedingungen fur das
jeweils benutzte Enzym zu schaffen, wurde einem Restriktionsansatz neben
dem Restriktionsenzym und der zu spaltenden DNA der vom Hersteller
mitgelieferte 10 x Reaktionspuffer zugegeben. Ein 20 pl Restriktionsansatz
wurde beispielsweise wie folgt zusammenpipettiert:

x ul DNA (ca. 0,1-1 pg)

2 pl 10 x Reaktionspuffer

1-2 ul Restriktionsenzym (10 U/ul)

x ul dH20 (ad 20 pl)

Der Restriktionsansatz wurde fur 1-2 h bei 37°C bzw. bei der fur das
entsprechende Enzym optimalen Temperatur inkubiert.

Wenn eine DNA mit zwei Restriktionsenzymen gespalten werden sollte, die
verschiedene Reaktionsbedingungen bendtigten, so wurde ein Restriktions-
puffer ausgewahlt, in dem beide Enzyme laut Herstellerangaben noch eine gute

Spaltaktivitat zeigen.

3.2.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Bei der Ligation werden zwei DNA-Molekule miteinander verbunden,

beispielsweise bei der Integration eines DNA-Fragmentes in einen Vektor.
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Ligationen wurden gemall den Herstelleranweisungen mit dem
pcDNA™Gateway®Directional TOPO Expression Kit durchgefiihrt.

3.2.5 Klonierungen der GCDH-Mutanten

Die Mutationen wurden in das GCDH-Gen mittels des QuikChange Site-

Directed Mutagenesis Kit nach Angaben des Herstellers eingebracht.

3.2.6 Transformation von Bakterien mit Plasmid-DNA

Chemokompetente TOP10-E.coli-Zellen (100 ul) wurden auf Eis aufgetaut, mit
einem Teil des Ligationsansatzes gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Nach
einem Hitzeschock fur 30 sec bei 42°C und einer weiteren Inkubation fur 5 min
auf Eis wurden 0,7 ml LB-Medium zugegeben und der Ansatz 1 h bei 37°C und
220 rpm geschuttelt. Ein Teil des Transformationsansatzes wurde auf eine LB-
Agarplatte, die ein entsprechendes Antibiotikum enthielt, ausplattiert und Gber
Nacht bei 37°C inkubiert. Mit je einer Kolonie wurden 5 ml LB-Medium (inkl.
Antibiotikum) angeimpft. Diese Vorkultur wurde fur die Praparation der

Plasmide und zum Anlegen von Glycerinkulturen verwendet.

3.2.6.1 Praparation von chemokompetenten E.coli-Zellen

Lésungen: Tfbl 100 mM RbCI
50 mM MnCl;
30 mM KAc
10 mM CaCl;
15 % (v/v) Glycerin
pH 5,8 mit Essigsaure (0,2 M) eingestellt

Tfbll 10 mM MOPS
10 mM RbCI
75 mM CaCl,
15 % (v/v) Glycerin
pH 7,0 mit NaOH eingestellt
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Tfbl und Tfbll wurden frisch angesetzt und sterilfiltriert. 5 ml LB-Medium wurde
mit einer Kolonie E.coli TOP10 F von einer Stammplatte (LB-Agarplatte, ohne
Antibiotikum) angeimpft und auf dem Drehrad bei 37°C bis zu einer ODss, von
0,3 inkubiert. Mit 2 ml dieser Vorkultur wurden 200 ml LB-Medium in einem 1 |
Schuttelkolben angeimpft und 2 bis 2,5 h unter Schitteln (200 rpm) bis zu einer
ODssp von 0,3 bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurde die Kultur unter
Schwenken 10 min in Eiswasser abgekuhlt und 5 min bei 3000 x g und 4°C
zentrifugiert. Das Sediment wurde in 30 ml Tfbl (4°C) resuspendiert und erneut
unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Anschlielend wurde das Sediment in
4 ml Tfbll resuspendiert und in Aliquots von je 100 pl in flissigem Stickstoff

eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

3.2.6.2 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Plasmid-Mini- und Midipraparationen wurden mittels des Plasmid-Mini-Kits (bis
20 pg DNA) und Plasmid-Midi-Kits (fur 20-100 yg DNA) nach Vorschrift des

Herstellers durchgefuhrt.

3.2.7 Auftrennung von DNA in Agarosegelen

TAE-Puffer 40 mM Tris/HCI pH 8.5
20 mM Essigsaure
2 mM EDTA

DNA-Ladepuffer 40 % Saccharose
1 mM EDTA
0,25 % Bromphenolblau

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten unterschiedlicher GroRe wurden 1-2 %
(w/v) Agarosegele verwendet. Die erforderliche Agarosemenge wurde in TAE-
Puffer im Mikrowellenherd aufgekocht und nach dem Abkuhlen auf ca. 55°C mit
Ethidiumbromid versetzt (Endkonzentration 0,5 pg/ml). Die Proben wurden mit
DNA-Ladepuffer versehen und aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei einer
Spannung von 3-4 V/cm durchgefihrt. Unter UV-Licht wurden die DNA-
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Fragmente durch das in die DNA eingelagerte Ethidiumbromid sichtbar. Zur
Dokumentation wurde das Agarosegel auf dem UV-Transilluminator mit einer

Digitalkamera aufgenommen.

3.2.8 Extraktion von DNA aus Agarosegelen

Im Agarosegel aufgetrennte DNA wurde mit Hilfe des Qiaquick-Spin-Gel-

Extraction Kits nach Anweisung des Herstellers aus der Agarose extrahiert.

3.2.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR ist eine Methode, um definierte DNA-Fragmente mit Hilfe der
thermostabilen DNA-Polymerase des thermophilen Bakteriums Thermophilius
aquaticus (Taq) zu amplifizieren.

Als Template wurde DNA verwendet, die aus Schwanzspitzen (3.2.1) oder aus
Bakterien (3.2.6.2) isoliert worden war. Die Amplifikation von DNA-Fragmenten

erfolgte in einem Thermocycler.

DNA- Primer dNTP 10 x Taq-
Template 3"und 5 (10 mMm PCR-Puffer | Polymerase | H,0
(10 pmol/pl) | je Nukleotid) (5 U/ ad
50 ng je 2,5l 2 ul 5 ul 1l 50 pl

Bei jeder PCR wurde eine Kontrolle ohne DNA-Template mitgeftihrt.

3.2.10 Sequenzierung von DNA

Die automatische Sequenzierung von DNA-Proben erfolgt nach dem Prinzip
des Kettenabbruch-Verfahrens. Fir eine Sequenzreaktion wurden folgende
Komponenten zusammenpipettiert:

x ul Plasmid-DNA (ca. 1 ug)

1 ul sequenzspezifischer Primer (10 pmol/ul)

6 ul Puffer

2 pl Big Dye-Terminator-Mix

x pul dH20 (ad 20 pl)
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Der Big Dye-Terminator-Mix enthielt dNTPs, fluoreszent-markierte ddNTPs,
Tag-DNA-Polymerase und Reaktionspuffer. Die Kettenabbruchreaktion wurde
als PCR in einem Thermocycler durchgefuhrt. Dabei wurden nach 5 min
Denaturierung bei 96°C folgende Bedingungen flur 25 Zyklen gewahlt:

Denaturierung 95°C 10 sec

Anlagerung (Annealing) 50°C 5 sec

Elongation 60°C 4 min

Nach der Amplifikation wurde die DNA durch Zugabe von 80 ul 0,3 M Na-Acetat
(pH 4,6), 300 pl Ethanol (96 %) und anschlieRendem mischen 15 min bei
Raumtemperatur gefallt. Es folgte eine Zentrifugation fir 20 min bei 17.000 x g.
Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen. Das Sediment wurde mit 200 pl
Ethanol (70 %) gewaschen, nochmals 10 min zentrifugiert und bei 60°C fur 5

min getrocknet, bevor es der Sequenz-Analyse zugeflihrt wurde.

3.2.11 Isolierung von RNA aus Zellen

Das Medium von Zellen einer 3,5 cm-Kulturschale wurde abgesaugt und die
Zellen einmal mit eiskaltem PBS gewaschen. Dann wurde 1 ml peqGOLD RNA
Pure auf die Platte gegeben, und die Zellen wurden mit einem sterilem Einweg-
Schaber abgeschabt, in ein 1,5 ml-Reaktionsgefald Gberfihrt und fur 5 min bei
RT inkubiert. Nach Zugabe von 200 ul Chloroform und 15-sekiindigem Vortexen
wurde erneut fir 15 min bei RT inkubiert. Nach erfolgter Zentrifugation (15 min,
12.000 x g, 4°C) wurde die obere Phase vorsichtig abgenommen, ohne dabei
die Interphase zu berUhren, und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefald uberfuhrt.
Anschlie®end wurden 500 pl Isopropanol zugegeben und fur 10 min bei RT
inkubiert. Es folgte eine weitere Zentrifugation (10 min, 12.000 x g, 4°C), und
der Uberstand wurde verworfen. Das resultierende RNA-Pellet wurde zweimal
mit 70 % Ethanol/DEPC-Wasser gewaschen, dann fur 20 min auf Eis
getrocknet und in 30 yl DEPC-Wasser aufgenommen. Die Quantitat der RNA
wurde photometrisch und die Qualitdt durch Auftrennung im Agarosegel

Uberprift.
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3.2.12 Synthese von cDNA

RNA kann im Rahmen einer PCR nicht amplifiziert werden, da sie keine
geeignete Matrize fur die Polymerase darstellt. Es ist daher ndétig, in einem
Zwischenschritt mithilfe des Enzyms Reverse Transkriptase (RNA-abhangige
DNA-Polymerase), zuerst eine zur RNA komplementdre cDNA zu
synthetisieren. Die entstehende cDNA dient als Ausgangsmatrize fur die
Amplifikation mittels PCR.

Die cDNA wurde mit Hilfe des High Capacity cDONA Reverse Transcription Kits

nach Angaben des Herstellers synthetisiert.

3.2.13 DNA-Microarray

RNA aus Nieren von Gcdh-defizienten und Wildtyp-Mausen der Altersstufe 42
Tage wurde zur Microarray-Analyse in das UKE-eigene Servicelabor (Institut far
Klinische Chemie, Dr. T. Streichert) gegeben. Die Analyse erfolgte unter
Verwendung des Affimetrix-Systems. Es wurde der Gen-Chip Mouse

Expression Set 430 verwendet.

3.2.14 Quantitative Real-Time PCR

Fir die quantitative Analyse der RNA-Expression in Astrocyten und Neuronen
wurden TagMan® Gene Expression Assays verwendet. Dieser Assay enthalt
vorgefertigte Primer und Sonden. Die Sonde ist am 5-Ende mit einem
fluoreszierenden Reporter-Farbstoff FAM markiert, wahrend das 3°-Ende einen
nicht fluoreszierenden Quencher-Farbstoff FAM-MGB tragt. Um die Extension
der Sonde zu verhindern, ist das 3'-Ende zusatzlich mit einem Phosphatrest
blockiert. Liegt der Quencher in ausreichende Nahe zu dem Reporterfarbstoff
(max. 17-20 Basen), wird die Energie des Reporterfarbstoffs direkt an den
Quencher-Farbstoff weitergeleitet (Cardullo et al., 1988) und nur das
Fluoreszenzspektrum des Quenchers emittiert. Dieser Mechanismus wird als
Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) bezeichnet.

Wahrend der Extension des Primers trifft die Tag-Polymerase auf die Sonde

und beginnt diese zu verdrangen. Es entsteht eine Y-formige Sekundarstruktur,
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wodurch die 5°-3-Exonukleaseaktivitat der DNA-Polymerase aktiviert wird
(Holland et al., 1991). Die Aktivierung bewirkt die Hydrolyse der Sonde. Die
raumliche Nahe zwischen Reporter und Quencher wird aufgehoben und das
nun entstehende Fluoreszenzsignal kann detektiert werden.

Der Anstieg der Fluoreszenz ist proportional zum Anstieg der Konzentration des
Amplifikationsproduktes. Die gemessene Fluoreszenz bleibt jedoch fur eine
gewisse Anzahl an Zyklen unverandert, da die entstehenden Produktmengen
zu gering sind. In der exponentiellen Anstiegsphase wird der so genannte cycle
of threshold (Ct) definiert. Der Ct-Wert einer Probe ist der Zyklus der PCR, bei
dem erstmals eine exponentielle Zunahme des PCR-Produktes auftritt. Dieser
Wert ist die Grundlage fur die weitere Auswertung, mit der Data Analysis for
Real-Time PCR (DART-PCR) Version 1.0 (Peirson et al., 2003). Bei diesem
Programm wird die relative RNA-Quantifizierung nach der 2*““"-Methode
durchgefuhrt (Livak and Schmittgen, 2001). Jedoch wird auch die PCR-Effizienz
ermittelt und in der Berechnung berucksichtigt. Die Effizienz errechnet sich aus

einem Amplifikationsdiagramm mit der Formel:
Effizienz = 10("/Ste0un9) _ 1,

Die Effizienz wird fur jede Probe einzeln bestimmt.

Far die relative RNA-Quantifizierung wurde die Differenz zwischen dem Ct-Wert
des zu untersuchenden Gens und dem Kontroligen, Gapdh gebildet. Die
relative Expression wurde aus dem Vergleich von Wildtyp- und Gcadh-
defizienten Zellen nach der folgenden Gleichung ermittelt: relative Expression:

22Ct Dapei ist

ACt = Ctgen — CtGapdh und A(ACt) = ACtgegn-defiziente Zellen - ACtWildtyp-ZeIIen.

FUr die graphische Auswertung wurde die relative Expression des

Kontrollgewebes gleich 1 gesetzt.

Die PCR-Reaktionen erfolgten in einem 20 ul PCR-Ansatz in einer 96-Wellplatte

in Triplikaten. Der Nachweis erfolgte mit dem Fluoreszenzdetektor MX3000P ™.
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Real-time PCR-Ansatz: 10 pl TagMan®2x Universal PCR Master Mix, No
AmpErase®UNG
7 ul H0
1 ul TagMan® Gene Expression Assay
2 ul Template-cDNA

PCR: 95°C 10 min
95°C 30 sec

60°C 1 min @ 40 Zyklen

3.3 Zellbiologische Methoden

3.3.1 Kultivierung von Zelllinien

Die Kultivierung erfolgte bei 37°C, 85 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO..
BHK-Zellen und immortalisierte Astrocyten (11+/+) wurden in DMEM +
GlutaMax™ + 10 % FKS und Penicillin/Streptomycin kultiviert. Alle 3 Tage

wurden die Zellen passagiert.

3.3.2 Isolierung und Kultivierung primarer Zellen aus Mausen

3.3.2.1 Isolierung und Kultivierung von primaren Neuronen

Hank's gepufferte Salzlésung (HBSS) 1 mM MgCl,
5,5 mM Glukose
137 mM NaCl
5,4 mM KCI
0,4 mM KH,PO4
2,7 mM Naz;HPO4*2H,0
4,2 mM NaHCO3
0,8 mM MgSO,
1,7 mM CacCl
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Papain-Lésung (5 ml)

Ausplattiermedium

Neurobasalmedium 1

Neurobasalmedium 2

Neurobasalmedium 3

10 mM PBS

10 mM Glukose
50 ul DNase |
2,5 mg Papain

0,6 % Glukose
10 % Pferdeserum
in MEM

2 % B27

0,5 mM GlutaMax™
20 U/ml Penicillin

20 pg/ml Streptomycin
25 uM Glutamat

2 % B27

0,5 mM GlutaMax™
20 U/ml Penicillin

20 pg/ml Streptomycin
10 uM AraC

2 % B27

0,5 mM GlutaMax™
20 U/ml Penicillin

20 pg/ml Streptomycin

Zellkulturplatten wurden mit Poly-L-Lysin (0,5 mg/ml) beschichtet und bis zur

Verwendung bei RT inkubiert.

Primare Neurone wurden aus P0-P1 Tage alten Mausen isoliert. Hierzu wurde

das Hirn herausprapariert. In kaltem HBSS wurden die Hirnhaute entfernt und

die Cortices vom Stamm getrennt. AnschlieRend wurden die Cortices in 5 ml

Papain-Losung fur 30 min bei 37°C geschuttelt. Nach Absaugen der Ldsung

wurden die Zellen 3 x mit 5 ml warmen Ausplattiermedium gewaschen. Die
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Zellen wurden durch Resuspendieren in 2 ml Ausplattiermedium vereinzelt,
gezahlt und ausplattiert (siehe unten).

4-5 h spater wurde das Medium gegen 1 ml Neurobasalmedium 1 gewechselt.
Nach 3 Tagen wurden 500 pyl des Mediums abgenommen und 500 pl des
Neurobasalmedium 2 zugegeben, weitere 3-4 Tage spater wurden wieder 500
pl abgenommen und 500 pl des Neurobasalmedium 3 zugegeben. 10-14 Tage
nach der Praparation waren die Neurone ausdifferenziert und die Experimente

wurden durchgefuhrt.

Zellkulturschale Zellen

Glasplattchen 2x10°
12-Well 4 x 10°
3,5-cm 2.4 x 10°

3.3.2.2 Isolierung und Kultivierung von primaren Astrocyten

Medium 10 % FKS
0,6 % Glukose
25 mM NaHCO3;
200 nM Glutamin
50 U/ml Penicillin
50 pg/ml Streptomycin

Am Tag vor der Praparation wurden Zellkulturplatten mit Poly-L-Lysin (0,1
mg/ml) beschichtet und Uber Nacht bei 4°C gelagert oder die Platten wurden
am gleichen Tag fir 30 min bei 37°C beschichtet.

FUr die Isolierung primarer Astrocyten wurden PO-P2 Tage alte Mause
verwendet. Das Hirn wurde herausprapariert. In kaltem HBSS wurden die
Hirnhaute entfernt und die Hirne in kleine Stlicke geschnitten. In einem 15 mi
Reaktionsgefal® wurden die Sticke 3 x mit kaltem HBSS gewaschen,
anschlielfend in 5 ml warmen Medium aufgenommen und mit einer Pasteur-

Pipette homogenisiert. Die Zellsuspension wurde durch eine 180 pym, 140 um

32



Material und Methoden

und eine 30 um Membran filtriert. Anschlielend wurden die Zellen gezahlt und
in einer Dichte von 1x10°/cm? ausgesit.

Am nachsten Tag wurde vorsichtig das Medium gewechselt.

Alle 2-3 Tage wurden die Zellen PBS gewaschen und das Medium gewechselt.

Nach 7 Tagen wurden die Experimente durchgefihrt.

3.3.3 Trypsinieren von Zellen

Der Zellrasen wurde mit PBS gespult, um Trypsininhibitoren aus dem FKS zu
entfernen. Nach dem Absaugen des PBS wurden die Zellen z.B. mit 0,5 ml
Trypsin pro 25 cm?-Flasche fiir 2-5 min bei 37°C inkubiert. Die Trypsin-Reaktion
wurde durch Zugabe von FKS-haltigem Medium gestoppt, die Zellen durch
mehrfaches Aufsaugen mit einer Pipette vereinzelt und in der gewilnschten

Dichte ausgesat.

3.3.4 Gefrierkonservierung und Revitalisierung von Zellen

Einfriermedium 10 % DMSO
20 % FKS

Zur Konservierung wurden konfluent gewachsene Zellen trypsiniert, in Medium
aufgenommen und fir 5 min bei 1.000 x g sedimentiert. Nach Absaugen des
Uberstandes wurden die Zellen(aus einer 75 cm®Flasche in 3 ml
Einfriermedium aufgenommen und auf drei Einfrierrdhrchen verteilt. Die Zellen
wurden Uber Nacht bei —80°C in einem ,Nalgene™ Cryo 1°C Freezing
Container® (Nalgene, Rochester, NY, USA) eingefroren und anschlie®end in
flussigem Stickstoff gelagert.

Zur Revitalisierung wurde das eingelagerte Einfrierrohrchen fur ca. 1 min bei RT
angewarmt, bis nur noch ein kleiner Eiskern zu sehen war. Die Zellsuspension
wurde entnommen, in 5 ml kaltem Medium aufgenommen und die Zellen 5 min
bei 1.000 x g sedimentiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, die Zellen in 5 ml
Medium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche (25 cm?) berfiihrt. Am
nachsten Tag wurde das Medium gewechselt, um DMSO-Reste, tote Zellen und

Zelltrimmer zu entfernen.
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3.3.5 Transiente Transfektion von BHK-Zellen

BHK-Zellen wurden in Kulturschalen ausgesat und bis zu einer Konfluenz von
80 bis 90 % kultiviert. Zur DNA-Transfektion wurde Lipofectamine®2000
verwendet. Die eingesetzte Menge an vektorieller DNA und Transfektions-
reagenz richtete sich nach der GroélRe der Kulturschale (siehe unten). Die

Durchfuhrung der Transfektion erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

Kulturschale | DNA Lipofectamine
3,5-cm 2,5 ug 5,0 g
6-cm 5,0 ug 10,0 ug

3.3.6 Indirekte Immunfluoreszenz-Analyse (IFA)

Sterile Deckgléaschen wurden in eine 12-Well-Gewebekulturschale ausgelegt.
BHK-Zellen wurden in einer Dichte von 5 x 10%, primare Neurone 2 x 10° und
primare Astrocyten 3,8 x 10° ausgesat. Die IFA wurde bei den BHK-Zellen am
nachsten Tag, bei den primaren Neuronen nach 10 Tagen und bei den
primaren Astrocyten nach 5 Tagen durchgefuhrt.

Die Zellen wurden fur 30 min bei RT in 4 % Paraformaldehyd fixiert.
Anschlieend wurden die Zellen 2 x 5 min mit PBS gewaschen, 5 min in 100
mM Glycin inkubiert und erneut 1 x 5 min mit PBS gewaschen. Die
Plasmamembranen der Zellen wurden in einer 0,1 % Triton X-100 Lésung fur 4
min permeabilisiet und zur Reduktion von unspezifischen Protein-
wechselwirkungen fur 30 min in 1 % BSA inkubiert. Es folgte eine Inkubation mit
den entsprechenden in 1 % BSA verdunnten primaren Antikorpern fur 30 min.
Daraufhin wurden die Proben dreimal 5 min mit PBS gewaschen und fur 30 min
mit den entsprechenden in 1% BSA verdinnten sekundaren Antikdrpern
inkubiert.

Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen fir 5 min in einer
DAPI-Losung (Verdunnung 1:1000) inkubiert und erneut 2 x mit PBS
gewaschen. Um eventuelle Salze zu entfernen, wurden die Zellen zweimal mit
Wasser gewaschen. Mit Hilfe eines Eindeckmediums (Mowiol) wurden die

Deckglaser auf Objekttragern fixiert und GUber Nacht bei RT getrocknet.
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Die Zellen wurden durch konfokale Laser-Scan-Mikroskopie (Vergréf3erung: 63
X, Leica DMIREZ2) untersucht. Bei Doppel-Immunfluoreszenzanalysen erfolgten
nach Einzelaufnahme der Fluoreszenz-Signale eine Uberlagerung der digitalen
Bilder (Adobe Photoshop Software).

3.3.7 Metabolische Markierung von Zellen mit [*>S]-Methionin

Hungermedium Methionin-freies DMEM
0,1 % BSA
Pulse-Medium Methionin-freies DMEM

4 % (vlv) dialysiertes FKS (hitze-inaktiviert)
75 pCi/ml [*°S]-Methionin

Chase-Medium DMEM
0,1 % BSA
0,25 mg/ml Methionin

Lysispuffer 1 % Triton X-100
0,5 % Na-deoxycholat
0,5 % SDS
2 % BSA
in PBS

— 4 : 5 mit PBS verdinnen

Als metabolische Markierung bezeichnet man den Einbau radioaktiver
Aminosauren in neu-synthetisierte Proteine.

Dazu wurden die Zellen abends in einer Dichte von 5 x 10° Zellen je
Zellkulturschale (35 mm @) ausgesat und am nachsten Morgen mit dem
entsprechenden DNA-Konstrukten transfiziert (3.3.5). Am Tag darauf wurden
die Zellen 3 x mit 2 ml PBS gewaschen und anschlie3end fur eine Stunde mit
Hungermedium inkubiert, bevor das Medium gegen 0,8 ml Pulse-Medium
ausgetauscht wurde. Der Einbau in neu-synthetisierte Proteine erfolgte fur 2

Stunden (Pulse). Zur Bestimmung der Prozessierung von Proteinen wurde das
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Pulse-Medium abgenommen und durch Chase-Medium ersetzt. Die Zellen
wurden dann fur weitere 2 bis 24 Stunden inkubiert (Chase).

Die Zellen wurden anschlieBend 2 x mit PBS gewaschen und in 500 pl Zell-
Lysispuffer mit einem Gummispatel abgeschabt. Die Zellextrakte und Medien

wurden zur Immunprazipitation eingesetzt.

3.3.8 Immunprazipitation von GCDH und GCDH-Mutanten

Neufeld-Puffer 10 mM Tris (pH 8,5)
0,6 M NaCl
0,1 % SDS
0,05 % NP-40

IMM-Puffer 1 % Triton X-100
0,5 % Na-desoxycholat
in PBS

[*°S]-markierte Proteine aus Zellextrakten wurden mittels Immunprazipitation
analysiert. Die DNA-Fallung erfolgte durch Inkubation mit 50 U Benzonase flr
10 min bei RT und Protaminsulfat (Endkonzentration: 0.03 %) fur 20 min bei
4°C.
Anschlie®end wurde die gefallte DNA abzentrifugiert (10.000 x g, 10 Minuten,
4°C). Der Uberstand wurde mit Praimmunserum aus Kaninchen und 40
Protein A-Agarose versetzt und fur 1 Stunde bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert.
Die Protein A-Agarose und daran gebundene unspezifische Proteine wurden fur
20 min bei 500 x g und 4°C abzentrifugiert. Zum Uberstand wurden 2 pl des
Gcdh-Antikorpers gegeben und Uber Nacht bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert.
Anschlie®end wurden jeweils 40 ul Protein A-Agarose zu den Proben pipettiert
und nochmals fur 1 Stunde bei 4°C auf dem Drehrad inkubiert. Die prazipitierten
Proteine wurden abzentrifugiert (1 min, 500 x g, 4°C) und wie folgt gewaschen:

- 1 x 800 pl Neufeldpuffer

-1 x 800 pl IMM-Puffer

-1 x 800 pl IMM-Puffer + 2 M KCI

-2 x 800 ul 0,1 x PBS
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Anschlieend wurden die prazipitierten Proteine durch 5-minttiges Erhitzen in
Solubilisierungspuffer bei 95°C von den Protein A-Agarose getrennt mittels

SDS-PAGE und anschliel3ender Fluorographie analysiert.

3.3.9 ["*C]-Succinat Aufnahme in Zellen

Transportpuffer 25 mM HEPES/Tris (pH 7,4)

140 mM NaCl / 140 mM Cholin-Chlorid (Bei der
Kontrolle der Natrium-abhangigen Aufnahme wird
statt NaCl Cholin-Chlorid genommen.)

5,4 mM KCI

1,8 mM CaCl,

0,8 mM MgSO,

5 mM Glukose

Aufnahme-Ldsung 300 pl Transportpuffer
0,1 uCi "*C-Succinat

entsprechende Substanz

Fur die ["*C]-Succinat Aufnahme wurden die entsprechenden Zellen in 12-Well-
Platten ausgesat.

Die Zellen wurden einmal mit Transportpuffer gewaschen. AnschlieRend
wurden jeweils 300 pl der Aufnahme-L6sung auf die Zellen gegeben und fur 20
min bei 37°C und 5 % CO; inkubiert. Nachdem das radioaktive Medium
abgenommen war, wurden die Zellen schnell 3 x mit eiskaltem Transportpuffer
gewaschen und in 300 uyl 0,2 M NaOH lysiert. 50 uyl wurde zur
Proteinkonzentrationsbestimmung (3.4.2) abgenommen, von den restlichen 250

Ml wurde im B-Counter die Radioaktivitat gemessen.

3.3.10 ['*C]-Succinat Efflux aus Zellen

Die fur den ['*C]-Succinat-Efflux nétige Aufnahme der radioaktiven Substanz

wurde wie unter 3.3.9 beschrieben durchgefihrt. Nach der 20-minltigen
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Inkubation wurde das radioaktive Medium abgesaugt und 300 ul
Transportpuffer auf die Zellen gegeben. Alle 2,5 min wurde der Transportpuffer
aus einem Well abgenommen und 300 pl 0,2 M NaOH auf die Zellen gegeben.
Von den Zelllysaten wurden 50 pl zur Proteinkonzentrationsbestimmung (3.4.2)
abgenommen. AnschlieRend wurde die Radioaktivitat in den restlichen 250 pl

und in dem Transportpuffer im B-Counter gemessen.

3.3.11 Crosslink von GCDH-Monomeren

Bindungspuffer 0,1 M HEPES (pH 7,6)
120 mM NaCl
1,8 mM MgSO,
5 mM KCI
8 mM Glukose
0,25 % Saponin
1 % Triton X-100

Saccharose/EDTA 250 mM Saccharose
2 mM EDTA

Saccharose/EDTA 250 mM Saccharose
10 mM Tris/HCI (pH 7,4)

Transfizierte BHK-Zellen wurden 3 x mit PBS gewaschen, 1 x mit
Saccharose/EDTA und 2 x in 1 ml Saccharose/Tris (3.4.1) abgeschabt. Die
Zellen wurden durch eine 10-minltige Zentrifugation von 110 x g bei 4°C
pelletiert. Das Pellet wurde in 100 pl Bindungspuffer resuspendiert und nach
einer 10-minutigen Inkubation auf Eis wiederum 10 min bei 4°C und 1.000 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde auf 2 ReaktionsgefaRe aufgeteilt und zu
einem Ansatz wurden 200 pM des Crosslinkers BS® gegeben und fiir 30 min auf
Eis inkubiert. In dieser Zeit bindet der Crosslinker an Proteine und kann diese
kovalent crosslinken. BS® gehért zu den N-Hydroxysuccinimid Estern und kann

mit primaren Aminen reagieren und stabile Amidbindungen bilden.
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Die Reaktion wurde durch Zugabe von 0,2 M Tris/HCI (pH 7,4) beendet, da die
primaren Amine von Tris die Crosslinker-Bindung an Proteine blockieren.
AnschlieRend wurden die Proben in einem SDS-PAGE aufgetrennt und mittels

Western-Blot analysiert.

3.4 Biochemische Methoden

3.4.1 Herstellung von Homogenaten aus Zellen

Transient transfizierte BHK-Zellen wurden 48 Stunden nach Transfektion 3 x mit
PBS und 1 x mit Saccharose /EDTA gewaschen. Anschlieend wurden die
Zellen 2 x in 1 ml Saccharose/Tris abgeschabt und durch eine 10-minltige
Zentrifugation bei 110 x g und 4°C pelletiert. Die Zellen wurden in 200 pl
Saccharose/Tris aufgenommen und mit einer Spritze (4 = 0,9 mm)
homogenisiert(45 Zuge). AnschlieRend wurde dem Homogenat ein Protease-

Inhibitor-Cocktail zugegeben und die Proteinkonzentration bestimmt (3.4.2).

3.4.2 Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentrationen mit dem Bio-Rad Protein Assay bestimmt.

3.4.3 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese
(SDS-PAGE) und Fluorographie

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
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Solubilisierungspuffer (2x) 250 mM Tris/HCI (pH 6,8)
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

Proteine wurden nach ihrer GroRe durch SDS-Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese (SDS-PAGE) in modifizierter Form nach Laemmli (1970) in
einem diskontinuierlichen Puffersystem getrennt. Die Auftrennung erfolgte bei
RT und 55 mA/Gel fur ca. 2 h.

Fir eine hohe elektrophoretische Auftrennung von Proteinen wurden Tris-Tricin-

Gele (Schagger and von Jagow, 1987) verwendet.

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
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Solubilisierungspuffer (2x) 125 mM Tris/HCI (pH 6,8)
1 % SDS
10 % Glycerin

Coomassie® Blue G

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

0,1 % (w/v) SDS

Zur Signalverstarkung wurde nach gelelektrophoretischer Auftrennung von
radioaktiv-markierten Proteinen in Gelen eine Fluorographie angeschlossen.
Die Gele wurden zunachst fiir 1 Stunde in DMSO inkubiert, wobei das DMSO 2
x gewechselt wurde. AnschlieRBend wurden die Gele Uber Nacht in 20 %
PPO/DMSO leicht geschwenkt.

Dann wurde das in die Gele diffundierte PPO durch Wassern der Gele fur 1
Stunde ausgefallt, wobei das Wasser 2 x gewechselt wurde. Gleichzeitig
erhielten die Gele ihre urspringliche GroRe wieder, die sie beim Entwassern
verloren hatten. Die Trocknung der Gele zwischen Cellophan-Folien erfolgte fur
2 Stunden in einem Geltrockner. Auf die getrockneten Gele wurden
Roéntgenfilme aufgelegt und bis zur Entwicklung (1 bis 10 Tage) bei -80°C
gelagert.

3.4.4 Western-Blot-Analyse

Transferpuffer 25 mM Tris
192 mM Glycin
20 % Methanol

Blockpuffer 1xTBS

0,2 % Tween 20
5 % Milchpulver
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Waschpuffer 1xTBS
0,2 % Tween 20

Enhanced Chemilumineszenz (ECL)

Ldsung 1 2,7 mM Luminol
0,44 mM p-Cumarinsaure
111 mM Tris/HCI (pH 8,5)
x ml H2O (ad 10 ml)

Ldsung 2 6 ul 30 % Hy02
0,1 mM Tris/HCI (pH 8,5)
x ml H20 (ad 10 ml)

Zur spezifischen Detektion von Proteinen wurden Western-Blot-Analysen
durchgefuhrt. Der Elektrotransfer von Proteinen auf Nitrocellulosemembran
wurde fur 2 h bei 900 mA in einer Elektroblot-Apparatur durchgefuhrt.

Nach dem Transfer wurde die Nitrocellulosemembran zum Absattigen unspezi-
fischer Bindungen 1 h in Blockpuffer geschwenkt. Danach erfolgte die Inkuba-
tion mit dem entsprechenden primaren Antikorper (in Blockpuffer verdinnt)
entweder 2 h bei RT oder Uber Nacht bei 4°C. Es wurde 3 x 10 min mit Wasch-
puffer gewaschen. AnschlieRend wurde die Membran fir 1 h mit dem ent-
sprechenden sekundaren Antikorper (in Blockpuffer verdinnt) bei RT inkubiert.
Nach der Inkubation wurde 3 x 10min mit Waschpuffer gewaschen.

Zur Detektion der Banden wurden die Losung 1 und Losung 2 der ECL in einem
Verhaltnis von 1:1 gemischt und 1 min auf der Membran inkubiert. An-
schlie®end wurde die Membran zwischen zwei Klarsichtfolien positioniert und
ein Rontgenfilm aufgelegt. Der Film wurde nach geeigneter Expositionszeit

entwickelt.

3.4.5 Immunhistochemie

Alle immunhistochemischen Untersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit
dem Institut fur Neuropathologie des UKE unter Leitung von Herrn Prof. Glatzel
durchgefuhrt.
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3.4.6 3D-Strukturanalyse

Die 3D-Strukturanalyse der mutanten GCDH-Proteine wurden von Dr. Ernst
Achim Dickmanns, Abteilung fur molekulare Strukturbiologie, Gottinger-Zentrum
fur molekulare Biowissenschaften und Dr. Bernhard Schmidt, Institut fur

Biochemie 2, Georg-August Universitat, Géttingen.

3.4.7 Aktivitatsbestimmung von GCDH

Die Aktivitatsmessungen der GCDH und der mutierten GCDH wurde durch
Bestimmung der Freisetzung von [**]-CO, aus [*C]-Glutaryl-CoA (Christensen,
1983) und wurde von Herrn Prof. Ernst Christensen, Institut fur klinische

Genetik, Universitat Kopenhagen.

3.5 Tierexperimentelle Methoden

3.5.1 Perfusion von Mausen

Da bei einigen Untersuchungen das in den Organen enthalte Blut stort, wurden
die betreffenden Tiere perfundiert.

Die Mause wurden zunachst mit 1,2 mg Ketanest, 0,16 mg Rompun/mg
Kdrpergewicht narkotisiert und fir 5 min mit 3,75 ml 10 mM PBS + Heparin (0,5
IE/ml) Gber die linke Herzkammer perfundiert.

3.5.2 Aufarbeitung der Organe fur histologische und

immunhistochemische Untersuchungen

Far histologische und immunhistochemische Untersuchungen wurden
perfundierte (3.5.1) Organe entnommen und zur Anfertigung von Kryoschnitten
in Hanks-Medium in flissigem Stickstoff eingefroren. Fir Paraffinschnitte mit
nachfolgender Hamotoxylin-Eosin-Farbung oder Immunhistochemie wurden die

Organe in 4 % (w/v) Formalin fixiert.
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3.5.3 Hochproteindiat

Durch Gabe einer Hochproteindiat lasst sich bei Gedh-defizienten Mausen eine
akute Enzephalopathie induzieren (Zinnanti et al., 2006, Keyser et al., 2008).
Die Mause erhielten als Futter eine Hochproteindiat mit einem Proteinanteil von
62 %.

3.5.4 Injektion von Substanzen in Mause

42 und 100 Tage alte Wildtyp- und Gcdh-defiziente Mause wurden fur 4 Tage
mit einer Standard- bzw. einer Hochproteindiat gefuttert. Anschlieend wurden

ihnen Dextrane bzw. [°’H]-30HGA (iber die Schwanzvene injiziert.

3.5.4.1 Injektion von Dextranen

Zur Untersuchung der Blut-Hirn-Schranke wurden den Mausen 3 kDa Biotin, 10
kDa Biotin, 10 kDa Alexa Fluor 594 oder 70 kDa Fluorescein-markierte
Dextrane injiziert (5 pg/g Korpergewicht). Nach 4 Stunden wurden die Mause
mit 10 ml 10 mM PBS + Heparin (0,5 IE/ml) und anschlieBend mit 2 %
Paraformaldehyd perfundiert (3.5.1). Die Organe wurden fur histologische und

immunhistologische Untersuchungen weiterverarbeitet.

3.5.4.2 Injektion von [°H]-3-Hydroxyglutarsiure in Mause

Um die Verteilung von 30HGA in vivo zu untersuchen, wurden 42 und 100
Tage alten Mausen ca. 1 x 10’ cpm [°H]-30HGA (in 50 pl 10 mM PBS) injiziert.
In den folgenden 6 h wurden stindlich der Kot und der Urin gesammelt. Nach 6
h wurden die Tiere betaubt (3.5.1), etwas Blut aus dem Herzen abgenommen
und in einem Reaktionsgefald aufbewahrt. Die Tiere wurden dann sofort mit
0,9 % NaCl + Heparin (0,5 IE/ml) perfundiert (3.5.1). Die Organe, das Blut und
eventueller Blasenurin wurden in Reaktionsgefallen gesammelt.

Zur Aufarbeitung der Organe wurden zwischen 10-50 mg der Organe und des
Kots abgeschnitten und in Tissue-Solubilizer bei 56°C Uber Nacht geldst.
AnschlieRend wurden die geldsten Organe/Kot zur Vermeidung von Quench-
Effekten durch Zugabe von 30 % H>O, bei 50°C entfarbt. Die Messung der in

den Organen enthaltenen Radioaktivitdt erfolgte im  B-Counter.

44



4 Ergebnisse

4.1 Expression und Stabilitat von mutanter GCDH

Bei GA1 sind uber 150 Mutationen im GCDH-Gen bekannt (Goodman et al.,
1998, Schwartz et al., 1998, Busquets et al., 2000, Zschocke et al., 2000). Da

es keine Korrelation zwischen der Restaktivitat der GCDH und der Schwere der

Krankheit gibt (Christensen et al., 2004), mussen die Mutationen noch andere

Auswirkungen auf das Protein haben.

Deshalb wurden vier Missense-

Mutationen ausgewahlt, wovon zwei das katalytische Zentrum betreffen, eine

die haufigste Mutation in Kaukasien ist und eine Mutation bei einem Patienten

aus dem UKE festgestellt wurde (Tab. 1). Die Mutationen wurden in die cDNA

der GCDH eingefuhrt, die mit einem myc-Tag am C-Terminus fusioniert war.

BHK-Zellen wurden anschlieend mit Wildtyp- und mutanten cDNA-Konstrukten

transfiziert.

Tab. 1: Mutationsauswahl der GCDH

Basen-

Mutation Bedeutung Restaktivitat
austausch
p.Arg138Gly | 412A>G Decarboxylierung | ? * (Goodman et
al., 1998)
p.Met263Val | 787A>G UKE Patient mit 30 % (Mihlhausen
schwerem Verlauf | (nymane et al., 2003)
Fibroblasten)
p.Arg402Trp | 1204C>T Haufigste Mutation | 3 % (Biery et al.,
in Kaukasien (E.coli) 1996)
<0,5% (Schwartz et
(humane al., 1998)
Fibroblasten)
p.Glu414Lys | 1240G>A Katalytische Base | 7 * (Biery et al.,
1996)

* Restaktivitat der Mutation Arg138GIn = 0,1 % (E.coli)
* Restaktivitat der Mutation Glu414GIn = 4,5 % (E.coli)
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Die Position der ausgewahlten Mutationen im GCDH-Protein sind in Abb. 4

schematisch dargstellt.

1 44 4|38
t t )
Argl38Gly Met263 Val Arg402lTrp
Glu414Lys

Abb. 4: Schematische Darstellung der GCDH und Positionen ausgewahlter Mutationen.
Das Vorlauferprotein der GCDH besteht aus 438 Aminosauren (As). Die ersten 44 As (graue
Box) dienen als mitochondriales Lokalisierungssignal, das nach dem Import in das
Mitochondrium proteolytisch abgespalten wird. Die Nummerierung der Aminosduren beginnt bei
Methionin 1 des Vorlauferproteins.

4.1.1 Aktivitat mutanter GCDH-Proteine

BHK-Zellen wurden mit der cDNA von Wildtyp- und mutanter GCDH transient
transfiziert, die Zellen 48 h spater geerntet und die Aktivitdt der GCDH

bestimmt. Als Kontrolle dienten nicht-transfizierte Zellen (Tab. 2).

Tab. 2: GCDH-AKktivitidt von Wildtyp- und mutanter GCDH

GCDH-Protein Aktivitat [% vom Wildtyp]
Wildtyp 100
- 1,7
p.Arg138Gly 1,7
p.Met263Val 10,4
p.Arg402Trp 1,6
p.Glu414Lys 1,7

* Die GCDH-AKktivitat von Wildtyp-GCDH exprimierenden BHK-Zellen betrug
363 umol/h/g Protein (Bereich: 354 — 371 ymol/h/g Protein).

4.1.2 3D-Strukturanalyse der Mutationen

Um zu untersuchen, ob die Mutationen Auswirkungen auf die Sekundar- bzw.
Tertiarstruktur der GCDH haben, wurden 3D-Strukturanalysen (3D-Remodeling)
mit Hilfe der Daten der kristallisierten GCDH (Fu et al., 2004) durchgefuhrt.
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Met263Val Arg402Trp
i > .

Arg138Gly

Abb. 5: 3D-Strukturanalyse mutanter GCDH. A: Lokalisierung der Mutationen im GCDH-
Protein. FAD (gelb) und Glutaryl-CoA (blau) befinden sich im aktiven Zentrum. B-E:
Vergroflerungen der betroffenen Regionen der angegebenen Mutationen. In braun sind die
Wildtyp- und in blau die mutierten Aminosauren zu sehen.

Die Mutationen p.Arg138Gly und p.Glu414Lys liegen im aktiven Zentrum (Abb.
5 D, E), haben aber keine Auswirkungen auf die Struktur des Enzyms. Die
Mutation p.Met263Val liegt an der Oberflache in einer B-Faltblattstruktur (Abb. 5
B) und p.Arg402Trp ist Teil einer a-Helix (Abb. 5 C). Die Aminosaure-
austausche Met263Val und Arg402Trp haben keinen Einfluss auf die Struktur
der GCDH.
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4.1.3 Expressionsanalyse mutanter GCDH

Transient transfizierte BHK-Zellen wurden nach 48 h geerntet und ein
Homogenat hergestellt (3.4.1). Nach Auftrennung eines Aliquots des
Homogenats in einem Tris-Tricin-Gel wurde die Expression der Wildtyp- und
der mutanten GCDH durch Western-Blot-Analyse untersucht. Als Kontrolle flr
die gleichmalige Beladung des Gels mit aquivalenten Proteinmengen wurde
das mitochondriale Protein MnSOD verwendet (Abb. 6). Die Intensitaten der
GCDH wie auch der MnSOD immunreaktiven Banden wurden densitometrisch

ausgewertet und in Relation gesetzt.
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Abb. 6 Expression der mutanten GCDH in BHK-Zellen. Homogenate von BHK-Zellen, die
Wildtyp- oder mutante GCDH exprimierten, wurden durch Tris-Tricin-Gelelektrophorese
aufgetrennt und mittels GCDH Western-Blot analysiert. Bei der densitometrischen Auswertung
wurde die relative Intensitdt der Wildtypbande gleich 100 % gesetzt. Eine gleichmalige
Beladung des Gels wurde durch Western-Blot-Analyse gegen MnSOD nachgewiesen. Als
Negativkontrolle dienten nicht-transfizierte (-) BHK-Zellen.

Im Vergleich zum Wildtyp-GCDH-Protein war die durchschnittliche Expression
der GCDH-Mutanten p.Arg138Gly und p.Met263Val um 30 % erniedrigt. Die
Steady-state Konzentration der GCDH-Mutante p.Glu414Lys war dagegen um
das 1,3-fache gegenuber den Wildtyp exprimierenden Zellen erhdht. In nicht-
transfizierten BHK-Zellen konnte eine schwache Bande mit &hnlicher
elektrophoretischer Mobilitat wie Wildtyp-GCDH nachgewiesen werden. Dabei
handelt es sich wahrscheinlich um das endogene GCDH-Protein. Die
Expression der p.Arg402Trp-Mutante lag um etwa 80 % unter der der Wildtyp-
GCDH (Abb. 6).
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4.1.4 Stabilitat der GCDH-Mutanten

Die niedrige Expression der mutanten GCDH p.Arg402Trp kann entweder auf
eine verringerte Synthese oder einen erhdhten Abbau zurickgefuhrt werden.
Um die Rate der Synthese bzw. des Abbaus zu bestimmen, wurden Pulse-
Chase-Experimente durchgefiuihrt. Dazu wurden nicht-transfizierte und BHK-
Zellen, die Wildtyp- und mutante GCDH exprimierten zunachst fur 2 h mit [*S]-
Methionin inkubiert. Nach diesem Pulse, wurde ein Teil der Zellen geerntet und
ein Teil einem 24-stundigem Chase in nicht-radioaktivem Medium unterzogen.
AnschlieRend wurde GCDH immunprazipitiert, durch SDS-PAGE aufgetrennt
und durch Fluorographie sichtbar gemacht. Nach 2-stundigem Pulse, war in
allen GCDH exprimierenden Zellen eine 48/43 kDa Doppelbande von etwa
gleicher Intensitat nachweisbar. Die 48 kDa Bande reprasentiert das
Vorlauferprotein, das 43 kDa Polypeptid die reife GCDH-Form. Nach 24
Stunden wurden alle GCDH Vorlauferproteine zu reifem Protein prozessiert.
Von der p.Arg402Trp-Mutante war nach 24 h kein [>°S]-markiertes Polypeptid
mehr nachweisbar (Abb. 7). Bei nicht-transfizierten BHK-Zellen konnte keine
[*°S]-markierte GCDH prazipitiert werden.
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Abb. 7: Synthese und Stabilitat von Wildtyp- und mutanter GCDH. Nicht-transfizierte und
BHK-Zellen, die mit Wildtyp- und mutanter GCDH-cDNA transfiziert wurden, wurden 2 h mit
[**S]-Methionin markiert und entweder geerntet (-) oder einem Chase von 24 h unterzogen.
Anschliellend wurden Wildtyp-GCDH und GCDH-Mutanten immunprazipitiert, tber SDS-PAGE
aufgetrennt und durch Fluorographie sichtbar gemacht.

Um die Stabilitat der p.Arg402Trp-Mutante genauer zu bestimmen, wurden
transfizierte BHK-Zellen fiir 2 h mit [*°S]-Methionin markiert und fiir kurze Zeiten

(2-24 h) einem Chase unterzogen. Nach densitometrischer Auswertung des
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Fluorogramms (Abb. 8 A) war von der Wildtyp-GCDH nach 24 h noch 65 % des
ursprunglich synthetisierten Polypeptids nachweisbar. Die Stabilitat der
mutanten GCDH p.Arg402Trp war jedoch drastisch reduziert. Hier war schon
nach 2 h nur noch 70 % des Proteins nachweisbar. Die Halblebenszeit der
Mutante wurde auf etwa 4 h kalkuliert (Abb. 8 B). Die Halblebenszeit der
Wildtyp-GCDH konnte nicht experimentell nachgewiesen werden, da die
transfizierten BHK-Zellen nach spatestens 24 h Chase geerntet werden
mussten. Wenn die Kurve der tz von Wildtyp-GCDH auf 50 % extrapoliert wird,

ergibt sich eine Halblebenszeit von ca. 34,5 h.
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Abb. 8: Halblebenszeit von Wildtyp-GCDH und p.Arg402Trp-Mutante. Transfizierte BHK-
Zellen wurden 2 h mit [**S]-Methionin markiert und entweder geerntet (-) oder einem Chase fur
die angegebenen Zeiten unterzogen. Die BHK-Zellen, die die Arg402Trp-Mutante exprimierten,
wurden einem Chase von 2, 4, 8 und 24 h unterzogen. AnschlieRend wurde Wildtyp- und
mutierte GCDH immunprazipitiert, Gber SDS-PAGE aufgetrennt und durch Fluorographie
sichtbar gemacht (A). Bei der densitometrischen Auswertung wurden die Intensitaten der
Banden nach dem Pulse gleich 100 % gesetzt. Der Wert, bei welchem 50 % des Proteins
abgebaut wurde, reprasentiert die Halblebenszeit des Proteins (B).
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4.1.5 Intrazellulare Lokalisierung der GCDH

Die mutierte GCDH p.Arg402Trp ist instabil und wird schnell abgebaut (4.1.3,
4.1.4). Um Aussagen zu erhalten, ob der Abbau der p.Arg402Trp-Mutante vor
oder nach Import in das Mitochondrium stattfindet, wurde die Lokalisierung der
Wildtyp- und mutanter GCDH durch Doppel-Immunfluoreszenz-Mikroskopie
untersucht (Abb. 9). Wildtyp-GCDH kolokalisierte komplett mit dem
mitochondrialen Marker MnSOD, ebenso wie die p.Arg402Trp-Mutante. Dies
wurde durch die Tatsache bestatigt, dass das mutierte Protein vom Vorlaufer-
protein zur reifen Form prozessiert wird (4.1.4), was nur im Mitochondrium
selbst geschehen kann.

Diese Daten lassen vermuten, dass die mutierte GCDH p.Arg402Trp noch in
die Mitochondrien importiert werden kann, dort aber einem erhohten Abbau

unterliegt.

MnSOD merge

GCDH-myc

p.Arg402Trp

Abb. 9: Lokalisierung der p.Arg402Trp-Mutante. Wildtyp- und GCDH Arg402Trp
exprimierende BHK-Zellen wurden fixiert und GCDH (griin) mittels eines anti-myc Antikdrpers
und der mitochondriale Marker MnSOD (rot) durch Immunfluoreszenz-Mikroskopie sichtbar
gemacht. Eine Kolokalisierung ist rechts in gelb dargestellt. Die Ausschnitte stellen eine
vierfache VergroRerung der markierten Ausschnitte dar. Bei der p.Arg402Trp-Mutante ist unten
rechts eine nicht transfizierte Zelle zu sehen.

4.1.6 Dimerisierung der GCDH-Mutanten

Im Mitochondrium lagern sich die Monomere der GCDH zu einem enzymatisch

aktiven Tetramer-Komplex zusammen (Tanaka et al., 1990, Hartel et al., 1993).
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Da die p.Met263Val-Mutation weder die Faltung, noch die Expression oder die
Stabilitat des Proteins beeintrachtigt, wurde untersucht, ob durch sie die
Dimerisierung bzw. Tetramerisierung verhindert wird. Durch Zugabe des
chemischen Crosslinkers BS® kénnen Proteine, die freie reaktive Amine in
einem Abstand von etwa 11,4 A besitzen, kovalent miteinander verbunden
werden.

Durch die Zugabe von BS® zu einem Zellhomogenat, einer Auftrennung durch
SDS-PAGE und anschlieRender anti-myc Western-Blot-Analyse konnten die
Multimere nachgewiesen werden. Mit Ausnahme der p.Arg402Trp-Mutante,
deren Expression zu schwach war, konnten alle anderen GCDH-Proteine
(Wildtyp, p.Arg138Gly, p.Met263Val und p.Glu414Lys) Dimere (86 kDa),
Trimere (129 kDa) und Tetramere (172 kDa) bilden (Abb. 10). Nach
Quervernetzung der Wildtyp- und p.Glu414Lys GCDH waren zwei weitere
Proteinbanden bei ca. 110 kDa und 190 kDa sichtbar, die durch Interaktion mit
zwei anderen Polypeptiden entstehen.

Die Mutationen verhindern also nicht die Multimerisierung der Proteine.
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Abb. 10: Multimerisierung der GCDH und ihrer Mutanten. Homogenate von transfizierten
BHK-Zellen wurden in An- (+) und Abwesenheit (-) des Crosslinker BS® inkubiert. Nach
Auftrennung durch SDS-PAGE und anschlieender anti-GCDH Western-Blot-Analyse konnten
bei allen Proteinen Multimere nachgewiesen werden. Die Expression der Mutante p.Arg402Trp
war zu niedrig, um die Di-, Tri- und Tetramer-Komplexe nachzuweisen. Die ldentitat der mit *
und ** markierten Polypeptide ist unbekannt.

52



Ergebnisse

4.2 Verteilung von 3-Hydroxyglutarsaure unter basalen und

pathophysiologischen Bedingungen

Bis heute ist nicht bekannt, welcher GA1-Metabolit neurotoxisch wirkt. Es wird
angenommen, dass 3-Hydroxyglutarsaure fur die Symptome verantwortlich ist,
da Glutarsaure auch bei anderen Krankheiten (z.B. GA2, GA3) entsteht (Knerr
et al., 2002).

Da bei GA1 spezifisch das Striatum zerstort wird, sollte untersucht werden, ob
30HGA vom Hirn selber produziert wird oder ob zirkulierende 30HGA, die in
anderen Organen, vor allem in der Leber, entsteht, Uber die Blut-Hirn-Schranke

in das Hirn gelangen kann und dort neurotoxisch wirkt.

4.2.1 Verteilung von [°H]-3-Hydroxyglutarsaure in 42 und 100 Tage

alten Gecdh-defizienten Mausen unter basalen Bedingungen

Die Blut-Hirn-Schranke ist eine Barriere zwischen Blutkreislauf und dem
Gewebe des Hirns. Sie besteht aus Endothelzellen, an die sich Pericyten
anlagern. Umschlossen werden die Endothelzellen und Pericyten von
Astrocyten. Die Zwischenraume zwischen den Endothelzellen werden durch
Tight Junctions verschlossen. Die Aufgabe der Blut-Hirn-Schranke ist es die
Konzentration an lonen, wie Na*, K* und Ca®*, im Hirn zu kontrollieren, die
Aufnahme von wichtigen Nahrstoffen zu ermdglichen, sowie zu verhindern,
dass toxische Substanzen in das Hirn eindringen kénnen (Hawkins and Davis,
2005).

Um zu Uberprufen, ob 30OHGA in der Lage ist, die Blut-Hirn-Schranke zu
uberwinden und in welchen Organen sich zirkulierende 30OHGA anreichert,
wurden 42 und 100 Tage alten Wildtyp- und Gedh-defizienten Mausen [°H]-
30HGA intravends injiziert. Kot und Urin wurden stiindlich gesammelt und 6 h
nach Injektion wurden die Tiere perfundiert und die Verteilung radioaktiv-
markierter 30HGA in den Organen (Hirn, Lunge, Gallenblase, Leber, Milz,
Nieren, Magen, Darm), Kot, Urin und Blut gemessen.

Die 42 bzw. 100 Tage alten Mause schieden zwischen 88 und 99 % der
injizierten [°H]-30HGA mit dem Urin aus. Um die restliche Radioaktivitat in den

Organen besser vergleichen zu kénnen, wurde die Radioaktivitat, die im Urin
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gefunden wurde nicht beriicksichtigt. Die relative Verteilung injizierter [°H]-
30HGA war im Blut und allen untersuchten Organen nicht wesentlich verandert,
mit Ausnahme der im Kot wiedergefundenen Radioaktivitat. Wildtyp-Tiere
schieden im Durchschnitt ca. 15 % mehr Radioaktivitat Uber den Kot aus als
Gcdh-defiziente Mause (Abb. 11).
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Abb. 11: Verteilung von intravends injizierter [3H]-3OHGA in 100 Tage alten Mausen. Die
Radioaktivitat in den Organen, Blut und Kot wurde als Prozent der wiedergefundenen
Radioaktivitdt 6 Stunden nach Injektion angegeben. Die Radioaktivitat, die Gber den Urin
ausgeschieden wurde, wurde nicht berlcksichtigt. Die Balken reprasentieren den Median +
Range. Es wurden jeweils 2 Tiere untersucht. Organe = Hirn, Lunge, Gallenblase, Leber, Milz,
Nieren, Magen, Darm.

Bei 42 Tage alten Tieren hingegen wurde in Gcdh-defizienten Mausen nur ca.
16 % der Radioaktivitat in den Organen wiedergefunden, wahrend die
Wiederfindung bei Wildtyp-Mausen bei 25 % lag. Im Hirn Gcdh-defizienter
Mause konnten sogar nur ca. 3 %, gegenuber 6 % in Wildtyp-Mausen,
nachgewiesen werden. Dafiir wurde im Kot dieser Mause ca. 9 % der [°H]-
30HGA gemessen, wohingegen die relative Radioaktivitat im Kot bei Wildtyp-

Tieren nur ca. 1 % ausmachte (Abb. 12).
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Abb. 12: Verteilung von intravenés injizierter [3H]-3OHGA in 42 Tage alten Mausen. Die
Radioaktivitat in den Organen, Blut und Kot wurde als Prozent der wiedergefundenen
Radioaktivitdt 6 Stunden nach Injektion angegeben. Die Radioaktivitat, die Gber den Urin
ausgeschieden wurde, wurde nicht berlcksichtigt. Die Balken reprasentieren den Median +
Range. Es wurden 2 (Wildtyp) bzw. 4 (Gcdh-defizient) Tiere untersucht. # p = 0,06.

Zusammenfassend zeigen die Experimente, dass sowohl bei 42 als auch bei
100 Tage alten Gcedh-defizienten Mausen nicht mehr [’H]-30HGA aus der
Zirkulation in das Hirn Ubertreten kann. Bei den 42 Tage alten Tieren, war sogar
weniger Radioaktivitat gemessen worden, was daran liegen konnte, dass diese
Mause endogenes (nicht radioaktives) 30OHGA produzieren und es somit zu
einer Verdrangung der radioaktiven [*H]-30HGA kommt.

Bei 42 Tage alten Gcdh-defizienten Mause kann auf3erdem ein signifikanter
Anteil der [°*H]-30OHGA iiber den Kot ausgeschieden werden.

4.2.2 Hochproteindiat-induzierte metabolische Krise

Gcdh-defiziente Mause zeigen zwar biochemische und histopathologische
Merkmale, die bei GA1-Patienten beschrieben werden (erhdhte GA- und
30HGA-Konzentrationen in Korperflussigkeiten, Vakuolisierung des Hirns),
entwickeln aber keine metabolische Krise (Koeller et al., 2002). Im Jahr 2006

konnten Zinnanti et al. jedoch zeigen, dass sich eine enzephalopatische Krise
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bei den Mausen manifestierte, wenn diesen eine Hochproteindiat (HPD) als
Futter gegeben wurde. Die Mause hatten erhdhte Konzentrationen von GA und
30HGA in allen Korperflissigkeiten und Geweben, striatale Verletzungen,
einen Verlust an Neuronen und Bewegungsstérungen. In Abhangigkeit vom
Alter (28 und 56 Tage) verstarben Gcdh-defiziente Mause innerhalb von 2-8
Tagen nach HPD (Zinnanti et al., 2006). Unter unseren Versuchbedingungen
zeigten 42 Tage alte Wildtyp-Mause keine Reaktion auf die Diat, mit Ausnahme
einer erhohten Wasseraufnahme (Stellmer, 2007b). Nach 6 Tagen unter HPD
lebten noch 100 % der Mause. Bei den Gcdh-defizienten Tieren jedoch waren
am 3. Tag unter HPD schon 50 % der Tiere gestorben und am 5. Tag waren
alle Tiere in der Versuchsreihe tot (Tab. 3).

Die 100 Tage alten Gcdh-defizienten Mause kamen mit wenigen Ausnahmen

gar nicht in die Krise.

Tab. 3: Uberlebensrate [%] von Gedh-defizienten Mausen unter Hochproteindiit (n=11)

Maus 1. Tag 2. Tag 3. Tag 4. Tag 5. Tag 6.Tag
Wildtyp 100 100 100 100 100 100
Gcedh- 100 91 45 9 - -
defizient

4.2.2.1 Histologische und immunhistologische Untersuchungen

Um die Auswirkungen der HPD auf die Mause genauer zu untersuchen, wurden
makroskopische,
durchgefuhrt.

42 Tage alte Wildtyp- bzw. Gcdh-defiziente Mause wurden mit HPD gefuttert.

histologische und immunhistologische Untersuchungen

Nach 4 Tagen wurden die Mause getotet und die Hirne makroskopisch
untersucht. Bei Gcdh-defizienten Mausen waren deutliche subarachnoidale
Einblutungen zu sehen, die bei Wildtyp-Mausen nicht auftraten (Abb. 13 A-F).
Diese Einblutungen waren auch in einer Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-
Farbung) zu sehen, bei der das Hamatoxylin alle sauren Bereiche einer Zelle,
wie z.B. den Zellkern, blau anfarbt und das Eosin alle basischen Bereiche, wie

z.B. das Zytoplasma, roétlich anfarbt. Deutlich waren die Erythrozyten zu
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erkennen, die bei der Einblutung unter der Arrachnoidea akkumulierten. Jedoch
waren die Einblutungen auf den subarachnoidalen Raum begrenzt (Abb. 13 G,
H).

Abb. 13: Einblutungen in das Hirn von Gcdh-defizienten Mausen. Die Abbildung zeigt
makroskopische Bilder von Hirnen einer Wildtyp-Maus (A-C) und einer Gcdh-defizienten Maus
(D-F) unter HPD. A, D : Craniale Sicht; B, E: Caudale Sicht; C, F: Median-sagittal geschnittene
Hirne aus medialer Sicht. In den Hirnen der Gcdh-defizienten Maus sind subarachnoidale
Einblutungen zu erkennen. G, H: HE-gefarbte Schnitte vom Hirn einer Gedh-defizienten Maus
am 4. Tag nach HPD, die subarachnoidale Einblutungen zeigen (G, Pfeil). Die Erythrozyten
weisen keine Anzeichen von Abbau auf, was auf eine frische Blutung hindeutet (H, Balken: 50

pgm).

Nach HE-Farbungen von Hirnschnitten einer 42 Tage alten Gcdh-defizienten
Maus waren unter Standarddiat Vakuolen im Striatum, Hippocampus sowie im
Cortex zu erkennen (Abb. 14 A-F). Bei Gcdh-defizienten Mausen erhohte sich
die Zahl der Vakuolen nach 4 Tagen HPD noch. Die Anzahl der Vakuolen
wurde quantitativ bestimmt. Im Cortex von Gcdh-defizienten Mausen war die
Zahl der Vakuolen um das sechsfache, im Hippocampus um das zweifache und
im Striatum um das dreifache angestiegen, gegenuber Mausen, die
Standardfutter bekamen (Abb. 14 G).
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Abb. 14: Vakuolisierung bei Gcdh-defizienten Mausen. Hirnschnitte von 42 Tage alten
Gcdh-defizienten Mausen unter Standarddiat (A, C, E) oder unter HPD (B, D, F) wurden HE-
gefarbt. Im Cortex (A, B), Hippocampus (C, D) und Striatum (E, F) waren unter basalen
Bedingungen Vakuolen sichtbar, deren Zahl unter einer HPD-induzierten metabolischen Krise
noch anstieg. Balken: 25 ym. G: Quantifizierung der Anzahl der Vakuolen pro Gesichtsfeld (283
x 214 ym) in HE-gefarbten Hirnschnitten zeigte eine signifikante Erhéhung in der Anzahl der
Vakuolen in Hirnen von Gcdh-defizienten Mausen unter HPD. Fir jede Gruppe wurden 2 Tiere
untersucht und 5 Gesichtsfelder wurden fir jedes Tier und jede Region gezahlt. Die Signifikanz
wurde mit einem zweiseitigen t-Test fur ungepaarte Stichproben bestimmt. *p<0,05; **p<0,001.

Neurodegenerative Erkrankungen werden haufig von Gliose (Vermehrung von
Gliazellen) begleitet. 42 Tage alte Wildtyp- und Gcdh-defiziente Mause wurden
nach 4 Tagen HPD perfundiert und Hirnschnitte immunhistochemisch mit
Antikorpern gegen das Glial fibrillary acidic protein (GFAP) angefarbt. GFAP ist
ein Astrocyten-Marker und dient zum Nachweis einer Gliose. Bei Wildtyp- und
Gcdh-defizienten Mausen konnten Astrocyten angefarbt werden, ohne dass ein
Unterschied zwischen dem Wildtyp-Tier und dem Gcdh-defizienten Tier
auszumachen war. Nach 4 Tagen HPD war bei Gcdh-defizienten Mausen keine

vermehrte Gliose nachweisbar.
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Abb. 15: GFAP-spezifische Inmunhistochemie. Hirnschnitte von 42 Tage alten Wildtyp- und
Gcdh-defizienten Mausen unter HPD wurden mit einem GFAP-spezifischen Antikorper gefarbt
(rot). Die Ausschnitte stellen eine zweifache VergroRerung der eingezeichneten Bereiche dar.

Bei der Sezierung der Mause fiel auf, dass der Darm Gcdh-defizienter Mause
nach 4 Tagen HPD, sehr dunkel war. Bei einer genaueren Untersuchung
konnte makroskopisch Blut im Darm festgestellt werden (Abb. 16 A, B). Die
histologische Untersuchung des Darms zeigte jedoch keine Auffalligkeiten. Es
waren keine Einblutungen zu sehen (Abb. 16 C-E) (Vergleiche Abb. 13 G, H).
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Abb. 16:Untersuchungen zu Einblutungen in den Darm von Gcdh-defizienten Mausen
unter HPD. Gcdh-defiziente Mause wurden mit einer Standarddiat bzw. mit einer HPD geflttert.
Nach 4 Tagen HPD waren makroskopisch Einblutungen (A und B unten) in den Darm der
Mause unter HPD zu sehen. In HE-Farbungen vom Darm von Wildtyp-Mausen unter HPD (C),
Gcdh-defizienten Mausen unter Standarddiat (D) bzw. unter HPD (E) konnten jedoch keine
Einblutungen in Form von Erythrozyten nachgewiesen werden. Balken: 50um.

4.2.2.2 Verteilung von [*H]-3-Hydroxyglutarsiure in 42 Tage alten Gcdh-

defizienten Mausen unter Hochproteindiat

Da bei den 100 Tage alten Tieren unter basalen Bedingungen keine
Unterschiede in der Verteilung von [’H]-30HGA zu sehen waren, und da bei
100 Tage alten Tieren nur schlecht eine metabolische Krise induzierbar war,
wurde die Verteilung von [°H]-30HGA nur an 42 Tage alten Tieren unter
Hochproteindiat untersucht.

42 Tage alte Wildtyp- und Gcdh-defiziente Mause wurden mit einer
Hochproteindiat gefuttert. Als Kontrolle dienten Wildtyp- und Gcdh-defiziente
Mause unter einer Standarddiat. Wenn Gcdh-defiziente Mause unter HPD nach
4 Tagen Anzeichen einer Krise aufwiesen (Hypothermie, gekrimmte Haltung,
Gewichtsabnahme, motorische Probleme) wurde den Mausen [PH]-30HGA
injiziert. Uber 6 Stunden wurde stindlich Urin und Kot gesammelt.
Anschlie®end wurden die Mause perfundiert und die Radioaktivitat in Organen,
Blut, Kot und Urin gemessen.

Zwischen Wildtyp-Mausen ohne und mit HPD war kein Unterschied in der
Verteilung von [’H]-30HGA zu erkennen, aufer dass Mause unter HPD mehr
Radioaktivitdt Uber den Kot ausschieden (Abb. 17). Bei Gcdh-defizienten

Mausen unter HPD konnte beobachtet werden, dass der relative Anteil der
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Radioaktivitat in der Zirkulation niedriger war als bei Mausen unter
Standarddiat. Dafur wurden aber fast 40 % der Radioaktivitat in den Nieren
wiedergefunden und die Leber der Gcdh-defizienten Mause unter HPD wies
funfmal mehr Radioaktivitat auf als die der M3use unter Standarddiat. Uber den
Urin schieden die HPD-behandelten Gcdh-defizienten Mause jedoch genauso
viel Radioaktivitat aus, wie symptomlose Gcdh-defiziente Mause unter
Standarddiat. Die [°H]-30HGA akkumulierte also im Nierengewebe von Gcdh-
defizienten Mausen unter HPD. Aulierdem schieden die Gcdh-defizienten
Mause, die in einer HPD-induzierten metabolischen Krise sind, fast keine
Radioaktivitat Gber den Kot aus. Dies beruht aber auch auf der Tatsache, dass
diese Mause in der Endphase generell keinen Kot mehr ausschieden. Im Darm
Gcedh-defizienter Mause unter HPD fand sich viel Kot, im Gegensatz zu Gcdh-
defizienten Mausen unter Standarddiat. Dies konnte auf eine Darmmotilitats-
storung hindeuten. Daher wurde die Radioaktivitat im Darm, Magen und Kot
summiert und verglichen. Auch hierbei zeigte sich, dass die Tiere, die unter
HPD standen, ca. 15 % weniger Radioaktivitat im Darm/Magen/Kot aufwiesen
als Gcdh-defiziente Mause unter Standarddiat. Der Schwankungsbereich der
relativen Radioaktivitat in Darm/Magen/Kot bei Gedh-defizienten Mausen unter
HPD war sehr grol3.

Die Aufnahme von [°H]-30HGA in das Hirn von Gedh-defizienten Mausen unter
HPD war niedriger als die Aufnahme ins Hirn von Mausen unter Standarddiat
(Abb. 17).
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Abb. 17: Verteilung von intravendés injizierter [3H]-3OHGA in 42 Tage alten Mausen.
Wildtyp- und Gcdh-defizienten Mausen wurden nach 4 Tagen ohne und mit HPD [3H]—30HGA
(1 x 10’ cpm) injiziert. Nach 6 h wurden die Mause perfundiert und die Radioaktivitat in Urin,
Organen und im Darm/Magen/Kot gemessen. Angegeben sind die Prozente der
wiedergefundenen Radioaktivitdt. Die Radioaktivitat, die Uber den Urin ausgeschieden wurde,
wurde nicht bertcksichtigt. Die Balken reprasentieren den Median + Range. Es wurden jeweils
3 Tiere untersucht. Die Signifikanzen wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-U Test berechnet.
*p=<0,05.

Ein anderer Ansatz die Blut-Hirn-Schranken-Integritat zu untersuchen, war die
Injektion von fluoreszent-markierten Dextranen in 42 und 100 Tage alten
Wildtyp- und Gcdh-defizienten Mausen mit und ohne HPD. 2 Stunden nach
Injektion wurden die Tiere getdtet und perfundiert. Von den Hirnen wurden
Gefrierschnitte angefertigt und an einem konfokalen Mikroskop untersucht. In
keinem der Tiere konnten Dextrane im Hirngewebe nachgewiesen werden. Dies
unterstutzt die vorherigen Ergebnisse, dass die Blut-Hirn-Schranke der Gcadh-

defizienten Mause auch wahrend einer metabolischen Krise intakt ist.

4.3 Untersuchungen zu spezifischen Transportern bei Gedh-

Defizienz

Bei GA1 liegt ein Defekt im GCDH-Gen vor. Hierdurch wird Glutaryl-CoA nicht

mehr vollstandig abgebaut und es entstehen potenziell toxische Metabolite (GA,
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30HGA). Obwohl die Identitat und die Lokalisierung der Enzyme, die fir die
Bildung der Dicarboxylate verantwortlich sind, nicht bekannt sind, kann
angenommen werden, dass die Metabolite im Mitochondrium gebildet werden.
Bei GA1-Patienten werden sie jedoch in allen Korperflissigkeiten
nachgewiesen (Liesert et al., 1999). Es muss also Transporter geben, die die
polaren Metabolite GA und 3OHGA aus dem Mitochondrium, durch die Zelle ins
Blut und von dort aus Uber verschiedene endotheliale und Zellmembranen in

andere Organe transportieren.

4.3.1 DNA-Microarray

Die fraktionellen Exkretionen von GA und 3OHGA bei Gcdh-defizienten Mausen
liegen bei 2 bzw. 1,9 in Relation zur Exkretion von Kreatinin. Dies bedeutet,
dass GA und 30HGA aktiv in den Urin sezerniert werden (Mihlhausen et al.,
2008). Die Transporter, die fur die Sekretion verantwortlich sind, waren zu
Beginn dieser Arbeit noch nicht bekannt. Da diese bei GA1 aufgrund der hohen
Konzentration von GA und 30OHGA eventuell in ihrer Expression verandert sind,
wurden DNA-Microarray-Analysen von Nierengewebe 42 Tage alter Wildtyp-
und Gcdh-defizienter Mause durchgefuhrt. Hierbei zeigte sich, dass die mRNA-
Expressionen verschiedener Transporter verandert waren (17 waren
hochreguliert und 14 herunterreguliert, (Stellmer et al., 2007a)). So waren z.B.
die Expressionen des Organische Anionen Transporter 2 (OAT2, Sic22a7) oder
des Natrium-abhangigen Dicarboxylat-Transporter 3 (NaC3, Sic713a3) erhoht,
die des Harnstoff-Transporter 2 (Slc14a2) hingegen erniedrigt (Stellmer et al.,
2007a). In Oocyten-Experimenten konnte bestatigt werden, dass NaC3 sowohl
GA als auch 30HGA transportiert. NaC3 ist somit der erste identifizierte
Transporter von 30HGA (Stellmer et al., 2007a).

Da bei GA1-Patienten aber vor allem das Hirn betroffen ist, sollte untersucht
werden, ob die Expression von NaC3 im Hirn auch verandert ist und wie NaC3-

vermittelte Transportprozesse bei Gedh-Defizienz verandert sind.
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4.3.2 Expression von Transportern in primar isolierten Hirnzellen

Zur Untersuchung der mRNA-Expression verschiedener Transporter im Hirn,
wurden aus neugeborenen (P0O) Wildtyp- und Gcdh-defizienten Mausen
Astrocyten (3.3.2.2) und Neurone (3.3.2.1) isoliert und die RNA aus
differenzierten Zellen (Astrocyten: ca. 7 Tage; Neurone: ca. 10 Tage)
gewonnen. Mit der anschliellend synthetisierten cDNA wurden die mRNA-

Mengen exprimierter Transporter mittels Real-Time PCR quantifiziert.

4.3.2.1 Natrium-abhangiger Dicarboxylat-Transporter 3 (NaC3)

NaCa3 ist ein Natrium-abhangiger Dicarboxylat-Transporter, der bei Menschen in
der Niere, Leber, Pankreas, Plazenta und im Hirn exprimiert wird (Markovich
and Murer, 2004). In GA1-Patienten ist das Hirn das am starksten betroffenen
Organ. Da NaC3 die Dicarboxylate 30OHGA und GA, mit unterschiedlichen
Affinitaten, transportiert (Stellmer et al., 2007a), wurde seine Expression in
primaren Hirnzellen (Astrocyten und Neurone), sowie in einer immortalisierten
Astrocyten-Zelllinie mittels Real-Time PCR untersucht. NaC3 wurde in allen
primar kultivierten Zellen exprimiert (Abb. 18). In Gcdh-defizienten Astrocyten
war die Expression um das zweifache gegenuber den Wildtyp-Astrocyten
erhoht. In Wildtyp- und Gcedh-defizienten Neuronen war die NaC3 mRNA
dreifach hdéher als in den Wildtyp-Astrocyten. Zwischen Wildtyp- und Gcdh-
defizienten Neuronen konnte kein signifikanter Unterschied in der relativen
MRNA-Expression von NaC3 beobachtet werden. In der immortalisierten
Astrocyten-Zelllinie konnte keine NaC3-Expression nachgewiesen werden. Alle

ermittelten Werte sind signifikant.
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Abb. 18: Relative mRNA-Expression von NaC3 in primadren Astrocyten, Neuronen und
immortalisierten Astrocyten. Die RNA von primaren Astrocyten (7 Tage in Kultur) und
Neuronen (10 Tage in Kultur), sowie von einer immortalisierten Astrocyten-Zelllinie wurde
isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die relative mRNA-Expression von NaC3 wurde mittels
Real-Time PCR in Triplikaten bestimmt und auf die mRNA-Expression von Gapdh normalisiert.
Die Analysen geben den Median + SD aus drei unabhangigen Zellisolationen wieder. Die
relative mRNA-Expression der Astrocyten aus Wildtyp-Mausen wurde gleich 1 gesetzt.
** p<0,001.

4.3.2.2 Organische Anionen Transporter 1 (OAT1)

Der Organische Anionen Transporter 1 (OAT1) wird bei Menschen in den
Nieren, Skelettmuskeln, Plazenta und Hirn exprimiert (Zhou and You, 2007).
Um die Expression des OAT1 in primar kultivierten Wildtyp- und Gcdh-
defizienten Astrocyten und Neuronen zu untersuchen, wurden Real-Time PCR-
Bestimmungen durchgefihrt. Es konnte jedoch keine OAT1 mRNA
nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Weder in primar isolierten Astrocyten
noch in Neuronen ist OAT1 exprimiert. Als Positivkontrolle diente mRNA aus
der Niere einer Wildtyp-Maus, in der OAT1 stark exprimiert ist (B. Kortmann,
UKE, unveroffentliche Ergebnisse). Hier konnte eine hohe mRNA-Expression

von OAT1 nachgewiesen werden.
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4.3.2.3 Organische Anionen Transporter 2 (OAT2)

OAT2 mRNA wird bei der Maus in der Leber, Niere, Lunge und sich
entwickelnden Knochen exprimiert (Pavlova et al.,, 2000). Fur das Hirn ist
beschrieben, dass in neugeborenen Mausen OAT2 mRNA im Metencephalon
(Hinterhirn) exprimiert wird (Pavlova et al., 2000).

In den primaren Astrocyten und Neuronen konnte eine schwache mRNA-
Expression des OAT2 nachgewiesen werden (Abb. 19). Es bestand aber kein
Unterschied in der relativen mRNA-Expression von OAT2 zwischen Wildtyp-
und Gcdh-defizienten Astrocyten. In Gedh-defizienten Neuronen war die OAT2
MRNA-Konzentration 30 % niedriger als in Wildtyp-Neuronen (n = 3). Jedoch
war die Varianz hier relativ groR3, so dass weitere Real-Time PCRs durchgefuhrt
werden mussen. In Wildtyp- und Gcedh-defizienten Neuronen war die
Expression von OAT2 vierfach bzw. dreifach signifikant hdher als in Wildtyp-
Astrocyten. In der immortalisierten Astrocyten-Zelllinie konnte keine OAT2

MRNA-Expression nachgewiesen werden.
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Abb. 19: Relative mRNA-Expression von OAT2 in primaren Astrocyten und Neuronen. Die
RNA von primaren Astrocyten (7 Tage in Kultur) und Neuronen (10 Tage in Kultur), sowie von
einer immortalisierten Astrocyten-Zelllinie wurde isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die
relative mMRNA-Expression von OAT2 wurde mittels Real-Time PCR in Triplikaten bestimmt und
auf die mMRNA-Expression von Gapdh normalisiert. Die Analysen geben den Median + SD aus
drei unabhéangigen Zellisolationen wieder. Die relative mRNA-Expression der Wildtyp-
Astrocyten wurde gleich 1 gesetzt. ** p<0,001.
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4.3.3 ['*C]-Succinat Aufnahme-Studien

Da Astrocyten Neurone mit Citratzyklus-Intermediaten wie z.B. Succinat oder a-
Ketoglutarat versorgen (Shank and Campbell, 1984, Westergaard et al., 1994a,
Westergaard et al., 1994b) und es sich bei diesen auch um Dicarboxysauren
handelt, kénnen diese Intermediate auch Uber den NaC3 transportiert werden
um den ATP-Bedarf der Neurone zu decken.

Die in Gcdh-defizienten Mausen generierten Dicarboxylat-Metabolite 30HGA
und GA konnten theoretisch mit den Substraten des NaC3-Transporters
konkurrieren. Es sollte deshalb untersucht werden, ob die NaC3-vermittelte
Aufnahme von ['*C]-Succinat in priméaren Astrocyten und Neuronen von
Wildtyp- und Gcedh-defizienten Mausen durch GA und/oder 30HGA beeinflusst

wird.

4.3.3.1 ["*C]-Succinat Aufnahme in Astrocyten

Primar isolierte Wildtyp- und Gcdh-defiziente Astrocyten, sowie eine
immortalisierte Astrocyten-Zelllinie wurden mit [*C]-Succinat fir 20 min
inkubiert und die in die Zellen aufgenommene Radioaktivitat gemessen. Die
Spezifitat der Aufnahme von ['“C]-Succinat wurde durch Zugabe von 2 mM
nicht-markiertem Succinat zum Inkubationsmedium gezeigt und fuhrte zu einer
Hemmung der Aufnahme um 93 %. Wurde dem [**C]-Succinat Medium GA oder
30HGA (jeweils 2 mM) zugesetzt, wurde die Aufnahme des Substrates um 90
bzw. 43 % in Astrocyten aus Wildtyp-Mausen gehemmt (Abb. 20). Die
Aufnahme von ["*C]-Succinat in kultivierte Astrocyten aus Gcdh-defizienten
Mausen wurde durch 2 mM Succinat, GA oder 30OHGA um 94, 93 bzw. 54 %
inhibiert. Die spezifische Aufnahmerate von [*C]-Succinat war in der
immortalisierten Astrocyten-Zelllinie um 73 % geringer als in den primar
isolierten Astrocyten. Die Aufnahme von [**C]-Succinat war jedoch nicht mit

einem molaren Uberschuss an Succinat, GA oder 30HGA hemmbar.
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Abb. 20: ['“C]-Succinat Aufnahme von Wildtyp-, Gcdh-defizienten und immortalisierten
Astrocyten. Primar isolierte Wildtyp- und Gcdh-defiziente Astrocyten, sowie eine
immortalisierte Astrocyten-Zelllinie wurden fir 20 min mit [14C]-Succinat inkubiert und
anschlieRend die in die Zellen aufgenommene Radioaktivitdit gemessen und gleich 100 %
gesetzt. Der Einfluss von 2 mM Succinat, GA und 30HGA auf die Aufnahme ist dargestellt. Die
Aufnahme von ["“C]-Succinat ist in den hier verwendeten kultivierten Astrocyten komplett
abhangig von der Anwesenheit von Natrium im Medium. ** p<0,001.

Um zu zeigen, dass die [*C]-Succinat Aufnahme Natrium-abhéngig ist, wurde
die Aufnahme des Substrates in Abwesenheit von Natrium im Inkubations-
medium durchgefuhrt. Unter dieser Bedingung wurden in Wildtyp-Astrocyten
nur noch 13 % und in Gcdh-defizienten Astrocyten nur noch 4 % des [**C]-
Succinats aufgenommen.

Die Aufnahme von Succinat ist in Wildtyp- und Gcdh-defizienten Astrocyten
also Natrium-abhangig und wird durch die Anwesenheit von GA und 3OHGA

gehemmt.

Mittels der Two-electrode voltage clamp method an humanen NaC3-
exprimierenden Oocyten wurden die Ky-Werte von sechs Dicarboxylat-
Verbindungen ermittelt (Tab. 4) (Hagos et al., 2008).

Succinat hat mit 25 yM den niedrigsten Ky-Wert gefolgt von GA mit 40 uM, a-
Ketoglutarat mit 72 uM, 2-L-OHGA mit 164 uM, 2-D-OHGA mit 267 uM und
30HGA mit 930 uM.
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Tab. 4: Ky-Werte fiir verschiedene Substrate des NaC3

Substanz Kw [MM]
Succinat 25
GA 40
30HGA 930
a-Ketoglutarat 72
2-D-OHGA 267
2-L.-OHGA 164

AnschlieRend wurde die NaC3-abhangige Aufnahme von [*C]-Succinat in
kultivierte Astrocyten aus Wildtyp- und Gcdh-defizienten Mausen in An- und
Abwesenheit von 25 yuM Succinat, 40 yM GA, 930 pM 30HGA, 72 pM o-
Ketoglutarat, 267 yM 2-D-OHGA und 164 uM 2-L-OHGA bestimmt. Mit
Ausnahme von 30OHGA und a-Ketoglutarat inhibierten unter diesen
Bedingungen die anderen Dicarboxylate die Aufnahme von ['*C]-Succinat um
etwa 50 % (Abb. 21). In Anwesenheit von 930 yM 30HGA oder 72 uM o-
Ketoglutarat lag die Hemmung der Aufnahme von ["C]-Succinat in Wildtyp- und
Gcdh-defizienten Astrocyten zwischen 0-23 %.

Es konnten keine Unterschiede zwischen Wildtyp- und Gcdh-defizienten
Astrocyten in der Effizienz der Hemmung der Dicarboxylate auf die Aufnahme

von ['*C]-Succinat beobachtet werden.

69



Ergebnisse

120 4
0 O Wildtyp-Astrocyten
B Gedh-defiziente Astrocyten

®

£ 100 4

Q

Q

> *%

s

G 80 4
<
- *% k% *%

c

g _ *%

*%

) § 60 1 *% k% _l_

S *ok

< T T

o} 50

(=

(==

3 40 1

<

[

2

R

©

) 20 4

1™

0 T T g g g g
Zusatz - 25 uM 40 uM GA 930 uM 72 yMm 267 uM 164 uM
Succinat 30HGA  a-Ketoglutarat 2-D-OHGA 2-L-OHGA

Abb. 21: Inhibition der ['“C]-Succinat Aufnahme in Wildtyp- und Gcdh-defiziente
Astrocyten. Primar kultivierte Astrocyten aus Wildtyp- und Gcdh-defizienten Mausen wurden
fir 20 min mit [14C]-Succinat in An- und Abwesenheit der angegebenen Dicarboxylate inkubiert.
Die relative Aufnahme gegeniber den Kontrollansadtzen ohne Zusatz von Dicarboxylaten ist
angegeben. ** p<0,001.

4.3.3.2 ['“C]-Succinat Aufnahme in kultivierte Neurone

Aus neugeborenen (P0O) Wildtyp- und Gcedh-defizienten Mausen wurden
Neurone isoliert. Nach dem Ausreifen der Neurone (Tag 10 in Kultur) wurden
['*C]-Succinat Aufnahme-Experimente in An- oder Abwesenheit von 2 mM
Succinat, GA oder 30OHGA durchgeflnhrt.

Es konnte kein signifikanter Unterschied in der Aufnahme zwischen Astrocyten
und Neuronen aus Wildtyp- und Gedh-defizienten Mausen beobachtet werden.
Die Aufnahme von ['*C]-Succinat konnte durch Zugabe von 2 mM Succinat, GA
und 30OHGA durchschnittlich um 89, 94 und 54 % in Neuronen aus Wildtyp-
Mausen gehemmt werden (Abb. 22). In Gcdh-defizienten Neuronen inhibierten
Succinat, GA und 30HGA die Aufnahme des ["C]-Succinats um 85, 93 und
42 %.
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Abb. 22: [**C]-Succinat Aufnahme in Wildtyp- und Gcdh-defiziente Neurone. Primar
kultivierte Wildtyp- und Gcdh-defiziente Neurone wurden fir 20 min mit [14C]-Succinat in An-
und Abwesenheit von 2 mM Succinat, GA und 30HGA inkubiert und anschlieRend die in die
Zellen aufgenommene Radioaktivitdt gemessen und gleich 100 % gesetzt. ** p<0,001.

4.3.4 ["*C]-Succinat Efflux-Studien

NaC3 ist ein bidirektionaler Transporter, das heilt, dass er Substanzen
Natrium-abhangig aus der Zelle heraus, aber auch in die Zelle hinein transpor-
tieren kann. Um zu Uberpriifen, ob der Efflux von ["C]-Succinat aus Gcdh-
defizienten Zellen im Vergleich zu Wildtyp-Zellen verandert ist, wurden primar
kultivierte Hirnzellen mit ['“C]-Succinat vorinkubiert und anschlieRend die

Freisetzung der Radioaktivitat in das Kulturmedium zeitabhangig uberpruft.

4.3.4.1 Efflux aus Astrocyten

Primar kultivierte Wildtyp- und Gcdh-defiziente Astrocyten wurden fur 20 min
mit ['“C]-Succinat vorbeladen. AnschlieRend wurden die Zellen in nicht-
radioaktivem Puffer inkubiert. Alle 2,5 min wurde bei einem Zellkulturansatz der
Puffer abgenommen und die Radioaktivitat in den Zellen und im Puffer
gemessen (Abb. 23). Die Messpunkte geben die relative Verteilung der
Radioaktivitat wider, die in den Zellen verblieb und die, die in den
Extrazellularraum abgegeben wurde. Bereits nach 2,5 min Inkubationszeit in

nicht-radioaktivem Medium waren in Wildtyp- und Gcdh-defizienten Astrocyten

71



Ergebnisse

30 % der Radioaktivitat aus den Zellen in den Extrazellularraum transportiert
worden. Bei den Wildtyp-Astrocyten waren nach 8 min 50 % der Radioaktivitat
in den Zellen und 50 % extrazellular zu finden. Bei den Gcdh-defizienten
Astrocyten waren erst nach 19,5 min 50 % der Radioaktivitat aus den Zellen in
den Extrazellularraum transportiert worden. Die Ergebnisse lassen vermuten,
dass der Efflux von ["*C]-Succinat aus Gedh-defizienten Astrocyten verlangsamt
ist.
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Abb. 23: Efflux von [14C]-Succinat aus Wildtyp- und Gcdh-defizienten Astrocyten. Primar
kultivierte Wildtyp- (blau) und Gcdh-defiziente (rot) Astrocyten wurden fur 20 min mit [*“C]-
Succinat vorbeladen, anschlieRend wurden die Zellen in nicht-radioaktivem Puffer inkubiert und
alle 2,5 min geerntet. Die Radioaktivitat in den Zellen und im Puffer wurde gemessen und in %
zur gesamten wiedergefundenen Radioaktivitdt angegeben.

4.3.4.2 Efflux aus Neuronen

Primar kultivierte Wildtyp- und Gcdh-defiziente Neurone wurden mit [**C]-
Succinat fur 20 min vorbeladen, anschlieRend wurden die Zellen in nicht-
radioaktivem Puffer inkubiert. Alle 2,5 min wurde von einem Zellkulturansatz der
Puffer abgenommen und die Zellen lysiert. Die Radioaktivitat in den Zellen und
im Puffer wurde gemessen.
Abb. 24 gibt die [“C]-Effluxrate aus Neuronen wieder. Nach 2,5 min
Inkubationszeit in nicht-radioaktivem Puffer hatten die Gcdh-defizienten
Neurone schon 28 % der Radioaktivitat in den Extrazellularraum abgegeben,
bei den Wildtyp-Neuronen waren es hingegen nur 17 %. Nach 27,5 min waren
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bei den Wildtyp-Neuronen 50 % der Radioaktivitat in den Zellen und 50 % im
Puffer zu finden. Bei den Gcdh-defizienten Neuronen war dieser Punkt schon
nach 12,5 min erreicht.

Die Effluxrate fiir ['“C]-Succinat ist damit in Gcdh-defizienten Neuronen héher
als in Wildtyp-Neuronen. Das heillt, dass Gcdh-defiziente Neurone, im
Gegensatz zu Gcdh-defizienten Astrocyten, Dicarboxylate schneller in den
Extrazellularraum abgeben konnen, als Wildtyp-Neurone.

100 <

== Zellen Wildtyp-Neurone

=@ Uberstand Wildtyp-Neurone

== Zellen Gcdh-defiziente Neurone
Uberstand Gcdh-defiziente Neurone

80 1

60 4

[%]

40 4

20 1

0«

Efflux 0 2,5 5 7,5 10 12,5 15 17,5 20 22,5 25 27,5 30
[min]

Abb. 24: Efflux von [14C]-Succinat aus Wildtyp- und Gcdh-defizienten Neuronen. Primar
isolierte Wildtyp- (blau) und Gcdh-defiziente (rot) Neurone wurden fiir 20 min mit [14C]-Succinat
vorbeladen, anschliellend wurden die Zellen in nicht-radioaktivem Puffer fur die angegebenen
Zeiten inkubiert. Die Radioaktivitat in den Zellen und im extrazellularen Puffer wurde gemessen
und der relative Anteil in % dargestellt.
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5 Diskussion

5.1 Untersuchungen von mutanter GCDH

Bis heute sind Uber 150 Mutationen im GCDH-Gen bekannt (Goodman et al.,
1998, Schwartz et al., 1998, Busquets et al., 2000, Zschocke et al., 2000), die
ein breites Spektrum an Symptomen hervorrufen kénnen. Diese reichen von
sehr leichten neurologischen Schaden, die ein normale Leben zulassen, bis zu
schwersten Dystonien, bei denen die Patienten nicht mehr in der Lage sind zu
stehen, gehen oder zu sprechen (Busquets et al., 2000). Es konnte jedoch
bislang keine Korrelation zwischen einer Mutation und dem Verlauf der
Krankheit festgestellt werden (Christensen et al., 2004). So gibt es z.B. bei den
Old Order Amish in Pennsylvania ((Morton et al., 1991) oder den Island Lake
Indianern in Kanada (Haworth et al., 1991) Patienten mit der gleichen Mutation
jedoch unterschiedlichen Symptomen. Einige Patienten entwickeln schwere
dystonische Bewegungsstorungen, andere hingegen zeigen nur leichte
neurologische Veranderungen (Amir et al., 1989, Morton et al., 1991). Auch
zwischen der gemessenen enzymatischen Restaktivitat der GCDH in E.coli und
Patientenfibroblasten und dem Schweregrad der Krankheit gibt es keine
Korrelation. Es gibt Patienten, bei denen die Mutation zu einem trunkierten
GCDH-Protein fuhrt, das vor der katalytischen Base Glu414 abbricht. Diese
Patienten, die homozygot flr die Mutation sind, kénnen GA1-typische
Symptome aufweisen wie z.B. dyston-dyskinetische Bewegungsstorungen, es
gibt aber auch Patienten die trotz dieser schweren Mutation keine
neurologischen Schaden zeigen (Anikster et al., 1996). Andererseits gibt es
Patienten, mit homozygoten Mutationen, mit einer GCDH-Restaktivitat von
30 % gegenuber Kontrollzellen, die klinisch jedoch schwer betroffen sind (Biery
et al., 1996, Mihlhausen et al., 2003). Bei einigen Mutationen in der GCDH
wurde eine Korrelation zur Ausscheidung von GA festgestellt. So konnten
Christensen et al. (1997) zeigen, dass Patienten, die heterozygot fur die
Mutation Arg227Pro sind, sehr geringe bis keine Mengen an GA Uber den Urin
ausscheiden. Dasselbe gilt fur Patienten, die heterozygot fir die Mutation
Val400Met sind (Busquets et al., 2000).
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GCDH katalysiert die oxidative Decarboxylierung von Glutaryl-CoA zu Crotonyl-
CoA. Im ersten Schritt der Katalyse ubernimmt die katalytische Base Glu414
das o-Proton vom Glutaryl-CoA, gefolgt von einer Ubertragung des pB-
Wasserstoffs auf das FAD. Im zweiten Schritt wird das entstandene Glutaconyl-
CoA zu Crotonyl-CoA decarboxyliert (Gomes et al., 1981). Hierbei spielt der
Arg138-Rest eine besondere Rolle und bestimmt die Orientierung der y-
Carboxyl-Gruppe zur Decarboxylierung und stabilisiert das transiente Crotonyl-
CoA Anion (Fu et al., 2004).

In der vorliegenden Arbeit wurden vier Mutationen, die bei GA1-Patienten
identifiziert wurden, eingehender untersucht. Die p.Arg138Gly Mutation wurde
1998 von Goodman et al. beschrieben. Der Arg138-Rest ist Teil des aktiven
Zentrums der GCDH, das von folgenden Aminosauren gebildet wird: Glu131,
Arg138, Ser139, Val143, Phe177, Leu179, Ser186, Pro188, Thr214, Phe287,
Leu290, Asn291, Arg294, 11e297, Phe322, GIn330, Lys335, Pro364, Tyr413,
Glu414, Gly415, Asp418, lle419, lle423, Arg426, Ala433, Phe434, Thr435 (Fu
et al., 2004). Die zweite hier naher untersuchte Mutation, p.Met263Val, wurde
von Muhlhausen et al. (2003) beschrieben. Der Patient zeigte schwere dyston-
dyskinetische Bewegungsstorungen nach einer katabolen Krise im Alter von 9
Monaten. Bei der Mutation p.Arg402Trp handelt es sich um die haufigste
Mutation bei Kaukasiern. Durch die Diversitat an Mutationen betragt ihre Allel-
Haufigkeit ca. 20 % (Goodman and Frerman, 2001). Biery et al. (1996)
spekulierten, dass Arg402 an der Tetramerisierung der GCDH-Monomere
beteiligt sein konnte. Die vierte Mutation p.Glu414Lys (Biery et al., 1996) ist wie
Arg138 Teil des aktiven Zentrums der GCDH. Bei Glu414 handelt es sich um
die katalytische Base (Fu et al., 2004).

5.1.1 Enzymaktivitaten mutanter GCDH

Bisher ist nicht bekannt, wie sich die Mutationen p.Arg138Gly und p.Glu414Lys
auf die enzymatischen GCDH-Aktivitdten in Patientenfibroblasten, die
homozygot fur die jeweilige Mutation sind, auswirken. Nach Expression
mutanter GCDH, mit den Mutationen Arg138GIn bzw. Glu414GIn, in E.coli,

wurden Restaktivitdten von 0,1 % bzw. 4,5% (Tab. 1) gegenuber der
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exprimierten Wildtyp-GCDH gemessen (Biery et al., 1996, Goodman et al.,
1998). Die in der Literatur beschriebenen GCDH-Aktivitatsmessungen wurden
an in E.coli exprimierten Proteinen ermittelt. Soweit Uberpruft wurde, decken
sich diese Restaktivitaten jedoch nicht mit in Patientenfibroblasten ermittelten
Restaktivitaten. So weist GCDH mit der Mutation Arg402Trp in E.coli eine
Restaktivitat von 3 % auf (Tab. 1) (Biery et al., 1996), wohingegen in
Patientenfibroblasten, die diese Mutation homozygot tragen, nur eine Aktivitat
von 0,5 % bezogen auf die Kontrollzellen messbar war (Schwartz et al., 1998).
Die Mutation p.Arg421Val hatte nach Expression in E.coli sogar eine
Restaktivitdt von 40 % (Biery et al., 1996); in Patientenfibroblasten konnte
dagegen keine Restaktivitdt nachgewiesen werden (Christensen et al., 2004).
Einige Autoren, die Restaktivitdten in E.coli gemessen haben, kommen selber
zu der Schlussfolgerung, dass die Expression von Proteinen in E.coli und
Patientenfibroblasten zu unterschiedlich und damit die Differenzen in den
Restaktivitaten zu erklaren sind (Biery et al., 1996, Goodman et al., 1998).
Deshalb war ein Ziel dieser Arbeit, ein eukaryotisches Expressionssystem
unabhangig von Patientenfibroblasten aufzubauen, in dem die Enzym-
aktivitaten, sowie die Synthese, der Abbau und die Struktur mutanter GCDH-
Proteine untersucht werden kann.

Die Mutationen p.Arg138Gly, p.Met263Val, p.Arg402Trp und p.Glu414Lys
wurden jeweils in die cDNA der GCDH eingefuhrt. Die mutante GCDH, sowie
die Wildtyp-GCDH wurden in BHK-Zellen transient exprimiert und die Enzym-
Aktivitat im Zellextrakt bestimmt. Die GCDH-Mutationen p.Arg138Gly und
p.Glu414Lys haben immer noch eine Aktivitat von 2 % im Verhaltnis zum
Wildtyp-Protein (Tab. 2), obwohl in beiden Fallen Aminosauren des aktiven
Zentrums ausgetauscht wurden, die als essentiell fur die Funktion der GCDH
beschrieben wurden (Fu et al., 2004).

Die spezifische Aktivitat der mutanten GCDH p.Arg402Trp betragt in
uberexprimierenden BHK-Zellen 1,6 % (Tab. 2) von Wildtyp-GCDH
exprimierenden Zellen. Die mutante GCDH p.Met263Val zeigt in Uber-
exprimierenden BHK-Zellen noch eine Restaktivitat von 10,3 % (Tab. 2).

Bei allen vier untersuchten Mutationen konnte eine geringere Restaktivitat der
mutanten GCDH im Bezug auf das Wildtyp-Protein nachgewiesen werden.

Diese Erniedrigung kénnte auf eine geringere Synthese oder eine schnellere
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Abbaurate, sowie eine nicht korrekte Faltung des Proteins zurlickzuflihren sein.
Da die aktive Form der GCDH eine Homotetramer ist, konnte die Storung der
Multimerisierung mutanter GCDH-Monomere zum Verlust der enzymatischen

Aktivitat beitragen.

5.1.2 Expression und Stabilitat der mutanten GCDH

Die vorliegenden Daten zeigen, dass die steady-state Konzentration der
mutanten GCDH p.Arg402Trp in transfizierten BHK-Zellen geringer als die der
Wildtyp-GCDH oder anderer mutanten GCDH-Proteine war (Abb. 6). Die
niedrigen Spiegel an GCDH p.Arg402Trp konnen entweder durch eine
reduzierte Synthese oder eine erhdohte Abbaurate erklart werden. Pulse-Chase-
Experimente mit anschlielen-der Immunprazipitation bewiesen, dass die
Syntheserate der p.Arg402Trp-Mutante vergleichbar mit der von Wildtyp-GCDH
ist (Abb. 8). Die Ergebnisse zeigen aulRerdem, dass die p.Arg402Trp-Mutante
schneller abgebaut wird. lhre Halblebenszeit betragt lediglich 4 Stunden,
wohingegen 50 % der Wildtyp-GCDH erst nach 34,5 Stunden abgebaut war.
Alle anderen mutanten GCDH-Proteine weisen ahnliche Halblebenszeiten wie
die Wildtyp-GCDH auf.

Mitochondrien enthalten ein eigenes Genom. Beim Menschen besteht es aus
16.569 Basenpaaren und kodiert fur 13 Proteine, 22 tRNAs und zwei rRNAs
(Santamaria et al., 2007). Alle anderen Gene, die Komponenten des
Mitochondriums kodieren, sind im Zellkern lokalisiert. Die entsprechend
kodierten Proteine werden im Zytoplasma an Ribosomen synthetisiert und
mittels eines mitochondrialen Lokalisierungssignals zum wund in das
Mitochondrium transportiert (Mihara and Omura, 1996). Das Lokalisierungs-
signal der GCDH ist im 44 Aminosauren-umfassenden Prapeptid enthalten und
wird nach Translokation in das Mitochondrium durch die mitochondriale
Prozessierungspeptidase (MPP) abgespalten, wodurch das reife Protein aus
394 Aminosauren entsteht (Goodman et al., 1995). Western-Blot-Analysen und
Pulse-Chase-Experimente zeigten, dass die mutante GCDH p.Arg402Trp
instabil ist und schnell abgebaut wird (Abb. 7). Da die GCDH im Zytoplasma an

Ribosomen synthetisiert und anschlieend in das Mitochondrium transportiert
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wird, kdnnte der Abbau der p.Arg402Trp GCDH sowohl im Zytoplasma als auch
in der mitochondrialen Matrix stattfinden. Durch indirekte Immunfluoreszenz-
Analyse konnte jedoch eine Kolokalisierung mit dem mitochondrialem Marker
MnSOD (Abb. 9) gezeigt werden. Die Mutante p.Arg402Trp wird also in das
Mitochondrium  transloziert. = Auferdem  demonstrierten  Pulse-Chase-
Experimente, dass sowohl Vorlaufer- als auch reife Formen des p.Arg402Trp
prazipitierbar waren, also der MPP in der mitochondrialen Matrix als Substrat
dienten. Der Abbau des mutierten Proteins erfolgt somit im Mitochondrium.
Welche Protease fur den schnellen Abbau verantwortlich ist, muss in weiteren

Untersuchungen geklart werden.

Die GCDH liegt funktionell als Homotetramer vor (Lenich and Goodman, 1986).
Biery et al. (1996) spekulierten, dass Arg402 in einer Domane liegt, die an der
Multimerisierung des Proteins beteiligt ist. Dies konnte in der vorliegenden
Arbeit weder bestatigt noch widerlegt werden, da die Expression zu gering war
um tetramere, mutante GCDH-Komplexe nach Quervernetzung durch den
Crosslinker BS® nachweisen zu konnen. Die GCDH-Mutanten p.Arg138Gly,
p.Met263Val und p.Glu414Lys haben keine Auswirkungen auf die Multi-
merisierung (Abb. 10).

Die Kristallstruktur der reifen GCDH wurde von Fu et al. (2004) veroéffentlicht.
Mit diesen Daten wurden in silico Strukturanalysen der Wildtyp- und der GCDH-
Mutanten durchgefuhrt. Bei keiner dieser vier Mutationen konnte eine

veranderte Sekundar- bzw. Tertidrstruktur beobachtet werden (Abb. 5).

Die mutanten GCDH p.Arg138Gly und p.Glu414Lys verandern die Struktur des
aktiven Zentrums des Enzyms. Dies erklart den Verlust der enzymatischen
Aktivitat dieser Proteine und belegt, dass es sich bei diesen Mutationen um
pathogene Mutationen handelt.

Der Arg402-Rest ist Bestandteil einer a-Helix. Der Austausch von Arg402 zu
Trp fuhrt dazu, dass das mutierte Protein instabil ist und im Mitochondrium
abgebaut wird. Instabile mutierte Proteine sind auch fur andere Krankheiten
beschrieben (De Lucca et al., 1998). Der erhdhte Abbau der p.Arg402Trp-
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Mutante kann nicht auf eine veranderte Struktur des mutierten Proteins
zuruckgefuhrt werden.

Der Met263-Rest ist Bestandteil einer [-Faltblattstrutkur. Auch diese
Aminosaure befindet sich nicht in der Nahe des aktiven Zentrums. Das mutierte
Protein weist eine korrekte Sekundar- und Tertiarstruktur auf, es ist stabil in der
Zelle und kann sich zu Tetramer-Komplexen zusammenlagern. In
Patientenfibroblasten mit der homozygoten Mutation Met263Val, weist das
mutierte Protein eine Restaktivitat von 30 % gegenuber der Wildtyp-GCDH auf
(MUhlhausen et al., 2003). In transient transfizierten BHK-Zellen konnte fir die
GCDH p.Met263Val nur eine Restaktivitat von 10 % nachgewiesen werden.
Bisher haben alle in der Literatur eingehender untersuchten Mutationen
Auswirkungen auf das katalytische Zentrum (Rao et al., 2007) oder auf die
Tetramerisierung. So konnte flr eine Reihe von Mutationen (Ala421Val,
Thr429Met, Ala433Val, Ala433Glu) durch Grdélienausschlusschromatographie
gezeigt werden, dass die mutanten GCDH-Monomere nicht mehr in der Lage
sind Tetramere zu bilden (Biery et al., 1996, Westover et al., 2003).

Warum die Mutation p.Met263Val jedoch zu einem schweren Verlauf der
Krankheit fuhrt, konnte in dieser Arbeit nicht geklart werden und bedarf noch
weiterer Untersuchungen. So sollte die intramitochondriale Lokalisierung (Matrix
oder Intermembranraum) des Proteins noch genauer untersucht werden.
Aulerdem lasst die Lokalisierung des Met263 an der Oberflache der GCDH
vermuten, dass diese Aminosaure eventuell an funktionellen Protein-Protein-

Wechselwirkungen beteiligt ist.

5.2 Diat-induzierte metabolische Krise

Die Gcdh-defiziente Maus scheidet unter basalen Bedingungen erhohte
Mengen an GA und 3OHGA mit dem Urin aus. Die Hirn-Konzentrationen beider
Metabolite sind erhoht. Im Hirn sind Vakuolen, aber keine Gliose nachweisbar
(Koeller et al., 2002). Durch Verfutterung einer Hochproteindiat (HPD) konnte in
Gcedh-defizienten Mausen eine metabolische Krise induziert werden (Zinnanti et
al., 2006), woran junge Tiere (28 bzw. 56 Tage) innerhalb von 2-8 Tagen

verstarben. Das HPD-induzierte Krisenmodell wurde unter den Bedingungen
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der Forschungslabore des Universitatsklinikums etabliert und fur Tiere im Alter
von 42 und 100 Tagen standardisiert. In der Initialphase wurden Mause
gleichen Geschlechts in metabolischen Kafigen gehalten und nach 48 Stunden
Adaptation an die Kafig-Bedingungen mit der HPD begonnen. Die Trink-, Urin-
und Kotmenge, sowie das Korpergewicht der Mause wurden taglich gemessen.
Dabei wurden Wildtyp- und Gcdh-defiziente Mause mit und ohne HPD parallel
untersucht. Unter diesen Bedingungen wurden die 42 Tage alten Gcdh-
defizienten Mause unter HPD zwischen dem 2. und 3. Tag hypothermisch und
lieRen in ihrer motorischen Aktivitat nach. Dies verstarkte sich am folgenden
Tag; aullerdem kamen noch Lahmungen der hinteren Extremitaten hinzu.
Zwischen dem 3. und 5. Tag unter HPD starben die Gcdh-defizienten Mause,
nicht aber die Wildtyp- oder heterozygoten Mause (Tab. 3).

In der Studie von Zinnanti et al. (2006) wurden aulierdem 28 Tage alte Gcdh-
defiziente Mause mit einer Hochlysindiat (HLD) ernahrt, die bei 75 % der Mause
nach 3 bis 12 Tagen zum Tode fuhrte. Die Uberlebenden Mause zeigten
entweder keine Symptome oder sie wurden hypothermisch, erholten sich
anschlielRend aber wieder. In symptomatischen Gcdh-defizienten Mausen
konnte im Serum eine zehnfach und im Hirn eine funffach gesteigerte GA- und
30HGA-Konzentration nachgewiesen werden. Aul3erdem waren im Cortex und
Striatum eine starke Vakuolisierung, Neuronenverlust, Gliose, sowie
subarachnoidale Einblutungen und Stérungen der Blut-Hirn-Schranke im
Bereich des Striatums festgestellt worden (Zinnanti et al., 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurden Gcdh-defiziente Mause mit der HPD in eine
metabolische Krise gebracht. Wie unter HLD konnte in eigenen Unter-
suchungen an 42 Tage alten Gcdh-defizienten Mausen subarachnoidale
Einblutungen (Abb. 13) und eine starkere Vakuolisierung (Abb. 14) im Hirn
nachgewiesen werden. Jedoch entwickelte sich in einem Zeitraum von 4 Tagen
bei den Gcdh-defizienten Mausen unter HPD keine Gliose (Abb. 15). Es ist
anzunehmen, dass es bei Gcdh-defizienten Mausen unter HPD zu einem
Neuronenverlust kommt, wie bei Gedh-defizienten Mausen unter HLD (Zinnanti
et al, 2006). Jedoch mussen entsprechende Untersuchungen noch
durchgefuhrt werden. Gliose kommt haufig bei neurodegenerativen
Erkrankungen vor, wie z.B. Alzheimer, Multiple Sklerose oder Neuronale
Ceroidlipofuszinose (Masters et al., 2006, Pohl et al., 2007, Traboulsee, 2007).
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Bei diesen Krankheiten wird der Platz abgestorbener Neurone durch Gliazellen
eingenommen (Pekny and Nilsson, 2005). Eine Gliose kann also durch eine
vermehrte Anzahl an Gliazellen mittels Immunhistochemie fur das ,Glial fibrillary
acidic protein® (GFAP) diagnostiziert werden. GFAP st Teil von
Intermediarfilamenten in Astrocyten und Teil des Cytoskeletts (Quinlan et al.,
2007).

Eine weitere Beobachtung bei Gcdh-defizienten Mausen unter HPD war, dass
das Darmlumen der Tiere voll Kot und Blut war (Abb. 16). Aulerdem schieden
die Tiere fast keinen Kot mehr aus. Dies konnte auf eine Stérung der
Darmperistaltik zurlckzufihren sein. Eine durch Flissigkeitsmangel induzierte
Obstipation (Verstopfung) ware eine mogliche Erklarung, da sich in
Vorexperimenten zeigte, dass die Gcdh-defizienten Mause unter HPD zwar
ebensoviel Wasser aufnehmen wie Wildtyp- und Gcdh-defiziente Mause unter
Standarddiat, aber deutlich mehr Urin ausscheiden (Stellmer, 2007b). Eine
gestorte Peristaltik des Darms konnte mit Hilfe eines Ultraschallgerates oder
einer Rontgen-Untersuchung der Magen-Darm-Passage uberpruft werden.
Diese Untersuchungen sind an Mausen jedoch nicht etabliert. Histochemisch
konnte am Darm HPD-behandelter Gcdh-defizienter Mause, im Gegensatz zu
den makroskopischen Beobachtungen, keine Einblutungen nachgewiesen
werden (Abb. 16). Eine Erklarung ware, dass das Blut aus dem Magen stammt,
was aber im Rahmen dieser Arbeit nicht ndher untersucht wurde.

Des Weiteren konnten im Serum von Gcdh-defizienten Mausen unter HPD eine
1,3-fach hohere Konzentration von GA und eine 1,5-fach hohere Konzentration
von 30HGA, im Vergleich zu Gcdh-defizienten Mausen unter Standarddiat
gemessen werden. Im Urin waren die Konzentrationen von GA und 30HGA um
das 1,5- bzw. 1,6-fache erhoht. Die Zusammenfassung der hier beschriebenen
Befunde fur Gedh-defiziente Mause unter HPD wurden verodffentlicht (Keyser et
al., 2008).

5.2.1 Blut-Hirn-Schranken-Permeabilitat unter HPD

Bisher ist nicht klar, was die Neurodegeneration bei GA1 ausldst. Es wurde
uber exzitotoxische Effekte von GA und 30OHGA auf primare Neuronen und
Gliazellen berichtet (Ullrich et al., 1999, Kolker et al., 2004). Aber auch
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zytotoxische Wirkungen von Glutaconsaure und Chinolinat, das beim Abbau
von Tryptophan Uber den Kynurenin-Weg entsteht, wurden diskutiert (Schwarcz
et al., 1983). Da Glutaconsaure nicht bei allen GA1-Patienten gefunden wurde,
GA nicht nur bei GA1, sondern auch bei der GA2 und GA3 erhoht ist (Knerr et
al., 2002) und 30HGA der einzige spezifische GA1-Metabolit ist, wurde in
dieser Arbeit der Fokus auf 30HGA als mogliche toxische Substanz gelegt.

Aminosaure-Abbau findet vor allem in der Leber statt. Daher wird in diesem
Organ am meisten 30HGA bei den GA1-Patienten produziert. Jedoch ist das
vorwiegend betroffene Organ bei diesen Patienten das Hirn. Damit stellt sich
die Frage, ob 30HGA, die die potenziell zytotoxischen Effekte im Hirn auslost,
vom Hirn selbst produziert wird oder ob sie von der Leber und anderen
Organen in das Blut abgegeben wird und Uber die Zirkulation in das Hirn
gelangt. Da es sich bei 30OHGA um eine polare, hydrophile Substanz handelt,
kann es die Blut-Hirn-Schranke (BHS) nicht ohne ein zusatzliches
Transportsystem passieren. Die BHS trennt das Hirn von der Zirkulation. Sie
besteht aus Endothelzellen, die von Pericyten stabilisiert werden. Astrocyten
umgeben diese beiden Zelltypen (Hawkins and Davis, 2005). Die BHS verdankt
ihre Impermeabilitat den Endothelzellen. Diese unterscheiden sich von
Endothelzellen in anderen Geweben und Organen dadurch, dass sie eine
verlangsamte Endozytose aufweisen. Dies fuhrt dazu, dass der transzellulare
Transport von Proteinen und Substanzen eingeschrankt ist (Rubin and
Staddon, 1999). Ein weiterer Unterschied sind die Tight Junctions. Diese liegen
zwischen den Endothelzellen, bestehen unter anderem aus Occludin, Zonula
Occludens-1 (ZO-1), ZO-2 und Claudinen und verhindern den parazellularen
Transport von niedrig molekularen Substanzen und Proteinen. In den
verschiedenen Geweben ist die Zusammensetzung der Tight Junctions
unterschiedlich. So konnte in den Endothelzellen des Hirns eine erhdhte
Expression von Occludin (Hirase et al., 1997) oder auch des ZO-1 (Furuse et
al., 1994) beobachtet werden. Im Darm sind die Tight Junctions durchlassiger
fur lonen, wie z.B. Natrium; im Hirn verhindern sie fast komplett den
parazellularen Transport. Auler den Tight Junctions tragen auch noch die
nachgeschalteten Adherens Junctions zur Impermeabilitat der Blut-Hirn-
Schranke bei. Die Blut-Hirn-Schranke kénnen nur kleine und lipophile Molekdile

wie z.B. Kohlendioxid oder Ethanol ungehindert passieren.
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Beobachtungen bei Patienten und in vitro Befunde deuten daraufhin, dass bei
GA1 Endothelfunktionen gestort sein konnten. Neben den bei GA1-Patienten
beobachteten subduralen Hamatomen (Drigo et al., 1993, Osaka et al., 1993,
Hoffmann et al., 1996, Woelfle et al., 1996), konnten Mihlhausen et al. (2006)
zeigen, dass 30HGA, die Zell-Zell-Kontakte von Endothelzellen beeintrachtigt
und zu einer erniedrigten Expression von VE-Cadherin, einem Bestandteils der
Adherens Junctions, in HDMECs (humane mikrovaskulare Endothelzellen der
Haut) fuhrt. Strauss et al. (2003b) postulierten, dass bei GA1-Patienten durch
die Ausschittung von Histamin nach einer Infektion oder durch physischen
Stress, die Blut-Hirn-Schranke geschadigt wird und infolgedessen 30OHGA in
das Hirn eindringen kann. Sauer et al. (2006) zeigten zwar, dass d4s-GA und ds-
30HGA nach Injektion in Wildtyp-Mause nicht in relevanten Mengen im Hirn zu
finden war, jedoch lassen diese Versuche weder Schlussfolgerungen uber
Endothelbarrieren bei Gedh-Defizienz unter basalen Bedingungen, noch unter
Bedingungen kataboler Krisen zu. In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb an
42 Tage alten Wildtyp- und Gcdh-defizienten Mausen unter Standarddiat und
HPD getestet, ob intravends injizierte [°’H]-30HGA vermehrt in das Hirn
gelangen kann. Innerhalb der ersten Stunde nach Injektion war ein Grof3teil der
Radioaktivitat im Urin nachweisbar. Von der verbleibenden, nicht
ausgeschiedenen Radioaktivitat konnte gezeigt werden, dass bei Gcdh-
defizienten Mausen weder unter Standarddidt noch unter HPD mehr [*H]-
30HGA im Hirn nachweisbar war, sondern im Gegenteil weniger, als bei
Wildtyp-Mausen (Abb. 17). Dies deutet daraufhin, das die BHS intakt ist, sowohl
bei Gcdh-defizienten Mausen unter Standarddiat, wie auch bei Gcdh-
defizienten Mausen, die sich in einer Krise befinden. Die Tatsache, dass in
Gcdh-defizienten Mausen unter HPD am wenigsten [PH]-30HGA im Hirn
wiedergefunden wurde, ist damit zu erklaren, dass diese Mause, wie auch die
Gcdh-defizienten Mause unter Standarddiat, endogenes 3OHGA produzieren.
Jedoch ist bei Gcdh-defizienten Mausen unter HPD eine 1,5-fach hohere
Konzentration an 30HGA im Serum als unter Standarddiat messbar (Tab. 5).
Daher konnte auch eine kompetitive Hemmung der [’H]-30HGA-Aufnahme
durch erhohte zirkulierende Konzentrationen von 30HGA fiur die insgesamt
erniedrigte Aufnahme verantwortlich sein. Diese Erklarung geht aber davon

aus, dass 30HGA Uber einen spezifischen Transporter in das Hirn transportiert
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wird. Im Zusammenhang dazu bestunde noch die alternative Erklarung, dass
die Expression dieses potenziellen Transporters unter Bedingungen der HPD-
induzierten metabolischen Krise erniedrigt und deshalb weniger [°’H]-30HGA im

Hirn nachweisbar war.

Tab. 5: GA- und 30HGA-Konzentration in 42 Tage alten Gcdh-defizienten Mausen unter
Standarddiat und HPD

GA 30HGA
Gcedh-defizient Gcedh- Gcdh-defizient Gcedh-
unter defizient unter defizient
Standarddiat unter HPD Standarddiat unter HPD
Plasma 255 + 180 338 + 204 7.2+2.1 10,5+ 1,8
(umolll)
Urin
(mmolimol | 33.926 +6.056 | °0:934% 898+ 126 | 1.414 + 168
.- 9.927
Kreatinin)

Eine weitere Untermauerung der Annahme, dass die BHS intakt ist, lieferte das
Experiment, in dem Mausen fluoreszent-markierte Dextrane (3 kDa, 10 kDa, 70
kDa) injiziert wurden. Keines der Dextrane war im Hirngewebe Gcdh-defizienter
oder Wildtyp-Mause nachzuweisen. Dem Labor stand jedoch kein Mausmodell
mit einer defekten BHS zur Verfugung, welches als Positivkontrolle fur die

Versuchsserien hatte dienen konnen.

5.2.2 Ausscheidung von 30HGA

Ausgehend von Ergebnissen eines DNA-Microarrays aus Nierengewebe 42
Tage alter Wildtyp- und Gcdh-defizienter Mause, identifizierten Stellmer et al.
(2007) den ersten Transporter fur 3OHGA. Es handelt sich dabei um den
Natrium-abhangigen Dicarboxylat-Transporter 3 (NaC3). Dieser Transporter
wird vor allem in der Niere, aber auch in der Leber, im Pankreas und im Hirn
exprimiert. In der Niere ist NaC3 in der basolateralen Membran proximaler
Tubuluszellen lokalisiert und transportiert Dicarboxylate in die Zelle. Stellmer et
al. (2007) konnten zeigen, dass NaC3 GA mit hoher Affinitat (K = 40 yM) und
30HGA mit niedriger Affinitat (Ky = 980uM) transportiert und dass die

84



Diskussion

Expression von NaC3 in den Nieren von Gcdh-defizienten Mausen erhéht ist.
Ein anderer Dicarboxylat-Transporter ist der Organische Anionen Transporter 1
(OAT1). OAT1 ist ebenfalls in Nieren Gcdh-defizienter Mause erhoht. Dieser
Transporter ist wie NaC3 in der basolateralen Membran von proximalen
Tubuluszellen lokalisiert. Der OAT1-abhangige Transport von para-
Aminohippursaure (PAH) kann durch GA und 30OHGA mit hoher Affinitat (Ki =
98 uM) gehemmt werden (Hagos et al., 2008). Damit sind zwei Transporter
bekannt, bei denen die mMRNA-Expression in den Nieren von Gcdh-defizienten
Mausen erhoht ist. Eine fraktionelle Sekretion von 30OHGA und GA in den Urin
setzt also eine NaC3/OAT1-vermittelte Aufnahme der Metabolite Uber die
basolaterale Plasmamembran proximaler Tubuluszellen und eine Transporter-
vermittelte Abgabe in den Urin Uber die apikale Membran voraus. Basierend auf
diesem Transportermodell proximaler Tubuluszellen kdnnte die erhohte
Akkumulation von [°H]-30HGA im Nierengewebe HPD-behandelter Gcdh-
defizienter Mause (Abb. 17) wie folgt erklart werden:

1. Die erhdohte mRNA-Expression von NaC3/OAT1 flhrt zu einer
gesteigerten Anzahl von Transportern in der basolateralen Membran der
Tubuluszellen, die eine erhdhte Aufnahme von [°H]-30HGA bedingen.
Gleichzeitig bleibt die Expression bzw. die Transportrate des
Transporters an der apikalen Membran unverandert.

2. Der apikale Transporter in proximalen Tubuluszellen ist in seiner
Expression oder Transportrate reduziert, was zur intrazellularen
Akkumulation von[°*H]-30HGA beitragt.

3. In den proximalen Tubuluszellen akkumuliert sowohl mehr des kurzzeitig
applizierten [°H]-30HGA, wie auch groRere Mengen an endogen
produzierten 30HGA, die an der apikalen Membran um die Transporter-

abhangige Sekretion in den Urin konkurrieren.

OAT4 ist ein Dicarboxylat-Transporter, der in der apikalen Membran von
proximalen Tubuluszellen lokalisiert ist. OAT4 fungiert als Antiporter. Es konnte
gezeigt werden, dass der OAT4-vermittelte Transport von Ostronsulfat durch
30HGA und GA nicht cis-inhibierbar ist. Jedoch lasst sich eine ftrans-
Stimulation der Aufnahme von Ostronsulfat durch 30HGA und GA beobachten
(Hagos et al., 2008). Da OAT4 bei Mausen jedoch nicht vorkommt, kénnte
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diese Funktion OAT2 uUbernehmen. Es ist beschrieben worden, dass OAT2
beim Menschen in der basolateralen Membran (Enomoto et al., 2002), bei der
Maus jedoch in der apikalen Membran (Kobayashi et al., 2005) von proximalen
Tubuluszellen lokalisiert ist. In vorlaufigen Untersuchungen konnte in den
Nieren von Gcdh-defizienten weiblichen Mausen unter HPD, jedoch eine
geringere OAT2 mRNA-Expression beobachtet werden als in Gedh-defizienten
weiblichen Mausen unter Standarddiat (B. Kortman, UKE, unveroffentlichte
Ergebnisse).

Diese Ergebnisse unterstiitzen die oben genannten Uberlegungen, dass der
apikale Transporter in seiner Expression erniedrigt ist und so eine Akkumulation

des injizierten [°H]-30HGA im Nierengewebe bedingt.

Die bei GA1 entstehenden Metabolite sind im Urin nachweisbar. Die
Ausscheidung von GA und 30HGA mit dem Urin, sowie die Umwandlung von
Glutaryl-CoA in Glutarylcarnitin, war nach bisheriger Meinung die einzige
Madglichkeit diese Sauren zu entfernen. Es konnte zudem gezeigt werden, dass
30HGA auch uber den Kot aus dem Korper entfernt werden kann (Keyser et
al., 2008). In Gcdh-defizienten Mausen unter Standarddiat war nach Injektion
von [°H]-30HGA im Darm/Magen/Kot fast doppelt soviel Radioaktivitat
wiederzufinden wie bei Wildtyp-Mausen unter Standarddiat. Bei Gcedh-
defizienten Mausen, die sich in einer Krise befinden, ist im Darm/Magen/Kot
viermal weniger Radioaktivitat als in symptomlosen Gcdh-defizienten Mausen
(Abb. 17). Diese Tiere konnen 30OHGA also nicht mehr Uber den Kot aus dem
Korper entfernen. Ob sich dadurch die stationare Konzentration von 30HGA in
der Zirkulation oder im Gewebe vergrélert und sich damit die Toxizitat der
Metabolite erhoht, bleibt offen.

In Gedh-defizienten Mausen unter HPD konnte eine erhdohte Radioaktivitat in
der Leber nachgewiesen werden (Abb. 17). Zusammen mit der erniedrigten
Ausscheidung von [°H]-30HGA (iber den Kot, lassen sich diese Ergebnisse
ahnlich erklaren, wie die Akkumulation von [°H]-30OHGA in den Nieren Gcdh-
defizienter Mause unter HPD, namlich a) durch eine erhdhte basolaterale
Aufnahme von [°H]-30HGA, b) durch eine erniedrigte Abgabe des Metaboliten

uber den apikalen Transporter in die Gallenfllssigkeit oder ¢) durch Konkurrenz
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des injizierten [°H]-30HGA mit dem endogen produzierten 30HGA um den
Transport Uber die apikale Membran.

5.3 Transporter in Astrocyten und Neuronen von Gcdh-

defizienten Mausen

Gliazellen dienen der Stabilisierung der Neurone, der elektrischen Isolierung
der Axone und der Versorgung der Neurone. Letztere Aufgabe Ubernehmen
Astrocyten. Zum einen nehmen sie Uberschussiges Glutamat schnell auf
(Schousboe et al., 1977, Erecinska and Silver, 1990), konvertieren dieses mit
Hilfe der Glutaminsynthase zu Glutamin, sodass es fur die Weiternutzung durch
Neurone wieder an den |Intrazellularraum abgegeben werden kann.
Glutamatergene Neurone benodtigen Glutamin zur Synthese der Neuro-
transmitter Glutamat und GABA (Shank and Aprison, 1981a, Shank and
Aprison, 1988). Da die Neurone das Enzym Glutaminsynthase nicht
exprimieren, sind sie hierbei ganz auf die Astrocyten angewiesen (Norenberg
and Martinez-Hernandez, 1979). Zum anderen wandeln Astrocyten Glukose in
Lactat um, das wiederum an Neurone abgegeben werden kann (Tsacopoulos
and Magistretti, 1996, Magistretti et al., 1999, Pellerin and Magistretti, 2003).
Auch aus diesem Substrat bilden glutamatergene Neurone Glutamat
(Schousboe et al., 1997).

Der Citratzyklus ist der Mittelpunkt des Stoffwechsels einer Zelle. Acetyl-
Gruppen oder Dicarboxylate kdnnen in diesen Zyklus eingeschleust werden.
Aulerdem dienen die Citratzyklus-Intermediate als Vorlaufer fur die Fettsaure-,
aber auch fur die Aminosauresynthese und —oxidation. Die fur diese Prozesse
aus dem Zyklus entfernten Intermediate, mussen fur dessen Aufrechterhaltung
standig nachgeliefert werden. Diese Aufgabe wird durch die Pyruvat
Carboxylase reguliert. Die Pyruvat Carboxylase carboxyliert Pyruvat zu
Oxalacetat, einem Intermediat des Citratzyklus. Neurone exprimieren die
Pyruvat Carboxylase nicht (Yu et al., 1983, Shank et al., 1985, Cesar and
Hamprecht, 1995) und sind somit auf die Zufuhr von Citratzyklus-Intermediaten
von aullen angewiesen. Astrocyten versorgen die Neurone mit Citratzyklus-
Intermediaten (Shank and Campbell, 1984, Westergaard et al., 1994a,
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Westergaard et al., 1994b), indem sie Dicarboxylate wie z.B. Succinat, Malat
oder a-Ketoglutarat in den Interzellularraum abgeben. Diese Intermediate
werden in der Folge von Neuronen aufgenommen und in den Citratzyklus
eingeschleust (Shank and Campbell, 1981b, Shank and Campbell, 1984, Hertz
and Peng, 1992, Shank and Bennett, 1993).

Da es sich bei den Metaboliten GA und 30OHGA um Dicarboxylate handelt,
konnten sie den Transport von Citratzyklus-Intermediaten zwischen Astrocyten
und Neuronen hemmen, wodurch die Neurone nicht mehr ausreichend mit
Intermediaten versorgt werden wirden und es dadurch mdglicherweise zu dem
bei GA1-Patienten beobachteten Neuronenverlust kommen kann.

Des Weiteren konnte, wie fur die Nieren Gcdh-defizienter Mause gezeigt, die

Expression von Dicarboxylat-Transportern im Hirn verandert sein.

5.3.1 Expression von OAT1, OAT2 und NaC3

OAT1 transportiert organische Anionen, wie z.B. Citrat oder para-
Aminohippursaure, im Austausch gegen Dicarboxylate. Ob OAT1 aber im Hirn
exprimiert wird, ist nicht klar. So konnten einige Arbeitsgruppen eine geringe
Expression von OAT1 mRNA im Hirn von Menschen, Ratten und Mausen
nachweisen (Sekine et al., 1997, Cihlar et al., 1999, Hosoyamada et al., 1999,
Race et al., 1999, Pavlova et al., 2000), andere jedoch nicht (Sweet et al., 1997,
Kobayashi et al., 2002).

In der vorliegenden Arbeit konnte keine OAT1 mRNA-Expression in primaren
Astrocyten und Neuronen von Wildtyp- und Gcedh-defizienten Mausen
nachgewiesen werden. Pavlova et al. (2000) berichten Uber eine entwicklungs-
abhangige Expression von OAT1 mRNA im Maushirn. In Embryonen konnte
OAT1 mRNA im Plexus choroideus, im Epithel der Ventrikel und in der Dura
mater nachgewiesen werden. Postnatal wird OAT1 nur noch in der Dura mater
exprimiert (Pavlova et al., 2000). Die Isolierung der in dieser Arbeit
verwendeten primaren Zellen erfolgt am Tag der Geburt und die Messungen an
den Zellen wurden nach 10 Tagen Kultivierung in vitro durchgefuhrt. Auf3erdem
wurden bei der Isolierung der Zellen die Hirnhaute entfernt, zu denen die Dura
mater gehort. Das koénnte erklaren weshalb bei den Untersuchungen keine

MRNA-Expression von OAT1 nachgewiesen werden konnte.
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OAT?2 ist ebenfalls ein Transporter fiir organische Anionen. Uber die Fahigkeit
von OAT2 Dicarboxylate wie a-Ketoglutarat zu binden und zu transportieren
liegen gegensatzliche Befunde vor (Morita et al., 2001, Sun et al., 2001). In
primaren Astrocyten und Neuronen aus Wildtyp- und Gcdh-defizienten neuge-
borenen Mausen war eine Expression von OAT2 mRNA messbar (Abb. 19). In
Neuronen wurde dreimal mehr OAT2 mRNA nachgewiesen als in Astrocyten.
Jedoch war die Expression in beiden Zelltypen sehr schwach, so dass sich hier
die Frage nach der physiologischen Bedeutung stellt. Pavlova et al. (2000)
konnten OAT2 mRNA nur am postnatalen Tag 5 im Metencephalon (Hinterhirn)
nachweisen. Dies lasst vermuten, dass OAT2 im Hirn nur in neugeborenen
Mausen, wenn uUberhaupt, eine Rolle spielt. Das Hinterhirn besteht aus dem
Cerebellum und dem Pons. Das Cerebellum ist unter anderem flr die Planung
und Feinabstimmung von Bewegungen verantwortlich. Bisher ist jedoch nichts
uber eine Schadigung des Cerebellums bei GA1-Patienten bekannt. Auch ist
nicht klar, ob OAT2 im menschlichen Hirn zu irgendeiner Zeit Uberhaupt
exprimiert wird. In Bezug auf die Erforschung der Gedh-defizienten Maus, sollte
deshalb in Folgeexperimenten die Expression von OAT2 im Hinterhirn genauer
untersucht werden, z.B. in welcher Entwicklungsphase OAT2 exprimiert wird, in
welcher Hohe die Expression stattfindet und ob OAT2 Uberhaupt eine
physiologische Bedeutung bei der Ausbildung von GA1-spezifischen

Symptomen spielen kann.

NaC3 transportiert drei Natrium-lonen und ein Di- oder Tricarboxylat (Kekuda et
al., 1999, Wang et al., 2000, Pajor et al., 2001). Im Hirn von Ratten und Mausen
wird NaC3 von Astrocyten exprimiert. In Ratten- und Mauseneuronen wurde
hingegen keine NaC3 mRNA nachgewiesen (Fujita et al., 2005, Wada et al.,
2006, Yodoya et al.,, 2006). In der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls
Expression von NaC3 mRNA in primaren Astrocyten aus Wildtyp- und Gcdh-
defizienten Mausen gezeigt werden (Abb. 18). Jedoch konnte in primaren
Neuronen auch NaC3 mRNA-Expression beobachtet werden, die sogar
dreifach hoher war als in Astrocyten. Diese Ergebnisse wurden in drei
verschiedenen Zell-Isolationen bestatigt. Aullerdem wurde eine PCR mit

anderen NaC3-spezifischen Primern durchgeflhrt, die bestatigte, dass primare
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Neurone NaC3 mRNA exprimieren. Worauf die Abweichung zur Literatur
zuruckzufuhren ist, ist nicht klar.

In der vorliegenden Arbeit konnte des Weiteren nachgewiesen werden, dass die
primaren Astrocyten aus Gcdh-defizienten Mausen doppelt soviel NaC3 mRNA
exprimieren wie Wildtyp-Astrocyten (Abb. 18). Schon in den Nieren Gcdh-
defizienter Mause konnte eine erhohte mMRNA-Expression von NaC3
beobachtet werden (Stellmer et al., 2007a). Dies fuhrt vermutlich zu einer
erhohten Aufnahme von 30HGA und GA aus dem Blut in proximale
Tubuluszellen der Niere. Im Hirn konnte es zu einer erhdhten Aufnahme oder
erhdohten Abgabe von 30HGA und GA in bzw. aus den Astrocyten flhren, da
NaC3 ein bidirektionaler Transporter ist. Dementsprechend mussten die Gedh-

defizienten Neurone ebenfalls mehr 3S0OHGA und GA aufnehmen bzw. abgeben.

5.3.2 Transport von ['“C]-Succinat in Astrocyten und Neuronen

Der Transport von Citratzyklus-Intermediaten Uber die Plasmamembran wird
uber Natrium-abhangige Transporter vermittelt. NaC1 hat eine niedrige Affinitat
zu Di- und Tricarboxylaten und wird in der Niere und im Darm exprimiert (Pajor,
1995, Pajor, 1996, Chen et al., 1998). NaC2 hat eine hohe Affinitat zum
Tricarboxylat Citrat, transportiert aber auch die Dicarboxylate Succinat und o-
Ketoglutarat (Inoue et al., 2002a, Inoue et al., 2002b, Inoue et al., 2004) und
wird vor allem in der Leber, aber auch im Hirn exprimiert (Inoue et al., 2002a).
NaC3 transportiert vor allem Dicarboxylate wie GA, 2-D-OHGA, 2-L-OHGA, a-
Ketoglutarat und 3OHGA, aber auch Tricarboxylate (Hagos et al., 2008) und
wird in den Nieren, der Leber und dem Hirn exprimiert (Chen et al., 1998,
Kekuda et al., 1999, Wang et al., 2000, Pajor et al., 2001).

NaC2 und NaC3 mRNA werden im Hirn, jedoch in unterschiedlichen Zelltypen
exprimiert. In Ratten und Mausen wurde NaC2 mRNA in Neuronen und NaC3
MRNA in Astrocyten nachgewiesen (Fujita et al., 2005, Wada et al., 2006,
Yodoya et al., 2006). Auch auf Proteinebene konnte diese zelltypabhangige
Expression bestatigt werden. Die bei GA1 entstehenden Metabolite GA und
30HGA koénnen uber den NaC3 transportiert werden (Stellmer et al., 2007a).
Ob sie den Transport von Citratzyklus-Intermediaten in Astrocyten und

Neuronen beeinflussen, wurde an primaren Zellen aus Wildtyp- und Gcadh-

90



Diskussion

defizienten Mausen untersucht. Da NaC3 ein bidirektionaler Transporter ist,
wurde der Einfluss von GA und 30HGA auf die Aufnahme des NaC3-
Substrates ['*C]-Succinat gemessen. Tatsachlich inhibiet 2 mM GA die
Aufnahme von ["C]-Succinat um 90 %, in Astrocyten ebenso wie in Neuronen,
wahrend 30HGA in gleicher Konzentration die Aufnahme von ['*C]-Succinat in
beiden Zelltypen nur um ca. 50 % inhibiert (Abb. 20, Abb. 22). Zwischen
Wildtyp- und Gcdh-defizienten Zellen konnte in dieser Versuchsreihe kein
Unterschied beobachtet werden. Uberraschend war, dass die ['“C]-Succinat
Aufnahmerate in Astrocyten und Neuronen gleich war. Diese Beobachtung
steht nicht im Einklang mit der Literatur. Hier wird beschrieben, dass in Ratten-
und Mausneuronen keine NaC3 sondern nur NaC2 mRNA nachweisbar war
(Fujita et al., 2005, Wada et al., 2006, Yodoya et al., 2006). Da NaC2 eine
niedrigere Affinitat zu Dicarboxylaten hat als NaC3, sollten neuronale Zellen
weniger Dicarboxylate als die NaC3-exprimierenden Astrocyten aufnehmen.
Unter unseren Bedingungen war aber NaC3 mRNA in primaren Neuronen
nachweisbar, bei denen die relative Menge sogar dreifach Uber der in
Astrocytenkulturen lag (Abb. 18). Ausgehend von diesen Werten wurden wir
eine erhohte Aufnahme von [*C]-Succinat in die Neurone erwarten. Dies ist
jedoch nicht der Fall. Eine mdgliche Erklarung ist, dass nur die NaC3 mRNA-
Expression nicht aber das NaC3-Protein erhoht war. Ahnliche Regulations-
mechanismen sind vom Transferrin-Rezeptor bekannt, dessen mRNA-Synthese
gleich bleibend ist. Bei erhdhten Spiegeln des Eisen-Ligandens wird die
Transferrin mRNA abgebaut. Wenig Eisen in der Zelle stabilisiert die mRNA
(Graham et al., 2007). Eine andere Madglichkeit ware, dass in den Neuronen
auch die mRNA &quivalent in NaC3-Protein translatiert wird, jedoch die Zahl
des NaC3 in der Plasmamembran unverandert ist. So ist vom Glukose-
Transporter 4 (GLUT4) bekannt, dass im basalen Zustand die Mehrheit der
Transporter in intrazellularen Membranen lokalisiert ist und es nur nach
Stimulation mit Insulin zu einer Umverteilung von GLUT4 an die
Plasmamembran kommt (Rea and James, 1997, Pessin et al., 1999). Aus
Mangel an geeigneten anti-Maus NaC3-Antikorpern konnte diese Erklarungs-
moglichkeit hier nicht untersucht werden.

In Oocyten-Experimenten wurden die Ky-Werte von sechs Dicarboxylaten fur

NaC3 ermittelt (Tab. 4). Succinat hat den niedrigsten Ky-Wert, das bedeutet es
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hat die hochste Affinitat zu NaC3, gefolgt von GA, a-Ketoglutarat, 2-D-OHGA
und 2-L-OHGA. 30OHGA hatte die niedrigste Affinitat fur NaC3 (Hagos et al.,
2008). Unter der Annahme, dass die Ky-Werte den Ki-Werten ahneln, wurde
danach getestet, ob bei den entsprechenden Konzentrationen der Ky-Werte der
Dicarboxylate sich die Aufnahme von [*C]-Succinat in Astrocyten um 50 %
hemmen lie. Mit Ausnahme von 30HGA und o-Ketoglutarat wurden die
Befunde der Oocyten-Experimente bestatigt. Wahrend aber fir 30HGA ein K-
Wert von etwa 2 mM bestimmt wurde (Abb. 21), war aus der Einzel-
konzentrationsmessung von a-Ketoglutarat kein entsprechender Ki-Wert
ableitbar. Warum dieser gro3e Unterschied in den Ky-Werten zwischen
Oocyten und Astrocyten beobachtet wurde, ist moglicherweise damit erklarbar,
dass das Oocyten-Expressionssystem nur ein kunstliches Modell ist, das nicht
der komplexen Regulierbarkeit der NaC3-Transporteraktivitat in Mausastrocyten

entspricht.

Es konnten keine Unterschiede in der Aufnahme von ["C]-Succinat zwischen
Wildtyp- und Gcdh-defizienten Zellen beobachtet werden. Wenn jedoch der
zeitliche Efflux untersucht wird, kann man Differenzen erkennen. Astrocyten aus
Wildtyp- und Gcdh-defizienten Mdusen wurden vorbeladen mit [**C]-Succinat
und der Ausstrom dieses Dicarboxylats zeitabhangig gemessen. Es war zu
beobachten, dass nach 8 min die Astrocyten aus den Wildtyp-Mausen 50 % des
['*C]-Succinats wieder in das Medium abgegeben hatten. Bei den Astrocyten
aus Gcdh-defizienten Mausen ist dieser Zeitpunkt erst nach 19,5 min erreicht
(Abb. 23). Das bedeutet, dass Astrocyten aus Gcdh-defizienten Mausen
langsamer Citratzyklus-Intermediate abgeben kdénnen als Astrocyten aus
Wildtyp-Mausen. Gcdh-defiziente Astrocyten produzieren endogen 30OHGA und
GA, die mit Citratzyklus-Intermediaten ([**C]-Succinat) um Bindungsstellen am
NaC3 konkurrieren, so dass weniger Intermediate aus den Astrocyten in den
Interzellularraum transportiert werden koénnen. Da auch Gcdh-defiziente
Neurone endogen 30HGA und GA produzieren, wurde bei diesen Zellen
ebenfalls erwartet, dass der Ausstrom von ["“C]-Succinat langsamer verlauft,
als in den Wildtyp-Neuronen. Das Gegenteil ist jedoch der Fall. Neurone aus
Gcdh-defizienten Mausen geben schneller [*C]-Succinat in das Medium ab als

Neurone aus Wildtyp-Mausen (Abb. 24). Wenn Astrocyten aus Gcadh-
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defizienten Mausen weniger Intermediate zur Verfligung stellen, kdnnte als
Kompensationsmechanismus die Synthese und Expression von Dicarboxylat-
Transportern an der Plasmamembran der Neurone erhdht werden. Ahnliche
Kompensationsmechanismen sind flr LDL-Rezeptoren in Zellen beschrieben,
die in LDL-freiem Medium kultiviert wurden (Horton et al., 1993). Da NaCz2,
ebenso wie NaC3 ein bidirektionaler Transporter ist, wirde sich dies auch mit
einem erhohten Ausstrom von Dicarboxylaten aus Gcedh-defizienten Neuronen
bemerkbar machen. Jedoch wirde eine gesteigerte Anzahl an Transportern
nicht nur mehr Dicarboxylate aus der Zelle transportieren, sondern auch in die
Zelle hinein. Dies sollte dann zu einer erhohten Aufnahmerate von ['C]-
Succinat in Gcdh-defizienten Neuronen gegenuber Wildtyp-Neuronen fluhren,
was aber nicht beobachtet wurde. Die Aufnahme von [**C]-Succinat in Wildtyp-
und Gcdh-defiziente Neurone war nach 20 min nicht signifikant verandert. Ob
nach dieser Zeit mdglicherweise schon eine Sattigung, d.h. ein Gleichgewicht
zwischen Aufnahme und Efflux von ['*C]-Succinat in Wildtyp- und Gedh-
defiziente Neurone erreicht war und deshalb kein Unterschied in der Aufnahme
mehr nachgewiesen werden konnte, muss in weiteren zeitabhangigen
Aufnahme-Experimenten untersucht werden. In der Literatur ist jedoch eine
lineare Aufnahme von [**C]-Succinat in Rattenastrocyten und Mausneuronen
bis zu 30 min beschrieben worden (Wada et al., 2006, Yodoya et al., 2006).

Auf der anderen Seite konnten die von Gcdh-defizienten Neuronen endogen
produzierten Dicarboxylate 3OHGA und GA eine trans-inhibitorische Wirkung
auf die Transporter haben. Hierdurch hatten die Zellen zwar mehr NaC3-
Transporter an der Plasmamembran, der Einstrom von ["C]-Succinat (iber
diese Transporter wirde aber von den intrazellularen Dicarboxylaten gehemmt
werden und damit die Aufnahme von ['“C]-Succinat gleich bleiben. Eine cis-
inhibitorische Wirkung von 30OHGA auf den Organische Kationen Transporter 2
(OCT2) wurde bereits nachgewiesen (Stellmer et al., 2007a).

Schliefl3lich kdnnten auch die erhéhten Konzentrationen von GA und 30HGA in
Gcdh-defizienten Neuronen selber zu einer erhdhten Expression von
Transportern an der Plasmamembran fuhren, die im Unterschied zu NaC2 und
NaC3 nur unidirektional die potenziell zytotoxischen Metabolite GA und 30HGA

aus der Zelle entfernen.
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In in vitro Experimenten an Cortexschnitt-Kulturen, konnte eine Inhibition des
Atmungsketten-Komplexes Il durch GA und 30HGA nachgewiesen werden
(Ullrich et al., 1999). Jedoch waren die eingesetzten Konzentrationen mit 4 bzw.
2 mM unphysiologisch hoch. Bei dem Atmungsketten-Komplex Il handelt es
sich um die Succinat-Dehydrogenase. Dieses Enzym katalysiert im Citratzyklus
die Oxidation von Succinat zu Fumarat.

Es bleibt zu prifen, ob auch die endogen produzierten Mengen an 3OHGA und
GA ausreichen, um in Gcdh-defizienten Astrocyten oder Neuronen den
Atmungsketten-Komplex Il zu inhibieren und nachhaltig die Aufnahme oder den

Efflux von ['*C]-Succinat zu beeinflussen.

Zum jetzigen Zeitpunkt erlauben die Ergebnisse keine vollstandige Erklarung,
ob
a) die unterschiedliche Expression von Natrium-abhangigen Dicarboxylat-
Transportern in Astrocyten und Neuronen aus Wildtyp- und Gcadh-
defizienten Mausen,
b) die endogen produzierte GA und 30HGA in Gcdh-defizienten Zellen oder
c) sekundar regulierte Enzymaktivitadten, wie die der Succinat-Dehydro-
genase, bzw. regulierte Umverteilung von Transportern von intrazellularen

Membranen an die Plasmamembran,

zu einem signifikant verandertem Austausch von Citratzyklus-Intermediaten
zwischen Gcdh-defizienten Astrocyten und Neuronen beitragen und

pathophysiologisch relevant sind.

Weiterfuhrende experimentelle Arbeiten sollten zunachst durch siRNA-
vermittelte Herunterregulation bzw. durch Uberexpression von Transportern die
Rolle von spezifischen Dicarboxylat-Transportern an kultivierten Astrocyten und
Neuronen klaren. In vivo konnten ahnliche Erkenntnisse aus Verpaarung von
konditionellen  Knockout-Mausen fur Natrium-abhangige Dicarboxylat-
Transporter bzw. OATs in z.B. Astrocyten, mit Gcdh-defizienten Mausen
erwartet werden. Alternativ konnten in vitro Mischkulturversuche von Astrocyten
und Neuronen der direkten Verfolgung des Austausches von Citratzyklus-

Intermediaten dienen.
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7 Abkurzungsverzeichnis

2-D-OHGA
2-L-OHGA
30HGA

APS

AraC Hydrochlorid
ATP

BHK

BHS
bp
BS®
BSA
cDNA
CoA
cpm
Cy3
DAPI
DEPC
DMEM
DMS
DMSO
DNA
dNTP
DTT
E.coli
ECL
EDTA
FAD
FITC
FKS
GA
GA1

2-D-Hydroxyglutarsaure
2-L-Hydroxyglutarsaure
3-Hydroxyglutarsaure
Ammoniumpersulfat
Cytarabin
Adenosintriphosphat

Zelllinie aus Hamster-Nieren (Baby hamster
kidney)

Blut-Hirn-Schranke
Basenpaare
Bis(sulfosuccinimidyl)suberat
Bovine serum albumine
complementary DNA

Coenzym A

counts per minute

Carbocyanin
4',6-Diamidino-2-phenylindol
Diethylpyrocarbonat
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethyl-Suberimidat
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonucleinacid
Desoxynukleosidtriphosphat
1,4-Dithiothreitol

Escherichia coli

enhanced chemoluminescence
Ethylene diamine tetraacetic acid
Flavin-Adenin-Dinukleotid
Fluoreszeinisothiocyanat
Fotales Kalberserum
Glutarsaure

Glutarazidurie Typ 1
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GA2
GA3
GABA
GCDH
GFAP
GLUT
HBSS
HDMEC

HE
HEPES

Glutarazidurie Typ 2

Glutarazidurie Typ 3
y-Aminobuttersaure
Glutaryl-Coenzym A Dehydrogenase
Glial fibrillary acidic protein
Glukosetransporter

Hank’s gepufferte Salzlosung

humane mikrovaskulare Endothelzellen der Haut
(human dermal microvascular endothelial cell)

Hamatoxylin-Eosin

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-
ethansulfonsaure

Hochlysindiat

Hochproteindiat

Horseradish peroxydase
Internationale Einheit

indirekte Immunfluoreszenz-Analyse
Immunglobulin

Immunomix

Immunprazipitation

Kilo Basen

Kilo Dalton

low density lipoprotein
Mangansuperoxiddismutase
4-Morpholinopropansulfonsaure
Mitochondriale Prozessierungspeptidase
messenger RNA
Natrium-abhangiger Dicarboxylat-Transporter
N-Metyl-D-Aspartat

Organische Anionen Transporter
Organische Kationen Transporter
Optische Dichte
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phosphate-buffered saline
Polymerase chain reaction
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PPO
RNA
rpm
RT
SD
SDS
TAE
TBS
TEMED
Tfb
TIM

TOM

Tris

uv
WB
Z0
MEM

2,5-Diphenyloxazol

Ribonucleinacid

rounds per minute

Raumtemperatur
Standardabweichung

Sodium Dodecylsulphate
Tris-Acetat-EDTA

Tris-buffered saline
N,N,N",N’,-Tetra-methyl-ethylendiamin
Transfection buffer

translocase of the inner mitochondrial
membrane

translocase of the outer mitochondrial
membrane

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Units

ultraviolett

Western-Blot

Zonula Occludens

minimum essential medium

anti
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Aminosauren

In der Arbeit wurden folgende Abkurzungen fur Aminosauren verwendet:

Alanin

Arginin
Asparagin
Asparaginsaure
Glutamin
Glutaminsaure
Glycin
Isoleucin
Leucin

Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin

Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin

Valin

Ala
Arg
Asn
Asp
GIn
Glu
Gly
lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val
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8 Anhang

Primer und Sonden

Fir die Real-time PCR wurden vorgefertigte TagMan®-Primer und -Sonden von

der Firma Applied Biosystems verwendet. Die Oligonukleotidsequenzen sind

nicht erhaltlich.

TagMan®-Gene

Gen Protein Expression Assay
Gapdh | Gapdh | MmM99999915_g1
Slc13a3 | NaC3 MmO00475280_m1
Slc22a6 | Oat1 MmO00456258_m1
Sic22a7 | Oat2 MmO00460672_m1

Zur Genotypisierung von Gcdh-defizienten Mausen mittels PCR wurden die

folgenden Primer von der Firma MWG Biotech synthetisiert:

Primer Sequenz

GA1-wt-for 5-CTT CCG TAA CTACTG GCA GGA
GCG G -3’

GA1-wt-rev 5- AGC TCT CGG GTC AGA AGC CCA
TAG G -3’

GA1-ko-wt 5-TTA GGC CTAGTG TGC TGG TCC
CGGA-3

GA1-ko-rev 5-TCT GGT GCC GGA AAC CAG GCA

AAG C -3
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Anhang

Zur Klonierung der Wildtyp-GCDH und der GCDH-Mutanten und zur

Sequenzierung wurden folgende Primer von der Firma MWG Biotech

synthetisiert:

Primer Sequenz

GCDH-for 5°- CAC CAT GGC CCT GAG AGG
CGT CTC C -3’

GCDH-myc-rev 5-TCA CAGATC CTC TTC TGA GAT
GAGTTTTTG TTC CTT GCT GGC
CGT GAA -3°

GCDH-mature-for 5°- CAC CAT GCG TCC CGA GTT TGA
CTG -3’

GCDH-Seq 5°- AAA GGA TAT GGC TGT GCT GGG
GTTT-3

Arg138Gly-for 5- GGT GGA CAG TGG CTA CGG
GTC GGC GAT GAG TGT CC -3’

Arg138Gly-rev 5-GGA CAC TCATCG CCG ACC CGT
AGC CAC TGT CCACC -3’

Met263Val-for 5- GGG CCT CAG CCA CAG GCG
TGATCATCATGG ACG G -3°

Met263Val-rev 5-CCG TCC ATG ATG ATC ACG CCT
GTG GCT GAG GCC C -3’

Arg402Trp-for 5- CGA GTA TCA CGT GAT CTG GCA
CGC CAT GAA CCT GGA GG -3°

Arg402Trp-rev 5- CCT CCA GGT TCATGG CGT GCC
AGA TCA CGT GAT ACT CG -3

Glu414Lys-for 5- GGC CGT GAA CAC CTA CAA AGG
TAC ACA TGA CAT TCA CGC CC -3°

Glu414Lys-rev 5- GGG CGT GAA TGT CAT GTG TAC
CTTTGT AGG TGT TCA CGG CC -3°
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