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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Zirka 99 % des mitochondrialen Proteoms sind nukledr kodiert. Mitochondriale
Matrixproteine werden als Prékursor-Proteine im Cytosol synthetisiert und post-translational in
das Mitochondrium importiert, um dort nach Abspaltung eines Signalpeptids in reife und
funktionelle Proteine prozessiert zu werden [1]. Die cytosolischen molekularen Chaperone
Hsc70 und Hsp90 binden kotranslational das Prakursor-Protein. Damit werden die
Aufrechterhaltung eines ungefalteten Zustandes und die Ubergabe an mitochondriale
Importrezeptoren zur korrekten mitochondrialen Translokation gewahrleistet [2-5]. Dennoch ist
das Zusammenspiel von cytosolischen Proteinen, mitochondrialen Importrezeptoren und
Prakursor-Proteinen nicht hinreichend untersucht [6, 7]. Die meisten monogenetischen
mitochondrialen Erkrankungen basieren auf Mutationen in der nukledren DNA [8, 9].
Mutationsbedingte Veranderungen der Primarsequenz von cytosolischen Proteinen flihren
h&ufig zu Veréanderungen ihrer Tertiar- und Quartarstruktur und in der Folge zu Stérungen des
Protein-Protein-Interaktionsnetzwerks der betroffenen Proteine [10-12]. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass Missense-Mutationen in mitochondrialen
Prakursor-Proteinen zu Veranderungen des cytosolischem Protein-Protein-
Interaktionsnetzwerks fihren, insbesondere zu Stérungen der Interaktion mit Proteinen des
Proteinhomdostasenetzwerks, die einen reduzierten mitochondrialen Import zur Folge haben.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss genetischer Variation auf den Import nuklear
kodierter mitochondrialer Proteine charakterisiert. Es konnten cytosolische Mechanismen der
Krankheitsentstehung am Beispiel des Glutaryl-CoA-Dehydrogenase-Mangels, basierend auf
Mutationen im Gen der Glutaryl-CoA-Dehydrogenase (GCDH), aufgedeckt werden.
Mutationen im maturen Anteil des Proteins kénnen zu einem Importdefekt in das
Mitochondrium flhren. Es konnte gezeigt werden, dass der mature Anteil der GCDH, auch
ohne Vorliegen einer mitochondrialen Signalsequenz am N-Terminus, eine Bindung an die
Mitochondrienoberflache vermitteln  kann. Mittels massenspektrometrischer  sowie
lumineszenz- und fluoreszenzspektroskopischer Methoden konnte ein cytosolisches
Interaktionsnetzwerk mitochondrialer Prakursor-Proteine identifiziert werden. Quantitative
Interaktionsanalysen zeigten eine reduzierte oder aufgehobene Bindung varianter Prékursor-
Proteine an die cytosolischen molekularen Chaperonen Hsc70 und Hsp90 sowie den Iéslichen
mitochondrialen Importrezeptor Tom34. Die Starke der Bindungen an Hsc70 war negativ
korreliert mit dem Ausmaf3 des Importdefektes.

Es wird gefolgert, dass neben einem loss of function ein loss of import flr variante nuklear
kodierte mitochondriale Proteine als krankheitsauslésender Mechanismus relevant sein kann.
Die Erkenntnisse ricken cytosolische molekulare Chaperone und deren Einfluss auf den
mitochondrialen Import in den Fokus der Evaluierung neuer Therapiestrategien, beispielsweise
durch den Einsatz von proteostasis regulators, die durch Regulation von mit GCDH
interagierenden  Proteinen des Proteinhomdostasenetzwerks wirken, oder (de-)
stabilisierenden Substanzen, die die energetische Balance des mitochondrialen Préakursor-
Proteins zugunsten eines effektiveren Importes modulieren. Die Charakterisierung des
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mitochondrialen Importes varianter nukledr kodierter Proteine sowie ihres cytosolischen
Interaktionsnetzwerks kdnnten als Parameter des molekularen Phanotyps zu einem besseren
Verstandnis von Genotyp-Phénotyp-Korrelationen und des klinischen Verlaufs betroffener
Patienten mit genetischen mitochondrialen Erkrankungen beitragen.
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Einleitung

1 Einleitung

Als vor 2.000 Millionen Jahren Alphaproteobacteriae und methanogene Archaea
fusionierten, war nicht vorherzusehen, ob diese Liaison dauerhaft den sich verdndernden
Umweltbedingungen standhalten kénnte. Die Sauerstoffkonzentration in der Atmosphére lag
bei zirka 3 % und begann zu steigen [13]. Oxygenophobe, hydrogenophile Archaea boten den
Alphaproteobacteriae Schutz und stellten einen Wasserstoff-Handelspartner dar. Im
Gegenzug produzierten Alphaproteobacteriae Wasserstoff und Kohlenstoffdioxid. Somit wurde
eine interspezielle metabolische Briicke von Archaea zu Alphaproteobacteriae geschlagen und
eine Symbiose etabliert [14]. Diese flhrte so weit, dass Wirt und Symbiont strukturell
miteinander verschmolzen und durch Gentransfer beide Partner irreversibel
zusammenschnirte: Die eukaryote Zelle entstand [15]. Nachdem Metabolik, Morphe und
Genetik verschmolzen und vermischt wurden, bedurfte es einer Interaktion zwischen Wirt (dem
phylogenetisch spéateren Cytosol) und Symbiont (Mitochondrium). Dies beinhaltete einerseits
den Transport von Metaboliten, andererseits den Austausch von Proteinen. Der genetische
Bauplan dieser Proteine lag nun nicht mehr zwingend am selben Ort wie das Protein selbst.
Durch die Notwendigkeit des Proteintransportes vom Wirt zum Symbionten mussten zellulare
Hilfsstrukturen, vornehmlich molekulare Chaperone, nicht nur die Reifung und Faltung neu
synthetisierter Peptide unterstlitzen, sondern auch den Proteinimport von nuklear kodierten
mitochondrialen Proteinen koordinieren [16, 17].

Ziel dieser Arbeit ist es, Erkenntnisse Uber den Einfluss genetischer Variationen in nukleéar
kodierten mitochondrialen Proteinen auf den mitochondrialen Proteinimport zu gewinnen.
Hierbei liegt der Fokus auf dem Zusammenspiel des im Cytosol synthetisierten Prakursor-
Proteins (precursor) mit anderen cytosolischen Proteinen, die {ber Protein-Protein-
Interaktionen bei diesem Prozess eine unentbehrliche Rolle einnehmen. Dies soll an einem
Krankheitsmodell eines Stoffwechseldefektes, dem Glutaryl-CoA-Dehydrogenase-Mangel,
analysiert werden.

1.1 Das Mitochondrium

1.1.1 Morphologie und Genetik

Das Mitochondrium ist ein essenzielles Zellorganell der Eukaryoten, das sich in vier
Subkompartimente unterteilt: Die &auBere mitochondriale Membran (outer mitochondrial
membrane, OMM), die innere mitochondriale Membrane (inner mitochondrial membrane,
IMM), den Intermembranraum (intermembrane space, IMS) sowie die mitochondriale Matrix
(mitochondrial matrix, MM) [18]. Diese Morphologie folgt einer Theorie, wie eingangs
aufgezeigt, bei der das Mitochondrium Produkt einer Inkorporation eines amitochondrialen
Organismus in einen anderen sei, wobei samtliche Membranen erhalten geblieben sind [19,
20]. Das bakterielle (mitochondriale) Genom ist nicht konserviert. Es fand eine Kondensation
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des genetischen Materials des Symbionten statt [21]. Von den urspriinglich rund 630 Genen
sind noch 13 im (humanen) mitochondrialen Genom (mtDNA) verblieben [22, 23]. Dies
entspricht 1 % der zirka 1.000 mitochondrialen Proteine des Menschen [21]. Genetische
Information wurde zwischen Nukleus und Mitochondrium ausgetauscht, sodass die Mehrheit
aller mitochondrialen Proteine nuklear kodiert ist [24]. Verbleibenden Gene der mtDNA sind
wahrscheinlich aufgrund der Lokalisation des resultierenden Proteins nicht in den Nukleus
gewandert. Von 13 mitochondrial kodierten Proteinen sind 10 an Proteinkomplexen der
oxidativen Phosphorylierung (OXPHOS) an der inneren Mitochondrienmembran beteiligt.
Kéme es zu einer cytosolischen Expression dieser Proteine, kdnnten diese aufgrund deren
Hydrophobizitdt vom signal recognition particle (SRP) erkannt und ins endoplasmatische
Retikulum (ER) transportiert werden. Dies kann ein Grund fir das Verbleiben des (relativ
kleinen) mitochondrialen Genoms sein. Somit gewéahrt die Genlokalisation die korrekte
Proteinlokalisation [23].

1.1.2 Der mitochondriale Proteinimport

Nukleédr kodierte mitochondriale Proteine werden an freien Ribosomen im Cytosol
synthetisiert. Verschiedene molekulare Mechanismen sind notwendig, um nukleadr kodierte
mitochondriale Proteine zum jeweiligen subzellularen Bestimmungsort zu transportieren. Es
kénnen je nach Bestimmungsort mitochondriale Matrixproteine von Proteinen der inneren und
auBeren Mitochondrienmembran und Proteinen des Intermembranraumes unterschieden
werden. Die meisten dieser Proteine tragen am N-Terminus eine amphiphatische, a-helikale,
positiv geladene Extension aus 10 bis 60 Aminosauren, die mitochondrial targeting sequence
(MTS) [25, 26]. Die MTS vermittelt die Bindung des precursors an die Mitochondrienoberflache
und den Import in das entsprechende submitochondriale Kompartiment. Erreicht der precursor
die mitochondriale Matrix, wird die MTS abgeschnitten, sodass ein matures Protein entsteht,
das nach dem anschlieBenden Faltungsprozess seine Funktion ausfihren kann [27].

Mit der MTS bindet der noch im Cytosol lokalisierte precursor an die
Translokationsrezeptoren (translocator of the outer mitochondrial membrane, TOM) Tom20,
Tom22 und Tom70 der Mitochondrienoberflache [28, 29]. Tom20 ist der wesentliche Rezeptor
zur Erkennung und Bindung der MTS. Tom22 ist als Co-Rezeptor essentiell fir die Funktion
von Tom20. Eine unterschiedliche Ligandenspezifitdt scheint wahrscheinlich, wenngleich
deutliche Evidenz hierfir fehlt. Tom70 bindet Proteine ohne MTS, die die innere
Mitochondrienmembran zum Translokationsziel haben [28]. Es konnte des Weiteren gezeigt
werden, dass mature Anteile von precursors von mitochondrialen Proteinen der inneren
Mitochondrienmembran an die mitochondriale Oberflache binden kénnen [30]. Es sind vier
verschiedene Importwege flr nuklear kodierte mitochondriale Proteine bekannt. Nachdem
precursors der Proteine, die in der mitochondrialen Matrix lokalisiert sind, die &uBere Membran
Uber den TOM-Komplex passiert haben, werden sie Uber den TIM-Komplex (translocase of the
inner membrane) Uber die innere Mitochondrienmembran transportiert und erreichen mit Hilfe
des presequence translocase-associated motor (PAM) die mitochondriale Matrix. Dort findet
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eine Abspaltung der MTS durch die mitochondrial processing peptidase (MPP) statt. Proteine,
die in der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert sind, werden ebenfalls Gber den TOM-
Komplex importiert und mittels Tim22 sortiert. Proteine der duBeren Mitochondrienmembran
gelangen Uber TOM-Komplex in den Intermembranraum und werden dort mittels der sorting
and assambly machinery (SAM) zuriick in die auBere Mitochondrienmembran transloziert.
Intermembranproteine tragen spezifische Cystein-Motive und werden nach dem Import durch
den TOM-Komplex im Intermembranraum durch die mitochondrial import and assambly
machinery (MIM) gehalten [27].

Im Gegensatz zur Proteintranslokation in das endoplasmatische Retikulum ist davon
auszugehen, dass der mitochondriale Import nuklear kodierter Proteine posttranslational
stattfindet [31]. Eine spontane Faltung beziehungsweise Aggregation des precursors muss
verhindert werden, da die Translokation in entfalteter Konformation durchgefthrt wird [32, 33].
Dieser energetisch aufwandige Zustand wird durch molekulare Chaperone (heat shock
proteins, Hsp) aufrechterhalten. Am besten charakterisiert sind die Hsc70/Hsp40- und
Hsp90/p23-Systeme [34]. Hsp90 und Hsp70 komplexieren den precursor und binden an
Tom70. Die mitochondriale Proteintranslokation kann ohne Hsp70 nicht initiiert werden, da es
wesentlich als unfoldase agiert und (spontan) gefaltete Proteine nicht importiert werden
kdnnen. Der eigentliche Mechanismus des Transports durch die mitochondriale
Doppelmembran wird von Hsp70 dabei nicht beeinflusst [35, 36]. Die Bindung von Hsp70 an
den precursor muss ko-translational stattfinden. Nach beendeter Synthese (und damit
vollstéandiger Faltung des Polypeptids) kann Hsp70 eine Importkompetenz des precursors nicht
mehr wahren [36, 37]. Die MTS des precursors ist eine Voraussetzung fir die Bindung an
Hsp70, das eine (vorzeitige) Faltung des precursors verhindert [38]. Die Notwendigkeit und
Funktion des Ko-Chaperons Hsp40 fiir die mitochondrialen Proteintranslokation ist nicht
vollkommen geklart [37]. Neben Hsp70 bindet auch Hsp90 an mitochondriale precursor und
fungiert in Zusammenarbeit mit Hsp70 als Ligand fir den Tom70-Rezeptor auf der
mitochondrialen Oberflache [2, 4]. Dabei erkennt ein tetratricopeptid repeat motif des Tom70
exponierte hydrophobe Seitenketten des precursors [39, 40]. Es besteht ebenfalls eine
Interaktion zwischen Hsp70 und Hsp90 sowie Hsc70 und Hsp90, vermittelt durch das Ko-
Chaperon Sti1 [41-44].
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Signalling

Abbildung 1: Mechanismus der kotranslationalen Proteininteraktion mit molekularen Chaperonen. Das am
Ribosom (gelb) synthetisierte Polypeptid wird von Hsp70 (griin) gebunden. Hsp40 (rot) und NAC (blau) regulieren
die Dephosphorylierung und damit die Freisetzung des Klienten. Nach der Hsp70-Interaktion wird der (noch
ungefaltete) Klient entweder dem Hsp90-System (tlrkis) zum signaling oder trafficking oder dem TRIiC (orange) zur
finalen Faltung im Cytosol Ubergeben (aus [45]).

Wie alle acht Proteine der Hsp70-Klasse verfigt Hsc70, der konstitutiv exprimierte,
cytosolische Vertreter der Hsp70-Familie, Gber eine N-terminale ATPase-Aktivitat und eine C-
terminale Polypeptidbindedoméne (Abbildung 1). Hsp40 (DnaJ im prokaryoten System) und
ein nucleotide exchange factor regulieren diese Dephosphorylierung [45-47]. Nach ATP-
Hydrolyse des an die Chaperone gebundenen Adenosintriphosphates und anschlieBender
Freisetzung des precursors von Hsp70 oder aus dem Hsp70/Hsp90-Komplex an der
mitochondrialen Oberflache gelangt das Polypeptid in das Kanalprotein Tom40, welches die
Translokation in entfaltetem Zustand durch die OMM erlaubt. Tom40 und dessen
membranstandige Rezeptoren (Tom20, Tom22 und Tom70) sowie die kleinen Tom-Proteine
(Tom7, Tom6, Tom5) werden als TOM-Komplex zusammengefasst (Abbildung 2) [48]. Tom34
ist ein weiterer |6slicher Importrezeptor, der mit dem Sti1-vermittelten Hsp70-Hsp90-Komplex
und dem maturen Anteil des precursors interagiert und die Bindung an den membranstandigen
TOM-Komplex vermittelt [49, 50]. Der TOM-Komplex wurde detailliert in Neurospora crassa
und Saccharomyces cerevisiae studiert. Eine Strukturdhnlichkeit zum humane TOM-Komplex
ist anzunehmen [48].
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TOM complex TIM23 complex

Tim50 Membrane sector
Tom?70 Surface receptor Tim44 Import motor
Tom40 Translocation pore Tim23 Membrane sector
Tom22 Surface receptor Tim21 Membrane sector
Tom20 Surface receptor Tim17 Membrane sector
Tom7 Translocation pore Tim16/Pam16 Import motor
Tom6 Translocation pore Tim14/Pam13 Import motor
Tom5 Translocation pore miHsp70 Import motor

Mge1 Import motor

Abbildung 2: Architektur des TOM- und TIM-Komplexes. Der translocase of the outer membrane complex
(TOM) setzt sich aus dem Fassprotein Tom40 mit dessen Untereinheiten Tom7, Tom5 und Tom6 sowie den
Rezeptoren Tom70, Tom22 und Tom20 zusammen. Der translocase of the inner mitochondrial membrane complex
(TIM) besteht aus einer Transmembrandoméane (membrane sector) sowie |6slichen Anteilen in der mitochondrialen
Matrix (import motor). Letztere sind hauptsachlich fir die Hydrolyse des ATPs verantwortlich, welche neben dem
elektrochemischen Gradienten Uiber der inneren Mitochondrienmembran (Ay) als Energiequelle fiir den Import dient
(aus [48]).

Die translocase of the inner mitochondrial membrane (TIM) ermdéglicht den Transport des
mitochondrialen precursors durch die IMM. Der TIM-Komplex lasst sich in einen strukturellen
und funktionellen Anteil unterteilen: Tim50, Tim23, Tim21 und Tim17 formen den integralen
Kanalproteinkomplex, durch den der precursor transloziert wird. Tim44, Tim16, Tim14,
mtHsp70 und Mge1 (GREPL1 in H. sapiens) fungieren als Importmotor (Abbildung 2) [48, 51].
Im Gegensatz zum Transport durch die OMM ist die Translokation des precursors durch die
IMM energieabhéngig. Zur Offnung des Tim23 ist ein elekirisches Membranpotential (Aw)
notwendig. Des Weiteren dient der Spannungsgradient tber der IMM als Voraussetzung einer
elektrophoretischen Kraft, die den precursor mechanisch bewegt. Hat der N-Terminus die
mitochondriale Matrix erreicht, so wird durch eine Hydrolyse von ATP eine
Konformationsénderung des mtHsp70 induziert, welches den precursor in die mitochondriale
Matrix zieht. Die Hydrolyse ist reguliert Uber das Ko-Chaperon Tim14 und den nucleotide
exchange factor mge1 (Abbildung 3) [50, 52]. Die Bindung der MTS und maturer Anteile des
precursors an mtHsp70 gewahrleisten hierbei die Irreversibilitdt der Proteintranslokation; so
wirde bei einer partiellen Translokation ohne mechanischen Zug seitens der mitochondrialen
Matrix das zu translozierende Protein den TIM- und TOM-Komplex wieder in Richtung Cytosol
verlassen [53].
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Abbildung 3: Mechanismus der TIM-vermittelten IMM-Translokation. Nach erfolgreicher Initiation der IMM-
Translokation durch Signalsequenzen des Klienten (a) folgte die spannungsabhangige Translokation durch die
Fassstrukturen des TIM-Komplexes (b). Mitochondriales Hsp70 (mtHsp70) fungiert mit dessen hydrolytischer
Aktivitadt als ATP-abhangiger Motor seitens der mitochondrialen Matrix (¢). Hierbei agieren mehrere mtHsp70-
Molekule durch Dissoziation vom TIM-Komplex synergistisch (d). SchlieBlich wird die mitochondrial targeting
sequence (MTS, spiralférmig) durch die mitochondrial processing peptidase (MPP) prozessiert (e) und das
Polypeptid dem Faltungsapparat tibergeben (aus [48]).

Nach erfolgreicher Translokation des precursors wird die N-terminale MTS durch die
Metalloendoprotease mitochondrial processing peptidase (MPP) hydrolytisch gespalten.
Einige importierte Proteine werden des Weiteren durch die intermediate cleaving peptidase 55
(Icp55) und die mitochondrial intermediate peptidase (Oct1) um eine weitere Aminoséure
beziehungsweise ein Octapeptid verklrzt [54, 55]. Dabei wird die instabilisierende MTS
entfernt, die Halbwertszeit des Proteins nimmt dadurch zu [56]. Die abgespaltenen Peptide
werden entweder weiter degradiert (durch die presequence peptidase) oder tber den ABC-
Membrantransporter Mdl1 aus dem Mitochondrium exportiert [54, 57].

Das prozessierte mitochondriale Protein muss nach der Translokation gefaltet werden, um
dessen katalytische oder strukturelle Funktion auszutben und Aggregation zu verhindern. Far
diesen Prozess ist das molekulare Chaperon Hsp60 notwendig [58]. Hsp60 (GroEL in
Prokaryonten) setzt sich aus einem 800 bis 900 kDa Doppelringkomplex zusammen, der
zusammen mit Hsp10 (GroES im prokaryoten System) eine fassahnliche Struktur bildet.
Ungefaltete Substratproteine mit einer Masse bis zu 60 kDa kénnen durch hydrophobe
Seitenketten der apikalen Struktur gebunden werden. Die Hydrolyse von ATP erlaubt das
SchlieBen der Struktur durch Hsp10 (GroES), sodass das zu faltende Protein vollstandig
gegenlber den hydrophilen, negativ geladenen Seitenketten im Inneren der cis-Seite des
Hsp60 (GroEL) exponiert wird. Nach etwa zehn Sekunden und nach abgeschlossener
Hydrolyse von 7 Molekiilen ATP dissoziiert ein zuvor gebundenes Protein auf der trans-Seite
von Hsp10 (GroES) [45, 59-61].
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1.2 Glutaryl-CoA-Dehydrogenase-Mangel

Der Gilutaryl-CoA-Dehydrogenase-Mangel (MIM# 231670) ist eine angeborene
Stoffwechselstérung, dem ein Funktionsverlust des mitochondrialen Enzyms Gilutaryl-CoA-
Dehydrogenase (GCDH, EC 1.3.99.7) zugrunde liegt [62]. Die Glutaryl-CoA-Dehydrogenase
katalysiert die FAD-abhangige oxidative Decarboxylierung des beim Katabolismus von Lysin,
Hydroxylysin und Tryptophan anfallenden Glutaryl-CoA zu Crotonyl-CoA und CO- [63]. Ein
mutationsinduzierter Verlust der enzymatischen Aktivitat der GCDH fuhrt zur Akkumulation des
Substrats Glutaryl-CoA sowie der sekundar entstehenden 3-Hydroxyglutarsaure (3-OH-GA),
Glutaconsaure und Glutarylcarnitin. Im Rahmen des Neugeborenenscreenings auf
angeborene Stoffwechselstérungen kénnen diese Metabolite kbnnen im Serum des Patienten
mittels Tandem-Massenspektrometrie nachgewiesen werden.

1.2.1 Klinik

Bei Geburt kénnen betroffenen Neugeborene durch eine Makrozephalie klinisch auffallig
werden. Jenseits der Makrozephalie bestehen bei den meisten Patienten keine weiteren
Symptome [64, 65]. Unbehandelt entwickeln die meisten Patienten im Alter zwischen 3 und 6
Jahren dystonisch-dyskinetische Bewegungsstérungen [66]. Die Symptomatik manifestiert
sich meist im Kontext einer enzephalopathischen Krise, ausgelést durch eine katabole
Stoffwechsellage bei Gastroenteritiden, respiratorischen Infekten, Impfungen oder
chirurgischen Eingriffen [64]. Die Morbiditdt und Mortalitat der Patienten mit
enzephalopathischer Krise ist hoch und korreliert mit der Anzahl der Krisen [62, 67]. Die
Ausbildung der Bewegungsstdrung ist prognosebestimmend [68]. Die Bewegungsstérung ist
in der Regel irreversibel und geht haufig mit schwerer korperlicher Behinderung einher. Die
Dyskinesie kann ebenso die Schlundmuskulatur betreffen und zu Dysphagie fihren [65]. Es
wurden zwei weitere klinische Verlaufsformen beschrieben, bei denen neurologische Defizite
ohne enzephalopathische Krisen auftreten [68, 69]. Die insidious onset- sowie late onset-
Verlaufsform. Patienten mit diesen Verlaufsformen zeigen eine geringere striatale Atrophie und
weniger Dystonie verglichen mit Patienten mit enzephalopathischer Krise [68]. Neben den
neurologischen Symptomen besteht Evidenz, dass einige Pateinten zusétzlich eine chronische
Niereninsuffizient entwickeln kénnten [70].

In der Magnetresonanztomographie zeigen sich eine bifrontotemporale Atrophie oder
Hypoplasie, erweiterte pratemporale Subarachnoidalrdume und zystische Strukturen [65].
Wahrend der enzephalopathischen Krise ist eine T2-Hyperintensitat als Zeichen eines Odems
in den Basalganglien erkennbar [65]. Im Verlauf entwickelt sich haufig eine Atrophie des
Striatums, eine Ventrikulomegalie sowie eine mikroenzephale Makrozephalie [66, 71]. Diese
kénnen von subduralen Hygromen und Blutungen begleitet werden [65].

Busquets et al. kategorisieren die Verlaufsformen wie folgt: Ein schwerer Glutaryl-CoA-
Dehydrogenase-Mangel ist durch eine statische oder progressive Dystonie gekennzeichnet,
bei der Aufstehen, Laufen oder Sprechen unmdglich sind (i). Als mittelschwer wird eine
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klinische Prasentation mit Dystonie bezeichnet, bei der jedoch die Fahigkeit des Laufens
erhalten bleibt (ii). Die milde Verlaufsform zeigt eine neurologische Symptomatik, die ein
normales Leben ermdéglicht (iii). Asymptomatisch sind jene Patienten, die keine dystone
Bewegungsstérungen entwickeln trotz genetischer oder laborchemischer Auffélligkeit (iv) [72].
Neben dem klinischen Phanotyp kann ein klinisch-biochemischer Phéanotyp definiert werden.
Dieser beschreibt das Ausmal der renalen Glutarsaure- und 3-Hydroxyglutaratexkretion. Es
wird zwischen high excretors (= 100 mmol GA/mol Kreatinin) und low excretors (< 100 mmol
GA/mol Kreatinin) unterschieden [73]. Der Genotyp basiert auf einer Mutationsanalyse des
GCDH-Gens. Bei mehr als der Halfte der Patienten ist keine GCDH-Aktivitat in Fibroblasten
nachweisbar [74]. Folglich eignet sich die Bestimmung des Genotyps zur Diagnosesicherung.
Schillaci et al. beschrieben zwei Félle von Jow excretors, die nicht Uber das
Neugeborenenscreening als Patienten identifiziert wurden. Die Bestimmung des Genotyps zur
Diagnosestellung ist in solchen Féllen die verlassliche Methode [75]. Des Weiteren ist die
Exkretion der Intermediarmetabolite Glutarsaure und 3-Hydroxyglutarat negativ von der
GCDH-Restenzymaktivitdt abhangig. Somit besteht eine Korrelation zwischen Genotyp,
Restenzymaktivitat und klinisch-biochemischem Phanotyp [64, 74]. Der klinische Phanotyp
korreliert hingegen nicht mit der Menge an ausgeschiedener Glutarsgure und 3-
Hydroxyglutarat. Zwischen den low excretors und high excretors besteht kein Unterschied
hinsichtlich der Haufigkeit oder des Alters des ersten Auftretens einer enzephalopathischen
Krise, der (motorischen) Lebenseinschrankung oder der Morbiditat [64]. Ein klinischer Verlauf
kann demnach nicht anhand des Genotyps, der Restenzymaktivitdt oder der renalen
Glutarsaure- beziehungsweise 3-Hydroxyglutaratausscheidung vorhergesagt werden [76].

1.2.2 Diagnostik

Seit Mai 2005 wird in Deutschland zur Diagnose angeborener Stoffwechselstérungen das
Neugeborenen-Screening durchgefiihrt. Der Glutaryl-CoA-Dehydrogenase-Mangel ist eine
von 14 Erkrankungen, die mit diesem Verfahren frih erfasst werden sollen [77, 78]. Hierfur
wird dem Neugeborenen zwischen der 36. und 72. Lebensstunde Fersenblut entnommen und
auf einer Filterkarte als Trockenblutprobe asserviert. Zum Ausschluss eines Glutaryl-CoA-
Dehydrogenase-Mangels wird Glutarylcarnitin (C5DC) mittels Tandem-Massenspektrometrie
bestimmt [66, 79]. Wird eine erhéhte C5DC-Konzentration gemessen, so soll dieser Befund
durch ein erneutes Messen aus demselben Material bestatigt werden. Des Weiteren soll eine
quantitative Bestimmung des C5DC sowie der GA und 3-OH-GA aus Blut und Urin mittels
GC/MS erfolgen [66]. Da einige Patienten aufgrund zu niedriger C5DC-Konzentrationen nicht
identifiziert werden konnten, kann mittels dieser Methode die diagnostische Sensitivitat
gesteigert werden [80-82]. Falsch-positiv gemessene C5DC-Konzentrationserhdhungen sind
beim Vorliegen einer anderen Stoffwechselstérung mdglich. So unterscheiden sich die
Massenspekiren der C5DC und dem  Hydroxydecanoylcarnitin  kaum  [83].
Hydroxydecanoylcarnitin fallt bei MCAD-Mangel an und kann als Hinweis auf einen Glutaryl-
CoA-Dehydrogenase-Mangel fehlgedeutet werden. Ebenso besteht die Mdglichkeit einer
Serumakkumulation des renal eliminierten C5DC bei kongenitalen Nephropathien [84]. Das
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Neugeborenenscreening auf Glutaryl-CoA-Dehydrogenase-Mangel hat somit eine hohe
diagnostische Sensitivitat (95,6 %) bei reduzierter Spezifitat [68]. Zur Diagnosestellung erfolgt
des neben der quantitativen Messung der akkumulierenden Metaboliten eine
Mutationsanalyse. Werden zwei krankheitsassoziierte Mutationen nachgewiesen, darf die
Diagnose des Glutaryl-CoA-Dehydrogenase-Mangels gestellt werden. Wird nur eine
krankheitsassoziierte ~ Mutation  nachgewiesen, so erfolgt die  enzymatische
Aktivitatsbestimmung aus Fibroblasten des Patienten. Zeigt sich hierbei eine normale GCDH-
Enzymaktivitat, so kann die Diagnose des Glutaryl-CoA-Dehydrogenase-Mangels verworfen
werden [66].

1.2.3 Therapie

Bei einem positiven Screeningergebnis (auf C5DC) sowie einer erhdhten Konzentration
von GA und 3-OH-GA in Serum und Urin sollte umgehend eine Therapie initiiert werden [66].
Durch einen frihen Therapiebeginn kann eine enzephalopathische Krise abgewendet werden
[85, 86]. Die Therapie basiert auf drei Saulen: Einer lysinarmen Diat (i), einer
pharmakologischen Therapie zur forcierten Glutarsdureexkretion mit L-Carnitin (i) und einer
Notfalltherapie zu Deeskalation kataboler Stoffwechsellagen (iii). Die adaquate und
konsequente Therapie ist mit einem besseren neurologischen Verlauf assoziiert und eine
adharente Therapie ein starkerer positiver Pradiktor als biochemische oder genetische
Charakterisierungen [62, 68]. Die Behandlung sollte von einem multidisziplindren Team
durchgefihrt werden, da dies ebenso positiv den Krankheitsverlauf beeinflussen kann [80].

Ziel der diatischen Therapie ist es, die Zufuhr von metabolischen Vorstufen der
Glutarsdure und 3-Hydroxyglutarsaure zu minimieren. Die lysinarme Diat wird mit einer
lysinfreien und tryptophanarmen Aminosauremischung supplementiert, um einer Malnutrition
vorzubeugen. Das Verabreichen von Muttermilch ist nach vorausgehender Gabe der
Aminosduremischung zur Reduktion der Lysinaufnahme angebracht. Bis zum sechsten
Lebensjahr sollte eine lysinarme Diat eingehalten werden. Nach dem sechsten Lebensjahr
sollte eine altersadaptierte Diat mit kontrollierter EiweiBzufuhr erfolgen. Langzeitergebnisse
des Erfolgs dieses Therapieregimes sind jedoch noch ausstehend [66].

Neben der diatischen Therapie wird eine lebenslange Pharmakotherapie mit L-Carnitin
empfohlen [66]. Aufgrund der gesteigerten Konjugation der anfallenden Glutarsdure an L-
Carnitin und Exkretion von C5DC findet sich ein sekundarer Mangel des Plasma- L-Carnitin
[87]. Dies hat zur Folge, dass intrazellular das Verhéltnis von Acyl-CoA zu Acylcarnitinen
verandert ist [88]. Pharmakologisch wird diesem Mechanismus durch die orale
Supplementation von L-Carnitin entgegengewirkt. Ziel ist es, nach einer Therapieinitiierung mit
100 mg L-Carnitin /kg pro Tag die Aufrechterhaltung eines (laborchemisch) normalen L-Carnitin
-Plasmaspiegels mit 50 mg L-Carnitin/kg pro Tag zu gewahrleisten [62].

Ziel einer Notfalltherapie ist die Umkehr der katabolen Stoffwechsellage mittels
hochdosierter intravendser Glukosezufuhr, der forcierten Detoxifikation mit L-Carnitin-
Supplementation, der Verminderung der Produktion der akkumulierenden Substanz durch eine
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proteinfreie Diat sowie der Korrektur einer eventuell derangierten Flissigkeits- und
Elektrolytbilanz [66, 89, 90]. Die Therapie sollte umgehend nach der Diagnosestellung
begonnen werden, um neurologische Spatfolgen zu reduzieren [80, 91].

1.24 Glutaryl-CoA-Dehydrogenase

1975 konnte bei einem Geschwisterpaar mit Dystonie, Opisthotonus und Athetose
erstmals eine erhéhte Urinausscheidung an Glutarsdure gemessen werden. Die Exkretion war
nach L-Lysin-Gabe erhéht und konnte durch proteinarme Diét reduziert werden. In Fibroblasten
der Patienten wurde isotopenmarkiertes Glutaryl-CoA mit reduzierter Kinetik metabolisiert, was
einen Funktionsverlust der GCDH, welche Gilutaryl-CoA physiologischerweise umsetzt,
vermuten lieB3 [92-95]. Das GCDH-Gen wurde von Biery et al. und Schwartz et al. beschrieben
[96, 97]. 1986 wurde das Enzym GCDH erstmals charakterisiert [98]. GCDH liegt als
Homotetramer vor und ist in der mitochondrialen Matrix lokalisiert. Das Enzym nutzt Flavin-
Adenin-Dinukleotid (FAD) als Kofaktor und speist Reduktionsaquivalente Uber das electron-
transferring flavoprotein (ETF) in die Atmungskette ein. Die Lange der Primarsequenz des
Monomers betragt 438 Aminosauren und die Untereinheit hat eine molare Masse von 43,3 kDa
[99]. Das als precursor synthetisierte Monomer wird zwischen Serin an der Position 44 und
Arginin der Position 45 der Primarsequenz nach Translokation in das Mitochondrium durch die
MPP prozessiert, sodass mature GCDH entsteht. Die GCDH ist demnach ein nuklear kodiertes
mitochondriales Matrixprotein. GCDH und Medium-Chain-Acyl-CoA-Dehydrogenase (MCAD,
EC 1.3.99.3), einer Acyl-CoA-Dehydrogenase mit Substratspezifitdt fir mittellangkettige
Fettsauren, zeigen eine Sequenzhomologie von 28 % [100]. Der Reaktionsmechanismus der
GCDH ist anderen Acyl-CoA-Dehydrogenasen &hnlich [101, 102], durch die Abspaltung von
Sauerstoff wird eine Doppelbindung eingefligt zwischen C2 und C3 des Substrats, so dass als
Zwischenprodukt Glutaconyl-CoA entsteht. Zusatzlich verfiigt die GCDH Uber eine katalytische
Decarboxylaseaktivitéat, die unter Abspaltung von CO: Glutaconyl-CoA in Crotonyl-CoA
Uberflhrt:

E,x + Glutaryl — CoA = E,.- — Glutaconyl — CoA
E;o- — Glutaconyl — CoA + 2 ETF,, = E,y + 2 ETF,- + CO, + Crotonyl — CoA

Die Kristallstruktur der GCDH zeigt die (Struktur- und Funktions-) Verwandtschaft zu acht
weiteren Acyl-CoA-Dehydrogenasen [63]. GCDH besitzt allerdings als einzige Acyl-CoA-
Dehydrogenase eine katalytische Funktion zur Decarboxylierung, die enzymatisch nicht an die
Dehydrierung gekoppelt ist. Die Struktur des Monomers besteht aus drei Doméanen: einer N-
terminalen a-helikalen Doméane (blau), gefolgt von einer -Faltblattstruktur (orange), die in eine
C-terminale a-helikale Doméne (grin) mindet (Abbildung 4). Die homotetramere
Quartéarstruktur setzt sich symmetrisch aus einem Dimer zweier Dimere zusammen. Dabei sind
30 % der Oberflache eines einzelnen Monomers zur Innenseite des Tetramers gewandt. Die
Oligomerisierungsdoméane der GCDH befindet sich am C-Terminus [103].
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Abbildung 4: Kristallstruktur der GCDH. Die N-terminale a-helikale Doméane ist blau, die mittlere B-Faltblatt-
Doméne orange und die C-terminale a-helikale Domé&ne griin dargestellt. Es zeigt sich ein gebundenes Molekdil
des Kofaktors FAD (gelb) sowie des Substrates (rot) (PDB ID: 1SIQ).

Das Substrat Glutary-CoA ist zwischen dem Ko-Faktor FAD und Glu370 eingebettet.
Arg96 stabilisiert das als Zwischenprodukt entstehende Crotonyl-CoA-Anion, bevor es durch
Glu370 protoniert wird (Abbildung 5). Glu87, Ser95, Thr170 und Thyr369 vermitteln die
Orientierung des Substrates fir die Decarboxylierung. Ist das Substrat nicht gebunden, so ist
das aktive Zentrum um Glu370 von drei Wassermolekilen besetzt, die durch die héhere
Affinitdt des Glutaryl-CoAs zum aktiven Zentrum im Falle einer notwendigen
Substratumsetzung verdréangt werden [63]. Die Struktur des aktiven Zentrums wird von
Aminoséaureresten der N-terminalen a-Helix (Glu87, Arg94 und Ser95) und C-terminalen o-
Helix (Tyr369 und Glu370) gebildet.

Thr170 Tyr369

Ser95

Glu3d70

Abbildung 5: Das aktive Zentrum der GCDH. Im aktiven Zentrum gebundenes Substrat (rot) wird vom Kofaktor
FAD (gelb) und Glu370 flankiert. Glu87, Arg94, Ser95, Thr170 und Tyr369 binden und stabilisieren das Substrat
(PDB ID: 1SIQ).
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1.25 Pathomechanismus des Glutaryl-CoA-Dehydrogenase-Mangels

Bei einem Funktionsverlust der GCDH kommt es zu einer Akkumulation von Glutaryl-CoA.
Intrazellular wird vermehrt Glutaryl-CoA an freies Carnitin durch die Carnitin-Acylcarnitin-
Transferasen (CPTI, CPTII) verestert. Der intrazellulare Mechanismus der Hydroxylierung zu
3-Hydroxyglutarsdure (3-OH-GA), die im Urin des Patienten nachgewiesen werden kann, ist
unklar [104]. Die GCDH wird vor allem hepatisch und renal exprimiert. Im zentralen
Nervensystem findet sich eine inhomogene Verteilung: Im Cortex und Striatum ist die Menge
des Enzyms im Gegensatz zu anderen ZNS-Geweben gering. Beachtet man die
morphologisch-strukturellen Verédnderungen des ZNS bei Patienten mit Gilutaryl-CoA-
Dehydrogenase-Mangel, die sich vor allem im Striatum finden, ist dies paradox [105]. Im
Mausmodell fihrte exogen zugefihrte GA und 3-OH-GA nicht zu einer
Konzentrationserhéhung im ZNS [106]. Es wird deshalb der Mechanismus des trapping
aufgeflhrt: Trotz geringer GCDH-Expression in den Basalganglien findet sich intrazellular eine
erhéhte Konzentration von 3-OH-GA durch eine reduzierte Membranpermeabilitdt der
Substanz [104, 107]. 3-Hydroxyglutarat kann Uber den Na*-dependent dicarboxylate
cotransporter NaDC3 eine biologische Membran passieren und den organic cation transporter
OCT2 inhibiert [108]. Erhéhte Konzentrationen der Glutarsdure und des 3-Hydroxyglutarat
kénnen den Export von Succinat aus Astrozyten vermindert [109]. Es wird gefolgert, dass die
Anaplerotik des Zitratzyklus in (striatalen) Neuronen vermindert sein kénnte. Sekundar kann
dieser Mechanismus zu einer verminderten ATP-Synthese und zur Apoptose flhren.
Zuséatzlich zeigt 3-Hydroxyglutarat einen Einfluss auf die Morphologie und Neogenese von
GefaBen, was die Genese der chronischen subduralen Hamorrhagie erklaren kann [110].

1.2.6 Genetik

Der Glutaryl-CoA-Dehydrogenase-Mangel wird autosomal-rezessiv vererbt. Das GCDH-
Gen befindet sich auf Chromosom 19p13.2 [111]. Es setzt sich aus einer 7 kb Komposition
von 11 Exons und 10 Introns zusammen [96, 97, 112]. Bis dato wurden 137 Missense- oder
Nonsense-Mutationen beschrieben [113]. Der Genotyp der Patienten ist stark variierend mit
einer niedrigen Frequenz der meisten Mutationen [114]. Es finden sich nur wenige pravalente
Mutationen in umschriebenen Kohorten: ¢.1298C>T (p.A421V) unter den Amischen in
Pennsylvania und ¢.743C>T (p.P248L) sowie ¢.1093G>A (p.E365K) unter der tlrkischen
Bevdlkerung [96, 114]. Die haufigste Mutation ist ¢.1240C>T (p.R402W) mit einer Allelfrequenz
von 12 bis 16 %. Sie ist vor allem in Europa vertreten [115]. Die beschriebene Genetik flhrt zu
einer weltweiten Pravalenz von 1:100.000 Neugeborenen mit ungleicher Verteilung respektive
der ethnischen Zugehdrigkeit [68, 116-120].
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1.3 Hypothesen

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den mitochondrialen Import sowie das cytosolische
Protein-Protein-Interaktionsnetzwerk varianter nuklear kodierter mitochondrialer Proteine zu
untersuchen. Es wird angenommen, dass die Beobachtung dieser Mechanismen ein weiterer
Aspekt zur Aufschliisselung der Pathogenese von monogenetischen Erkrankungen, denen
variante nukleér kodierte mitochondriale Proteine urs&chlich sind, sein kann. Es ist bekannt,
dass Missense-Mutationen, wie sie bei diesen Erkrankungen vorkommen kénnen, zu einer
reduzierten Proteinstabilitdt mit Fehlfaltung oder Aggregation fuhren kénnen [121]. Der
Faltungszustand eines Proteins ist beim mitochondrialen Import wichtig. Um erfolgreich
importiert werden zu kénnen, muissen mitochondriale Prakursor-Proteine in einem
ungefalteten Zustand gehalten werden [32, 33]. Strukturelle Veranderungen des Proteins, wie
sie durch Mutationen ausgeldst werden kénnen, kdnnen dementsprechend einen Einfluss auf
den mitochondrialen Import haben. Des Weiteren sind Protein-Protein-Interaktion fir den
mitochondrialen Import unerlasslich, da sie den korrekten Faltungszustand des Proteins
wahrend der Proteintranslokation gewahrleisten und dessen Ubergang vom Cytosol zur
mitochondrialer Membran durch Bindung an mitochondriale Importrezeptoren vermitteln [6, 34,
48, 122]. Es wurde gezeigt, dass Missense-Mutationen in der Sequenz des zu importierenden
Proteins die Protein-Protein-Interaktion zu molekularen Chaperonen verandern kénnen [123].
Die Missense-Mutationen der GCDH sind alle im maturen Anteil der Proteinprimarsequenz
lokalisiert [113]. Daraus lassen sich folgende Hypothesen ableiten:

A. Missense-Mutationen filhren zu einem veranderten mitochondrialen Import varianter
nukle&r kodierter mitochondrialer Proteine im Vergleich zu Wildtyp-Proteinen.

B. Der mature Anteil nukleédr kodierter mitochondrialer Proteine hat einen Einfluss auf den
mitochondrialen Import.

C. Variante nuklear kodierte mitochondriale Proteine zeigen ein verandertes Protein-
Protein-Interaktionsnetzwerk verglichen zu Wildtyp-Proteinen.

D. Der mature Anteil nuklear kodierter mitochondrialer Proteine hat, neben der N-
terminalen mitochondrialen Signalsequenz, einen Einfluss auf die Interaktion mit
molekularen Chaperonen.

E. Es besteht ein Zusammenhang zwischen dem veranderten mitochondrialen Import
varianter nukledr kodierter mitochondrialer Proteine und deren Protein-Protein-
Interaktionsnetzwerk im Cytosol.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

211 Substanzen und Kits

Sofern nicht anders angegeben wurden die Substanzen in pro analysi Qualitat verwendet.
Kits und Reagenzien wurden gemaf Herstellerangaben eingesetzt und gelagert. Sofern nicht
abweichend angegeben wurden die verwendeten Chemikalien von Sigma-Aldrich (Darmstadt,
Deutschland), SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg, Deutschland), Carl Roth GmbH
und Co. KG (Karlsruhe, Deutschland), Merck KGaG (Darmstadt, Deutschland), Biorad
(Hercules, USA) und Roche (Basel, Schweiz) bezogen. Antibiotika wurden als konzentrierte
Stammlésung prépariert, bei -20 °C gelagert und den Medien kurz vor Verwendung in
entsprechender Menge zugesetzt.

Substanz Lésung

Ampicillin (#13399, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 50 mg/ml in Wasser
Deutschland)

Kanamycin (#26899, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 10 mg/ml in Wasser
Deutschland)

Chloramphenicol (#16785, SERVA Electrophoresis GmbH, 34 mg/ml in Ethanol
Heidelberg, Deutschland)

Spectinomycin (#35294.01, SERVA Electrophoresis GmbH, 10 mg/ml in Wasser
Heidelberg, Deutschland)

Tabelle 1: Antibiotische Substanzen.

Die verwendeten Enzyme wurden bei -20 °C gelagert. Restriktionsendonukleasen wurden
geman Herstellerprotokoll mit entsprechendem Puffer der DNA-Lésung zugesetzt und fur
30 min (fast digest) beziehungsweise 90 min (konventionelle Enzyme) bei 37 °C inkubiert. Kits
wurden nach Herstellerangaben gelagert und eingesetzt.
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Kit

Produkt

Proteasen

Proteaseinhibitoren

Rekombinasen

Restriktionsendonukleasen

Bradford-Reaktion

zellfreie Expression

Chemilumineszenz

Coomassie-Farbstoff

BN-PAGE

DNA-Praparation

PCR

DNA-Gelextraktion

Mitochondrienisolierung

Proteinase K, Tritirachium album (#539480, Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Deutschland)

Zymolyase (#E1004, Zymo Research, Irvine, USA)

Trypsin, recombinant, Proteomics Grade (#03708985001,
Roche, Basel, Schweiz)

cOmplete mini Protease Inhibitor Cocktail (#11836153001,
Roche, Basel, Schweiz)

Gateway® BP Clonase® Enzyme Mix (#11789021, Thermo
Fisher Scientific, Florence, USA)

Gateway® LR Clonase® Il Enzyme Mix (#11791020,
Thermo Fisher Scientific, Florence, USA)

FastDigest Xba1 (#FD0684), FastDigest Sal1 (#FD0644)
und Eco321 (EcoRV) (#£R0301, alle Thermo Fisher
Scientific, Florence, USA)

Quick Start™ Bradford Protein Assay (#5000201, Biorad,
Hercules, USA)

TnT® Quick Coupled Transcription/Translation System
(#L1170, Promega, Madison, USA)

ECL Western Blotting Substrate (#32106, Thermo Fisher
Scientific, Florence, USA)

SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate
(#34095, Thermo Fisher Scientific, Florence, USA)

Coomassie Brilliant Blue R-250 Staining Solution
(#1610436, Biorad, Hercules, USA)

NativePAGE™ 5 % G-250 Sample Additive (#BN2004,
Thermo Fisher Scientific, Florence, USA)

Plasmid mini Prep Kit |, peqGOLD (#732-2780, Peqlab,
Radnor, USA)

QIAGEN Plasmid Plus Midi Kit (#12943, QIAGEN, Hilden,
Deutschland)

KAPAHIFi™ PCR Kit (#733-2428, VWR, Erlangen,
Deutschland)

QiAquick Gel Extraction Kit (#28704, QIAGEN, Hilden,
Deutschland)

Mitochondria Isolation Kit, human (#130-094-532, Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland)
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Immunoprazipitation
(LUMIER)

Protino® 96 Ni-NTA (745425.1, Macherey-Nagel, Diren,
Deutschland)

Tabelle 2: Kits und Verbrauchsmaterialien.

2.1.2 Puffer und Medien

Samtliche Puffer und Medien wurden mit destilliertem Wasser hergestellt. Puffer wurden
vor Verwendung filtriert und entgast, Medien autoklaviert und bei 4 °C oder -20 °C gelagert.
Reduzierende oder instabile Substanzen sowie Enzyme wurden direkt vor Verwendung in

entsprechender Konzentration der Lésung hinzugegeben.

2.1.2.1 Puffer

Puffer

Zusammensetzung

SEM-Puffer

Lésung A

Transfektionspuffer

Lysepuffer

Puffer 1

Puffer 2

Trypsin-Puffer

Elutionspuffer (on-column-digestion)

Urea-Puffer

250 mM Sucrose, 1 mM EDTA, 10 mM
MOPS-KOH (pH 7,2)

0,25 mM Sucrose, 20 mM HEPES-KOH
(pH 7,5), 10 mM KCI, 1,5 mM mgClz, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM Dithiothreitol
(DTT), 0,1 mM PMSF

4,2 mM Ca(NOQz)z, 5,4 mM KCl,

4,1 mM mgSQO4, 103 mM NacCl, 23,8 mM
NaHCOQOs3, 5,6 mM Na2HPO,, 11,1 mM D(+)-
Glucose, 20 mM HEPES (pH 7,3), 3,3 uM
Glutathion, No-Begasung ftr 60 min/|
Lésung

150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI (pH 7,5),
5 % (v/v) Glycerol, 1 % (v/v) IGEPAL CA-
630, 1 mM mgCl>

50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 5 % (v/v) Glycerol,
0,05 % (v/v) IGEPAL CA-630

50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 5 % (v/v) Glycerol

50 mM Tris-HCI (pH 7,6), 2 M Urea, 1mM
DTT

50 mM Tris-HCI (pH 7,6), 2 M Urea, 5 mM
Chloroacetamid

50 mM Tris (pH 7,6), 8 M Urea
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Saulenpuffer (Affinitatschromatographie)

SEC-Puffer

Maltose-Puffer

Entfarbelésung

HEPES-Puffer
TBS-Puffer

TBE-Puffer

Homogenisierungspuffer

Zymolyase-Puffer

DTT-Puffer

Transferpuffer

MOPS-Laufpuffer

BN-PAGE-Anodenpuffer

BN-PAGE-Kathodenpuffer

LDS-Puffer

BN-PAGE-Puffer

Stripping Puffer

20 mM Tris-HCI (pH 7,4), 200 mM NacCl,
1 mM EDTA, 1 mM DTT

20 mM HEPES (pH 7,0), 200 mM NaCl

10 mM Maltose, 20 mM Tris-HCI (pH 7,4),
200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT

25 % (v/v) Methanol, 12,5 % (v/v)
Essigsaure

20 mM HEPES, 200 mM NacCl
50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl

89 mM Tris-HCI (pH 8,0), 89 mM NasBOs,
2mM EDTA-Na;

10 mM Tris-HCI (pH 7,4), 600 mM Sorbitol,
1 mM EDTA, 0,2 % (w/v) BSA

20 mM Kaliumphosphat-Puffer (pH 7,4),
1200 mM Sorbitol

100 mM Tris-H2SO4 (pH 9,4), 10 mM
Dithiothreitol

25 mM Tris (pH 8,3), 192 mM Gilycin, 20 %
(v/v) Methanol

NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer
(#NP0001, Thermo Fisher Scientific,
Florence, USA)

NativePAGE™ Running Buffer (20x)
(#BN2001, Thermo Fisher Scientific,
Florence, USA)

NativePAGE™ Cathode Buffer Additive
(20x) (#BN2002, Thermo Fisher Scientific,
Florence, USA)

NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x)
(#NP0007, Thermo Fisher Scientific,
Florence, USA)

NativePAGE™ Sample Buffer (4x)
(#BN2003, Thermo Fisher Scientific,
Florence, USA)

Restore™ Western Blot Stripping Buffer
(#21059, Thermo Fisher Scientific,
Florence, USA)

17



Material und Methoden

DNA-Ladungspuffer Gel Loading Buffer (#G2526-5ML, Sigma-
Aldrich, Darmstadt, Deutschland)

SDS-Puffer 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 10 % SDS (w/v),
10 Glycerin (v/v)

Waschpuffer (Co-I1P) 50 mM Tris-HCI (pH 7,5)

Lysepuffer (Co-IP) 1 % IGEPAL CA-630 (v/v) in 50 mM Tris-
HCI (pH 7,5)

LUMIER-Lysepuffer 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM
Imidazol, 1 % (v/v) IGEPAL® CA-630
(pH 8,0)

NPI-10 50 mM NaH:PO4, 300 mM NaCl, 10 mM

Imidazol (pH 8,0)

NPI-20 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM
Imidazol (pH 8,0)

NPI-250 50 mM NaH:PO4, 300 mM NaCl, 250 mM
Imidazol (pH 8,0)

Tabelle 3: Puffer und Lésungen.

2.1.2.2 Medien

Medium Zusammensetzung

LB-Medium 1 % NaCl (w/v), 1 % Trypton (w/v), 0,5 %
(w/v) Hefeextrakt, pH 7,5

YPD-Medium 2 % (w/v) Pepton, 1 % (w/v) Hefeextrakt,
2 % (w/v) Glucose (nach Autoklavieren steril
hinzugeben)

RPMI-Medium RPMI 1640 Medium (#11875093, Thermo
Fisher Scientific, Florence, USA)

DMEM-Medium, Arginin- und Lysin-frei DMEM, high glucose, no glutamine, no
lysine, no arginine (#A1443101, Thermo
Fisher Scientific, Florence, USA)

Glutamin-Supplement GlutaMAX™ Supplement, pyruvate
(#35050061, Thermo Fisher Scientific,
Florence, USA)

FBS (fetal bovine serum) Gibco® Fetal Bovine Serum, qualified,
USDA-approved regions (#10437028,
Thermo Fisher Scientific, Florence, USA)
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FBS, dialysiert

Penicillin-Streptomycin-Glutamin-L&sung

Penicillin-Streptomycin-Lésung

Dialyzed Fetal Bovine Serum (#26400044,
Thermo Fisher Scientific, Florence, USA)

Penicillin-Streptomycin-Glutamine (10x)
(#10378016, Thermo Fisher Scientific,
Florence, USA)

Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL)
(#15140122, Thermo Fisher Scientific,
Florence, USA)

Tabelle 4: Zellkulturmedien

21.23 Kulturplatten

Zur Herstellung von Selektionsagaroseplatten wurde dem flissigen Agar-LB-Gemisch
entsprechende Mengen einer antibiotischen Substanz hinzugegeben, wobei eine maximale
Temperatur der Lésung von 65° C nicht Gberschritten wurde.

Kulturplatte

Zusammensetzung

LB-Agaroseplatten

YPD-Agaroseplatten

1 % NaCl (w/v), 1 % Trypton (w/v), 0,5 %
(w/v) Hefeextrakt, 2 % (w/v) Agarose,
pH 7,5

2 % (w/v) Pepton, 1 % (w/v) Hefeextrakt,
2,4 % (w/v) Agarose, 2 % (w/v) Glucose
(nach Autoklavieren steril hinzugeben)

Tabelle 5: Agaroseplatten

2.1.3 DNA- und Proteinstandards

DNA- und Proteinstandards wurden nach Herstellerangaben préapariert, eingesetzt und

gelagert.

Standard

Produkt

DNA-Standard (Gelelektrophorese, 1 kb)

DNA-Standard (Gelelektrophorese, 100 bp)

1 Kb Plus DNA Ladder (#10787018,
Thermo Fisher Scientific, Florence, USA)

100 bp DNA Ladder (#15628019, Thermo
Fisher Scientific, Florence, USA)
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Proteinstandard (SDS-PAGE, 10 bis PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10

180 kDa) to 180 kDa (#26616, Thermo Fisher
Scientific, Florence, USA)

Proteinstandard (BN-PAGE, 20 bis NativeMark™ Unstained Protein Standard

1200 kDa) (#LCO0725, Thermo Fisher Scientific,

Florence, USA)

Proteinstandard (Bradford-Reaktion) Quick Start™ Bradford Protein Assay,
(#5000201, Biorad, Hercules, USA)

Tabelle 6: DNA- und Proteinstandards.

21.4 Vektoren und cDNA
Die folgenden Vektoren und cDNA-Plasmide wurden kommerziell erworben und auf

Korrektheit mittels Restriktionsverdau und Sanger-Sequenzierung (Eurofins Genomics,
Ebersberg, Deutschland) tGberpruft.

2.1.4.1 Vektoren

Vektor Produkt

Klonierungsvektor Gateway® pDONR™201 Vector (#12536017, Thermo Fisher
Scientific, Florence, USA)

Expressionsvektoren Gateway® pEF-DEST51-V5/6xHis Vector (#12285011,
Thermo Fisher Scientific, Florence, USA)

PMAL-c2X-DEST (AG Molekulare Padiatrie)

pPCR3.1-N-hRluc-DEST (AG Molekulare Padiatrie)
pCR3.1-C-hRluc-DEST (AG Molekulare Padiatrie)
pCR3.1-N-Venus-DEST (AG Molekulare Padiatrie)
pCR3.1-C-Venus-DEST (AG Molekulare Padiatrie)

Tabelle 7: Klonierungs- und Expressionsvektoren.

2.1.4.2 cDNA

Samtliche cDNA-Konstrukte wurden von PlasmID Repository, Boston, USA bezogen:

GCDH in pENTR223 (Clone ID HsCD00372664), ACADM in pENTR223 (Clone ID
HsCD00372596), BCKDHA in pDNRLIB (Clone ID HsCD00328862), CPS1 pCRXLTOPO
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(Clone ID HsCDO00342929), OTC in pENTR223 (Clone ID HsCD00378384), AVADVL in
pPENTR223 (Clone ID HsCD00378844).

215 Antikérper

Die verwendeten Antikdrper wurden bei -20 °C gelagert und nach Herstellerinformation
eingesetzt. Die finalen Konzentrationen sind im entsprechenden Kapitel beschrieben.

Epitop Antikorper

anti-GCDH mouse anti-GCDH antibody (#ab112998, Abcam, Cambridge,
UK)

anti-V5 mouse anti-V5 tag antibody (#46-0705, Thermo Fisher Scientific,
Florence, USA)

anti-GAPDH mouse anti-glyceraldehyd-3-PDH antibody (#H86504M, Meridian
Life Science, Memphis, USA)

anti-Tubulin anti-tubulin antibody (#sc-73242, Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, USA)

anti-Hsp60 rabbit anti-HSPD1 antibody (#ab46798, Abcam, Cambridge, UK)

anti-PAH mouse anti-tryptophan hydroxylase/tyrosine
hydroxylase/phenylalanine hydroxylase antibody (#MAB5278,
Merck, Darmstadt, Deutschland)

anti-MBP rabbit anti-MBP antiserum (#£8030S, New England Biolabs,

anti-mouse-HRP

anti-rabbit-HRP

anti-mouse Alexa Fluor
488

Ipswich, USA)

donkey anti-mouse 1gG-HRP (#sc-2306, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, USA)

donkey anti-rabbit IgG-HRP (#sc-2305, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, USA)

goat anti-Mouse 1gG Secondary Antibody, Alexa Fluor 488
(#R37120, Thermo Fisher Scientific, Florence, USA)

Tabelle 8: Antikorper
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2.1.6 Organismen

2.1.6.1 Prokaryote Organismen

Die eingesetzten Bakterienstimme wurden gemai Standardprotokoll bei -80 °C in 50 %
(v/v) Glycerin bis zur Verwendung gelagert.

2.1.6.1.1 Bakterienkultur

Zum Klonieren und Amplifizieren von Plasmid-DNA wurde der chemisch kompetente
E. coli-Stamm DH5a (#12297016, Thermo Fisher Scientific, Florence, USA) verwendet [124].
Zur Ligation linearisierter Plasmid-DNA nach Amplifikation in vivo wurde der chemisch
kompetente E. coli-Stamm XI1-Blue (#200236, Agilent Technologies, Santa Clara, USA)
verwendet. Proteine wurden prokaryot im E. coli-Stamm BL27-CodonPlus-RIL (#50-125-350,
Thermo Fisher Scientific, Florence, USA) exprimiert [125].

2.1.6.2 Eukaryote Organismen

Zellkulturorganismen wurden bei -160 °C bis zur Verwendung in 50 % DMSO gelagert.
Hefekulturen wurden wie prokaryote Kulturen gelagert und kultiviert.

2.1.6.2.1 Zellkultur

Alle aufgefiihrten Experimente in vivo wurden in COS-7-Zellen (DSMZ, Braunschweig)
durchgeflihrt. COS-7 sind adharent wachsende Fibroblasten-ahnliche Zellen, die aus der CV-
1-Zelllinie abstammen und mittels SV40-Virus-Transformation immortalisiert wurden [126]. Es
handelt sich bei der CV-1-Zelllinie um Nierenzellen aus Chlorocebus aethiops. Das
transformierte SV-1 (simian virus 1) beféhigt zur Expression des large T-antigen [127]. Die
Etymologie der COS-Zelle setzt sich zusammen aus CV-1 in origin und dem eingebrachten
SV40-Gen [126].

2.1.6.2.2 Hefekultur

Zur Isolation von Mitochondrien wurde der Saccharomyces cerevisiae Stamm BY4741
verwendet [128]. Der Stamm ist eine Deletionsmutante des S288C Stammes [129].
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21.7 Gerite

Gerét

Produkt

Spannungsquelle
Fluoreszenzmessgerat

Gelelektrophoresekammer

Blotter

Chemilumineszenzdetektor

Elektroporationsgerat

Massenspektrometer

Zentrifugen

Plattformschdttler

Schittler/Inkubator

Konzentrator

Spektrophotometer

Thermocycler

Ultraschallgerat

FPLC

PEQLAB Power Supply EV231 (Peqglab, Radnor, USA)
FLUOstar Optima (BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland)
XCell SureLock® mini-Cell (#E10001, Thermo Fisher
Scientific, Florence, USA)

XCell4 SureLock® Midi-Cell (#WR0100, Thermo Fisher
Scientific, Florence, USA)

Perfect Blue™ Semi-Dry-Blotter, Sedec™ (#700-0424,
VWR, Erlangen, Deutschland)

DIANA 1l (Elysia-raytest GmbH, Straubenhardt,
Deutschland)

96-well Shuttle™ System (#AAM-1001S), Lonza, Basel,
Schweiz)

Nucleofector™ 2b Device (#AAB-1001, Lonza, Basel,
Schweiz)

Q Exactive mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific,
Florence, USA)

Eppendorf® Refrigerated Microcentrifuge, Model 5417R
Eppendorf® Microcentrifuge, Model 5415D

Eppendorf® Centrifuge, Model 5810
(alle Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)

Polymax 1040 (Heidolph, Schwabach, Deutschland)

New Brunswick™ Excella® E14 (New Brunswick Scientific,
Nurtingen, Deutschland)

Savant™ SPD131DDA SpeedVac™ (#SPD131DDA-230,
Thermo Fisher Scientific, Florence, USA)

Ultrospec™ 3100 pro UV/Visible Spectrophotometer
(#80211231GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK)

peqgSTAR 96X Universal Cycler (#732-2886, Peqlab,
Radnor, USA)

Digital Sonifier® Cell Disruptor (BRANSON
ULTRASCHALL, Dietzenbach, Deutschland)

AKTApurifier (#28406264, GE Healthcare, Little Chalfront,
UK)

23



Material und Methoden

Spektrophotometer

Flissigchromatograph

Inkubator

Vortexschittler

Mikroskop

NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Florence,
USA)

EASY-nLC 1000 (Thermo Fisher Scientific, Florence, USA

Heracell® 150 CO2 incubator (Heraeus, Hanau,
Deutschland)

Vortex-Genie® 2 (#SI1-0236, Scientific Industries, Bohemia,
USA)

Leica DM IL (Leica, Wetzla, Deutschland)

Tabelle 9: Gerate.
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2.1.8 Verbrauchsmaterialien

Material

Produkt

Zellkulturplatten

Polyacrylamid-Gele

Nitrozellulosemembran

Beads

Saulen

C18-Matrix

6-well Platte (Corning® Costar® Zellkultur-Platte, Corning,
Corning, USA)

Corning® HYPERFlask™ (Corning, Corning, USA)

75 cm2-Zellkuturflaschen (Corning, Corning, USA)

u-Slides VI 0.4 (Ibidi, Martinsried, Deutschland)

NuPAGE™ Novex™ 4-12 % Bis-Tris Protein Gels, 1,0 mM, 10-
well (#NP0321PK2, Thermo Fisher Scientific, Florence, USA)

NuPAGE™ Novex™ 4-12 % Bis-Tris Protein Gels, 1,0 mM, 20-
well Version (#WG1402BOX, Thermo Fisher Scientific, Florence,
USA)

NativePAGE™ Novex™ 4-16 % Bis-Tris Protein Gels, 1.0 mM,
10-well (#BN1002BOX, Thermo Fisher Scientific, Florence,
USA)

Amersham Protran 0,45 NC (#10600002, GE Healthcare, Little
Chalfront, UK)

UMACS Protein G MicroBeads, #130-071-101, Miltenyi Biotec
GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland

MBPTrap HP (#28-9187-79, GE Healthcare, Little Chalfront, UK)

HiLoad Superdex 200 PG (#28989335, GE Healthcare, Little
Chalfront, UK)

Repro-Sil-Pur® Silikat, 1,9 uM (Dr. Maisch GmbH, Ammerbuch,
Entringen, Deutschland)

u Columns (#130-042-801, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutschland)

C18 extraction disks (3M™ Empore™ C18 Extraction Disks,
#66883-U, 3M, minnesota)

Tabelle 10: Verbrauchsmaterialien.

2.1.9 Software

Verwendung Software

Statistik R (R Core Team, Wien, Osterreich)
Python (G. Van Rossum & F. Drake, Scotts Valley, CA, USA)
Microsoft® Excel 2010 (Version 14.0.7166.5000, Microsoft, Redmond,

USA)
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Visualisierung Imaged (NIH, Version 1.46f 5)

GraphPad PRISM (Version 5.01, GrapH Pad Software, Inc., La Jolla,
USA)

Cytoscape (Version 3.5.1, Cytoscape Consortium, San Diego, CA, USA)
Inkscape (Version 0.92, GNU)

Klonierung Serial Cloner (Serial Basics)

Tabelle 11: Software

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Kultivierung von E. coli Bakterienstimmen

Zur Langzeitkonservierung wurden E. coli in 500 pl LB-Medium mit 50 % Glycerol bei -
80 °C gelagert. Intermittierend wurden E. coli-Kulturen auf Agaroseplatten bei 4 °C
konserviert. 5 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum wurden inokuliert und fir 16
Stunden bei 37 °C schittelnd (200 rpm) inkubiert. Je nach gewilnschter Menge wurde die 5 ml
Suspension in eine 1I-Kultur Gberfihrt und fir weitere 12 bis 24 Stunden bei 37 °C schttelnd
(200 rpm) inkubiert und anschlieBend geerntet (1.000 x g, 15 min, 4 °C). Die eingesetzten
Antibiotika zur Selektion wurden in Wasser (Ampicillin und Kanamycin) beziehungsweise
Ethanol (Chloramphenicol) bei -20 °C als hochkonzentrierte Stammlésung gelagert und vor
Inokulation zum Medium hinzugegeben. Folgende finale Konzentrationen wurde fir die
Selektion der genannten Plasmide verwendet: 50 pg/ml Ampicillin (pEF-DEST51, pMAL-c2X-
DEST, pCR3.1-DEST), 50 pg/ml Kanamycin (pENTR221), 50 ug/ml Spectinomycin
(PENTR223), 30 pg/ml Chloramphenicol (pEF-DEST51, expression clones).

222 Transformation von Plasmid-DNA in chemisch kompetente E. coli

Plasmid-DNA wurde mittels Hitzeschock in prokaryote Zellen eingebracht [130, 131]. Eine
Suspension von chemisch kompetenten E. coli (DH5a) von 50 pl wurde mit 2 pl in Wasser
geldster Plasmid-DNA (c = 100 bis 2.000 ng/ul) versetzt. Das Gemisch wurde fir 30 min bei
4 °C inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock bei 42 °C im Wasserbad flir 90 Sekunden (fir DH5¢)
beziehungsweise 45 Sekunden (fur X/71-Blue und BL21-CodonPlus). Die Suspension wurde
anschlieBend umgehend fir zwei min auf 4 °C gekuhlt und mit 100 pyl LB-Medium (ohne
Antibiotikum) versetzt. Es folgte eine schittelnde Inkubation bei 37 °C flr weitere 90 min. Die
Suspension wurde anschlieBend auf ein Selektionsndhrboden ausgestrichen und far 16
Stunden inkubiert. Kolonien wurden mit einer Impfése in Flissigselektionsmedium Gberflihrt
und vermehrt.
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223 Isolierung und Aufreinigung von Plasmid-DNA aus E. coli

Zur Gewinnung von amplifizierter Plasmid-DNA aus E. coliwurde eine alkalische Lyse der
Zellen mit nachfolgender Bindung der DNA an Silikatsaulen in ionischem Milieu angewandt
[132]. Die DNA wurde dann mit Nuklease-freiem Wasser eluiert. Je nach GrdBe der
Bakterienkultur wurde hierftr eine DNA-Mini- oder -Midipraparation angewandt.

2.2.3.1 DNA-Minipraparation

Zur Aufreinigung von Plasmid-DNA flr Klonierungen wurde das Plasmid mini Prep Kit |
geman Herstellerinstruktion verwendet. Diese Methode erbrachte eine DNA-Ausbeute von
zirka 50 pl Eluat bei einer Konzentration von 100 — 500 ng/ul. Die DNA-Minipréparation ist nicht
endotoxinfrei und die so gewonnene DNA wurde deshalb nicht zur Transfektion eukaryoter
Zellen verwendet.

2.2.3.2 DNA-Midipraparation

Zur Aufreinigung von Plasmid-DNA zur eukaryoten Transfektion wurde das QIAGEN
Plasmid Plus Midi Kit gemaf Herstellerinstruktion verwendet. Diese Methode erbrachte eine
DNA-Ausbeute von zirka 500 ul Eluat mit einer Konzentration von 500 — 1000 ng/ul. Die DNA-
Midipraparation ist endotoxinfrei und die so gewonnene DNA wurde deshalb zur Transfektion
eukaryoter Zellen verwendet.

2.2.4 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentration der praparierten DNA-Lésung wurde spektrophotometrisch mittels
NanoDrop ND-1000 bestimmt. Das Absorptionsmaximum der DNA betragt 260 nm [133].
Mithilfe des NanoDrops ND-1000 wurde Uber die Extinktion die Konzentration eines
Probevolumens gemessen. Das eingesetzte Volumen betrug 1 pl. Die Extinktion von 1,0
entsprach mit dieser Methode einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml dsDNA und 33 pg/ml
ssDNA. Neben der Konzentration wurde der Reinheitsgrad anhand des 260 nm/280 nm-
Quotienten bestimmt, um Verunreinigungen mit zellularem Material zu erkennen. Aromatische
Aminosduren zeigen ein Energieabsorptionsmaximum bei 280 nm [134]. Alle verwendeten
DNA-Praparationen hatten eine Konzentration von mindestens 300 ng/ul (Midi-Praparation)
beziehungsweise 50 ng/ul (Mini-Préparation) und einen 260 nm/280 nm-Quotienten = 1,8.

2.2.5 DNA-Amplifikation mittels Polymerase-Kettenreaktion

Far die Amplifikation in vitro von DNA und DNA-Fragmenten sowie die site-directed
mutagenesis (SDM) wurde eine Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR)
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durchgefihrt. Hierzu wurde das KAPAHIFi PCR Kit verwendet. Primer wurden nach Design in
silico unter Zuhilfenahme der Programme Oligonucleotide Properties Calculator
(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) und Sequence Manipulation Suite
(http://www.bioinformatics.org/sms2) sowie Serial Cloner (Serial Basics) von der Firma
Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland, synthetisiert und lyophilisiert. Die lyophilisierten
Primer wurden in entsprechendem Volumen Wasser auf 100 pmol/ul gelést und bei -20 °C
gelagert. Fir die Schmelztemperaturberechnung wurde die Nearest-Neighbor-Methode
verwendet (erstbeschrieben durch Breslauer et al., berechnet mit optimierten Werten von
Sugimoto et al.) [135, 136]. Die Annealing-Temperatur (T,) wurde mit folgender Gleichung
berechnet [137]:

T,=03"T, 25.

Mprimer

+0,7Tp

product -

Das verwendete PCR-Protokoll orientierte sich an den Herstellerinformationen des PCR-
Kits. Das Reaktionsvolumen betrug 100 ul und setzte sich wie folgt zusammen: 1 ng Template
DNA, 1,5 pl 10 uM forward primer, 1,5 pl 10 uM reverse primer, 1,5 ul 10 mM dNTP-Mix, 10 pl
5x KAPAHIFi GC buffer, 1 pl 1 U/ul KAPA HiFi HotStart DNA-Polymerase, entsprechendes
Volumen Nuklease-freies Wasser zum Erreichen des finalen Reaktionsvolumens von 100 pl.
Gegebenenfalls wurde die Magnesiumionenkonzentration erhéht (bis zu 5 mM), um die
Ausbeute zu erhdhen. Lag zudem ein hoher GC-Gehalt der Primer beziehungsweise im
Annealingabschnitt der Matrizen-DNA vor (> 65 %), so wurde zusatzlich DMSO (bis zu 10 %
v/v) oder alternativ oder additiv Formamid (bis zu 10% v/v) eingesetzt und das
Wasservolumen entsprechend reduziert.[137] Die initiale DNA-Denaturierung wurde bei 95 °C
fir 3 Minuten einmalig durchgefuhrt (1). Es folge eine weitere Denaturierung bei 98 °C fir 20
Sekunden (2). Das annealing belief sich auf 15 Sekunden bei berechneter Temperatur, zirka
5 —10 °C unter der Annealing-Temperatur (3). Die Extension wurde bei 72 °C durchgefiihrt,
die Zeitspanne richtete sich nach der Lange des zu amplifizierenden DNA-Fragments (60 s/kb)
(4). Die Schritte 2 bis 4 wurden 20 bis 30 Mal wiederholt (entsprechend der Gr6B8e und Bindung
des Primers). Final wurde einmalig bei 72 °C extendiert (1 min/kb). Die Probe wurde nach
Beenden der PCR entweder kurzzeitig bei 4 °C oder langerfristig bei -20 °C gelagert.

2.2.6 DNA-Gelelektrophorese

Zur Uberprifung der GroBe eines (amplifizierten) DNA-Fragmentes wurde eine
Gelelektrophorese durchgefihrt. Es wurde eine modifizierte Methode nach Lee et al
angewandt [138]. Hierzu musste DNA linearisiert in wassriger Lésung vorliegen. 9 ul der Probe
wurden mit 1 pl Gel Loading Buffer versetzt. Zur Praparation des Gels wurde entsprechend
der zu erwartenden GréBe des Fragmentes 0,9 % oder 3 % Agarose (w/v) in 100 ml TBE-
Puffer geldst und kurzzeitig siedend erhitzt und anschlieBend mit Ethidiumbromid (0,5 pg/ml)
versetzt. Die Lésung wurde in eine Kammer gegossen und bei Raumtemperatur gekihlt. 5 pl
beziehungsweise 20 ul der DNA-Probe, entsprechend einer qualitativen oder quantitativen
Analyse sowie ein Standard wurden im Agarosegel im elektrischen Feld bei 120 V fir eine
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Stunde elektrophoretisch aufgetrennt. Die DNA wurde durch das im Agarosegel enthaltene
Ethidiumbromid gefarbt und unter UV-Durchleuchtung detektiert.

2.2.7 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Bei Gelelektrophorese zur Isolierung eines DNA-Fragmentes, welches zur weiteren
Klonierung benétigt wurde, wurde die Agarose unter UV-Durchleuchtung auf entsprechender
Hbéhe quaderférmig ausgeschnitten. Die DNA wurde aus dem Agarosefragment mittels
QlAquick Gel Extraction Kit nach Herstellerprotokoll extrahiert. Die DNA wurde anschlieBend
Uber im Kit enthaltene Silikatsaulen aufgereinigt und die Konzentration spektrophotometrisch
mittels NanoDrop bestimmt.

2.2.8 Gateway-Klonierung

Zum Einbringen von proteinkodierender cDNA in entsprechende Expressionsvektoren
wurde die Gateway-Technologie (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Landy et al.
beschrieben 1989 erstmals die Rekombination zwischen Bakterien-DNA und der DNA des
Bakteriophagen A, die bei dieser Technologie in vitro angewandt wird [139]. Die Reaktion ist
dreigliedrig: Einflhren der attachment sites (att) an den 5'- und 3‘-Terminus des in das Plasmid
einzubringenden Gens mittels PCR (1), Erzeugen eines entry clones durch Insertion des Gens
in einen Donor-Vektor (2), Erzeugen eines destination clones durch Rekombination zweier
Vektoren mit Genaustausch [140, 141].

2.2.8.1 Einfilhrung der attB-sites in ein Gen

Mittels PCR wurden dem 5 und 3'-Terminus eines Gens attB sites (attachment site B, die
zum weiteren Klonieren mit entsprechenden Vektoren bendtigt wurden) angeflgt
(GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT) [140]. Hierfar wurden Primer synthetisiert, die
5'-, beziehungsweise 3‘-terminal die Sequenz der attB sites und jeweils Uberlappend und
komplementar die Sequenz des 5‘-, beziehungsweise 3‘-Endes des Gens kodierten. Zur
Verbesserung der Translationsinitiation im eukaryoten System wurde zwischen attB site und
5-Terminus des Gens eine Kozak-Sequenz (gccRccAUGG, R entspricht einem Purin)
eingeflhrt [142].

Die Annealing-Temperatur wurde bei dieser Klonierungstechnik speziell adjustiert: Die
initialen funf Zyklen der PCR wurden mit einer Annealing-Temperatur durchgefihrt, die dem
komplementéaren Bereich im Gen entsprachen. Fir die restlichen Zyklen wurde die Annealing-
Temperatur fUr die volle Lange des Primers berechnet und eingesetzt, da davon auszugehen
ist, dass dann die volle Lange des Primers an entstandene DNA-Fragmente bindet. Zudem
wurde ein niedriger GC-Gehalt im nicht-Uberlappenden Anteil des Primers angestrebt [143].
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2.2.8.2 Erzeugung von entry clones (BP-Reaktion)

Ziel der lysogenen BP-Reaktion ist es, das attb-trunkierte Gen in einen Donor-Vektor zu
klonieren. Es entsteht daraus ein entry clone, der wiederum als (universelles) Template fur die
Insertion des Gens in (verschiedene) Expressionsvektoren diente. Das experimentelle
Verfahren orientierte sich an der Herstellerinformation. 50 fm des attB-flankierte PCR-
Produktes wurden mit 150 ng des Donor-Vektors pDONR201, 1 ul BP Clonase und
nukleasefreiem Wasser (auf 5 pl Reaktionsvolumen ergénzt) fir 1 bis 16 Stunden bei 25 °C
inkubiert. Die BP Clonase ist eine Integrase (Int), die mithilfe des bakteriellen integration host
factors (IHF) die attB site des PCR-Produktes mit der attP site des Donor-Vektors rekombiniert,
das Gen in den Vektor integriert und flankierende attL sites generiert [140]. Die Reaktion wurde
durch Hinzugeben von 1 pl Proteinase K und Inkubation bei 37 °C fir 10 min beendet und das
Reaktionsgemisch in E. coli transformiert. Zur Selektion positiver Klone wurde die
transformierte Zellsuspension auf kanamycin- oder spectinomycinhaltigen Selektivagarplatten,
respektive des Vektors, ausgestrichen. Das fur das CcdB-Protein codierende Gen ccdb
verhinderte das Wachstum von Klonen, die den nicht-rekombinierten Donor-Vektor (mit
Antibiotikumresistenzen) aufgenommen haben. Das CcdB-Protein ist ein Gyrasehemmer. Es
befindet sich im urspringlichen, leeren Donor-Vektor und wird erst nach erfolgreicher
Rekombination durch das gewlinschte Gen ersetzt [144].

2.2.8.3 Erzeugung von Expressionsvektoren (LR-Reaktion)

Ziel der lytischen LR-Reaktion ist es, Expressionsvektoren zu erzeugen. Die LR-Reaktion
findet zwischen einem (zuvor generierten) entry clone und einem leeren pDEST-Vektor statt.
Expressionsvektoren kodieren die cDNA eines zu exprimierenden Proteins. Ein T7-Promotor
am 5-Terminus erlaubt eine adaquate eukaryote Transkriptionsinitiation. Ein affinity tag am 3'-
Terminus (V5 und 6xHis bei pEF-DEST51) erleichtert die Detektion und Aufreinigung des
exprimierten Proteins mit etablierten Antikdrpern.

50 — 150 ng des entry clones wurden mit 150 ng des leeren pDEST-Vektors und 1 pl der
LR-Clonase Il Enzym Mix (bei einem mit nukleasefreiem Wasser aufgeflllten Gesamtvolumen
von 5 pl) bei 25 °C fir 1 — 18 Stunden inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 pl
Proteinase K und Inkubation bei 37 °C fiir 10 min beendet. Die aftL-sites des entry clones
wurden mit den attR sites des (leeren) pDEST-Vektors rekombiniert: Das Gen wurde
herausgeschnitten und in den pDEST-Vektor integriert. Es entstand ein Expressionsvektor mit
dem von attB sites flankierten Gen, das urspriinglich mittels PCR amplifiziert wurde. Die
Reaktion wird von der LR Clonase katalysiert (Int, IHF und excisionase, Xis) [140]. Positive
Klone wurden auf Ampicillinresistenz selektiert. Auch der leere pDEST-Vektor enthélt das
ccdb-Gen, um die Rate an falsch-positive Klonen zu minimieren. Fir die vorliegenden
Klonierungen und Proteinexpression im eukaryoten System wurde der Gateway-Vektor pEF-
DEST51 (Thermo Fisher Scientific, Florence, USA) verwendet. Fir Proteinexpression in
Prokaryonten wurde der pMAL-c2X-DEST-Vektor verwendet, fir BRET-Interaktionsanalysen
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pCRS3.1-Vektoren mit N- und C-terminalem Venus und hRLuc. Letztere Vektoren enthalten im
backbone am 3‘-Ende (C-terminal) bzw. 5'-Ende (N-terminal) der attR sites die Gensequenz,
die fur Venus oder hRLuc kodiert. Das Genprodukt ist dementsprechend ein Fusionsprotein,
das Uber fluoreszierende (Venus) oder lumineszierende (hRLuc) Eigenschaften verfligt und
somit in der lebenden Zelle spektroskopisch detektiert werden kann.

2.2.9 Mutagenese mittels PCR-basierter site-directed mutagenesis

Die (single) site-directed mutagenesis (SDM) ermdglicht das Einbringen von
Punktmutationen, Insertionen oder Deletionen in eine Plasmid-DNA [145]. Um die pathogenen
Mutationen in das GCDH- bzw. ACADM-Gen einzubringen oder Bereiche im Gen
(beispielsweise die mitochondrial targeting sequence) zu deletieren, wurde auf diese PCR-
basierte Mutagenese zurlickgegriffen. Die Methode wurde nach Laible et al. modifiziert
angewandt [146]. Es wurden Primer entworfen, die mittig in der Primersequenz fir die
einzubringende Mutation (oder Deletion) kodieren, 25 — 45 Nukleotide lang und an den Enden
reich an Guanin und Cytidin sind. Die Mutation lag in der Regel mindestens 8 Nukleotide vom
Ende des Primers entfernt. Forward und reverse Primer waren komplementar. Die PCR wurde
wie in Kapitel 2.2.5 beschrieben durchgefiihrt. Als Matrizen-DNA diente die cDNA der
jeweiligen Proteine als entry clone. Um die Matrizen-DNA (ohne Mutation) aus dem
Reaktionsgemisch zu entfernen, wurde die Probe mit Dpnl, einer Typ I[IM
Restriktionsendonuklease, verdaut. Diese erkennt methylierte DNA-Motive, wie sie (in diesem
experimentellen Ansatz) nur in vivo erzeugt werden kdnnen (und somit nicht die in vitro
synthetisierten PCR-Produkte modifizieren) [147, 148]. Das PCR-Produkt wurde
elektrophoretisch aufgetrennt und aus dem Agarosegel gereinigt (vgl. Kapitel 2.2.6 und 2.2.7)
und in XI1-Blue E. coli transformiert (vgl. Kapitel 2.2.2).

2.2.9.1 Liste der Primer fiir die SDM des GCDH- und ACADM-Gens

Im Folgenden sind die untersuchten Mutationen des GCDH- und ACADM-Gens gelistet.
Die beschriebenen Primer wurden zur Einfihrung der jeweiligen Mutation als forward, die
komplementaren Primer als reverse Primer verwendet. Die dargestellten Sequenzen sind 5'-
zu 3'-orientiert. Die Nomenklatur folgt den Vorschlagen der Human Genome Variation Society
[149]. Die Nukleotid- und Aminosaurepositionen beziehen sich auf die vollstandige cDNA bzw.
Primarsequenz des Proteins einschlieBlich der mitochondrial targeting sequence (MTS).

2.2.9.1.1 Mutationen im GCDH-Gen
Fir eine umfangreiche quantitative und qualitative Darstellung der Genetik des Glutaryl-

CoA-Dehydrogenase-Mangels wird auf Zschocke et al., Busquets et al., Keyser et al.,
Goodman et al. und Radha et al. verwiesen [72, 114, 115, 150]. Im Folgenden sind die hier
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untersuchten GCDH-Mutationen mit entsprechender Primersequenz, die zur SDM verwendet

wurden, aufgelistet.

Mutation Variante Primersequenz Referenz
p.F71S
0.248T>C ctcatcagggacaccicccgcacctactg [72]
p.Phe71Ser
p.R88C
€.262C>T tcgcatcctgttggccaatigcaacgaagttttt [114]
p.Arg88Cys
p.R138G
c.412A>G ggacagtggctacggatcggcgatgag [115]
p.Arg138Gly
532G>A p-G178R t tgcttccgget [151]
C. c ctgcttccggcetcacagage
"N oGly178Arg  C 099 989
p.E181K
9.577G>A gggctgcttcgggcetcacaaagecccaacag [72]
p.Glu181Lys
p.R227P
c.680G>C ttgtagtgtgggctccatgtgaagatggctg [114]
p.Arg227Pro
787A>G p-M263V t tgatcatcat [151]
C. cctcagccacaggcgtgatcatcatggac
"2 b Metosaval JCC cadecacadocdd it
877G>A p-A293T tgcct t t [114]
C. > ctgcctgaacaacacccggtacggcatc
p.Arg293Thr getgecty aceeggiacag
p.R402W
c.1204C>T gagtatcacgtgatctggcacgccatgaacc [114]
p.Arg402Trp
p.E414K
c.1240G>A aggccgtgaacacctacaaaggtacacatgacatt [151]
p.Glu414Lys
p.A421V
c.1262C>T tacacatgacattcacgtcctgatccttgggagag [114]
p.Ala431Val
743C>T p-P248L tctet t t [114]
c. ctctcggecctcaggatcca
g p.Pro248Leu o 99ceeiadd 999
p.E365K
c.1093C>A gacaaggctgcccccaagatggtttctetge [114]
p.Glu365Lys
1234G>A p-v400M t tatcacatgat [72]
. ctgacgagtatcacatgatccggcacgcec
J TR pValaooMet | Docdadiaicacdidaiceageacy
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9.983C>A

c.997C>G

c.167T>C

c.1096G>A

c.769C>T

c.1220T>C

c.775T>C

c.926T>G

c.337T>C

c.383G>A

c.395G>A

c.482G>A

c.583G>A

p.A316D
p.Ala316Asp

p.Q333E
p.GIn333Glu

p.M100T
p.Met100Thr

p.V410M
p.Vald10Met

p.R257W
p.Arg257Trp

p.L407P
p.Leud407Pro

p.S259P
p.Ser259Pro

p.L309W
p.Leu309Trp

p.Y113H
p.Tyr113His

p.R128Q
p.Arg128GIn

p.R132Q
p.Arg132Gin

p.R161Q
p.Arg161GIn

p.A195T
p.Ala195Thr

gcccggeagtacgacctcgacaggatg

gccaggaaccagctgattgagaagaagcetgg

cgggagatcatttcggagacgggggagtty

catgaacctggaggccatgaacacctacgaagg

caagttctcgctgtgggcectcagecac

cacgccatgaacccggaggccgtgaac

cgctgcgggecccagecacagge

cttcggagttctgctggcacacageccgg

cccaccatcaaaggacatggetgtgctgggg

ggctectggeccaagagetggageg

cgagagctggagcaggtggacagtgge

cagcgaggaacagcagcagaagtacctge

cagcagcatggagaccagaacccactacaactc

[72]

[115]

[150]

[150]

[114]

[114]

[114]

[114]

[114]

[114]

[114]

[114]

[114]

Tabelle 12: Mutationen im GCDH-Gen.

2.2.9.1.2 Mutationen im ACADM-Gen

Fir eine umfangreiche Darstellung der Genetik des MCAD-Mangels siehe Andresen et al.,
Matsubara et al., Waddell et al., Maier et al. und Purevsuren et al. [152-156]. Im Folgenden
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sind die hier untersuchten ACADM-Mutationen mit entsprechender Primersequenz, die zur
SDM verwendet wurden, aufgelistet.

Mutation Variante Primersequenz Referenz
p.L84F

c.250C>T cccctaattagaagagcectgggaatttggtttaatgaacac  [154]
p.Leu84Phe
p.T193A

c.577A>G ggtcagaagatgtggatgaccaacggaggaaaagc [157]
p.Thr193Ala
p.R206C

c.616C>T gtattttttattggcatgttctgatccagatcc [158]
p.Arg206Cys
p.K329E

0.985A>G ggctgaaatggcaatgaagagttgaactagctagaatg [153]
p.Lys329Glu
p.G362E

c.1085G>A gcaaaggcatttgctgaagatattgcaaatcagttagc [156]
p.Gly362Gilu

Tabelle 13: Mutationen im ACADM-Gen.

2.2.9.1.3 Klonierung von MTS-deletierter GCDH-cDNA-Konstrukten

Um einen tieferen Einblick in das Translokations- und Prozessierungsverhalten nuklear
kodierter mitochondrialer Proteine zu erhalten, wurden Expressionskonstrukte kloniert, bei
welchen die MTS entfernt wurde. Die Sequenz des maturen Proteins ohne MTS wurde mittels
PCR aus dem Gen amplifiziert und mit att sites versehen (Kapitel 2.2.8). Zwischen attB der
forward Sequenz wurde eine Kozak-Sequenz mit Startcodon (ATG) eingeflhrt. Der reverse
Primer flankierte das Ende der maturen Sequenz mit att sites, verzichtete dabei auf ein
Stoppcodon, sodass im Expressionsvektor (pEF-DEST51) C-terminal der affinity tag (V5)
transkribiert und translatiert wurde. Die Primer sind 5'- zu 3'-orientiert (Tabelle 14). Mit der
amplifizierten cDNA wurde wie in den Kapiteln 2.2.8.2 und 2.2.8.3 beschrieben fortgefahren
und das Gen in den pEF-DEST51-Vektor mittels BP- und LR-Reaktion kloniert.

Primer Primersequenz
forward GCDHawrs ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctatgcgtcccgagtttgactgge
reverse GCDHawrs cgttcacggccagcaaggacccagctttcttgtacaaagtggtceee

Tabelle 14: Primer zur Klonierung MTS-deletierter GCDH.
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Fir die Deletion der MTS der Proteine Ornithin-Transcarbamoylase (OTC) sowie der
alpha-Untereinheit der 2-Oxoisovalerat-Dehydrogenase (BCKDHA) wurde eine site-directed
mutagenesis durchgefiihrt. Hierflir wurden folgende Primer verwendet. Das Produkt wurde
mittels Dpnl verdaut und in E. coli transformiert.

Primer Primersequenz

forward BCKDHAawTs ctttgtacaaaaaagcaggctatgtcatctctggatgacaagcccc
reverse BCKDHA s ggggcttgtcatccagagatgacatagcctgcttttttgtacaaag
forward OTCawrs ctttgtacaaaaaagttggcatgaataaagtgcagctgaagggec
reverse OTCaurs ggcccttcagcetgeactttattcatgccaacttttttgtacaaag

Tabelle 15: Primer zur Klonierung MTS-deletierter BCKDHA- und OTC-Varianten.

2.2.10 Restriktionsverdau

Um Klone identifizieren zu kdnnen, die das gewlinschte Plasmid amplifizieren, wurde die
DNA mittels Restriktionsendonukleasen geschnitten. Hierzu wurden Klone von einer
entpsrechenden Agarplatte mit einer Pipettenspitze gepickt, in Flissigmedium Uberflhrt und
nach 12 Stunden Wachstum die DNA mittels DNA-Minipraparation isoliert und anschlieBend
verdaut. Die Reaktion wurde nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt. DNA-Fragmente wurden
anschlieBend mittels Gelelektrophorese auf inre GréBe analysiert und mit berechneten Werten
mit der Software Serial Cloner verglichen.

2.2.11 Sequenzanalyse

Alle Klonierungen wurden mittels Sanger-Sequenzierung Uberprift. Die zu analysierende
DNA wurde auf 50 ng/ul mit nukleasefreiem Wasser verdiinnt und durch die Firma Eurofins
Genomics (Ebersberg, Deutschland) sequenziert. Konstrukte im Donor-Vektor wurden mit M13
forward und reverse Primer sequenziert, jene im Destination-Vektor mit T7-forward-Primer und
V5-reverse-Primer (Tabelle 16).
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Sequenzierungsprimer Primersequenz

M13 forward tgaggttcgtcaccagta

M13 reverse caggaaacagctatgacc

T7 forward taatacgactcactataggg

V5 reverse cgtagaatcgagaccgaggagagg

Tabelle 16: Sequenzierungsprimer.

Die Sequenz wurde anschlieBend mittels der Software Serial Cloner Uberpruft. Als
Referenz diente die cDNA-Sequenz der GCDH aus der CCDS Database
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi, CCDS 12286.1) der RefSeq-
Datenbank [149].

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Kultivierung von COS-7-Zellen

COS-7-Zellen wurden in Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI-Medium)
kultiviert und gelagert [159]. Das RPMI-Medium wurde vor Verwendung mit 10 % (v/v) fetalem
Kélberserum (fetal bovine serum, FBS) und 1 % (v/v) einer Penicillin-Streptomycin-L&sung
komplettiert. Zur Langzeitlagerung wurden COS-7-Zellen in RPMI-Medium mit 50 % (v/v)
DMSO im Flussigstickstoff konserviert. Medium und andere Reagenzien wurden vor
Exposition gegentiber kultivierten Zellen im Wasserbad auf 37 °C temperiert. Die Zellen
wurden in 75 cm?-Zellkuturflaschen oder der HYPERFlask bei 37 °C und einer CO»-
Konzentration von 5 % (v/v) adharent kultiviert und regelmaiig mikroskopiert sowie mittels
PCR auf Mycoplasmenbefall untersucht. Jeden zweiten Tag erfolgt das zweimalige Waschen
der Zellen mit phosphate buffer saline (PBS) sowie das Wechseln des Nahrmediums.

2.3.1.1 Splitten und Ernten der Zellen

Nach Erreichen einer Konfluenz von zirka 90 % wurden die Zellen zweimalig mit PBS
gewaschen und mit einer vorgewarmten Trypsinlésung (Konzentration und Verdiinnung laut
Herstellerangaben) fir 5 min bei 37 °C inkubiert, danach mit dem doppelten Volumen (der
Trypsinlésung) Zellkulturmedium verdinnt (zur Inhibition der Protease), mechanisch abgeldst
und damit in Suspension gebracht. Die Suspension wurde zur weiteren Kultivierung 1:4 —1:10
ausgesat und mit Medium entsprechenden Volumens angereichert. Zum Ernten der Zellen
wurde die Suspension zentrifugiert (200 g, 10 min, 21 °C) und das Zellpellet zweimalig mit PBS
gewaschen.
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Zur Bestimmung der Zellkonzentration der Suspension wurde eine Neubauer-Zahlkammer
verwendet.

2.3.1.2 Transfektion von COS-7-Zellen

Die Elektroporation ist eine effiziente Methode, um fremde (Plasmid-) DNA in eukaryote
Zellen einzubringen [160]. Fir die beschriebenen Experimente wurde die aus Bakterien
praparierte Plasmid-DNA in COS-7-Zellen transfiziert, um das gewunschte Protein eukaryot
zu exprimieren. Hierzu wurde eine Nukleofektion angewandt.

2.3.1.2.1 Transfektion im 96-well Format

Zur Transfektion im 96-well Format wurden COS-7-Zellen pelletiert (Kapitel 2.3.1.1) und in
20 pl/well Transfektionspuffer resuspendiert. Die Suspension wurde zu 0,2 ug Plasmid-DNA
hinzugegeben und vermischt. Das Volumen verschiedener DNA-Lésung wurde dabei
innerhalb eines Experiments konstant gehalten. Das Zell-DNA-Gemisch wurde in eine 96-well
Elektroporationsplatte Uberfiihrt und in das Amaxa Nucleofector 96-well Shuttle System
eingefihrt. Zur Transfektion wurde das Programm FF-104 gewahlt. Nach Beendigung der
Elektroporation wurde die Zellsuspension mit 80 ul RPMI-Medium verdinnt und in eine 96-well
Zellkulturplatte UOberflhrt. Dort wurden die transfizierten Zellen mit 100 pl Medium
supplementiert und 24 — 48 h inkubiert.

2.3.1.2.2 Transfektion in der Kiivette

Zur Transfektion eines gréBeren Suspensionsvolumens mittels Elektroporationskiivette
wurden COS-7-Zellen pelletiert (Kapitel 2.3.1.1) und pro Kiivette in 200 ul Transfektionspuffer
resuspendiert. Die Suspension wurde zu 2,0 ug Plasmid-DNA hinzugegeben und vermischt.
Das Volumen der DNA-L&sung wurde dabei zwischen den zu untersuchenden Konditionen
konstant gehalten. Das Zell-DNA-Gemisch wurde in eine Elektroporationskivette Uberfihrt
und in das Nucleofector-Gerat eingeflihrt. Zur Transfektion wurde das Programm COS-7
DSMZ gewahlt. Nach Beendigung der Elektroporation wurde die Zellsuspension mit 800 pl
RPMI-Medium verdiinnt und in eine 6-well Platte Uberflhrt. Dort wurden die transfizierten
Zellen mit 1,2 ml Medium supplementiert und 24 — 48 h inkubiert.

2.3.2 Kultivierung von COS-7-Zellen fur SILAC

Um die relative Anzahl der Proteine zwischen zwei oder mehreren Proben mittels
Massenspektrometrie vergleichen zu kdnnen, wurde SILAC (stable isotope labeling with amino
acids in cell culture) eingesetzt. Die Methode wurde von Ong et al. beschrieben [161-163]. Die
Lysate aus diesen Anséatzen wurden mit GCDH Wildtyp (WT), einer GCDH-Variante und einer

37



Material und Methoden

Kontrolle inkubiert, um Proteininteraktionspartner zu identifizieren. Nach Proteolyse mit
Trypsin  und massenspekirometrischer Analyse der Peptide konnten Aufgrund der
Massenabweichung der Peptide exakte Verhaltnisse der Abundanz des Proteins zwischen den
einzelnen Anséatzen verglichen werden. Ein detailliertes Protokoll beschreiben Ong et al. [164].
Zellen wurden in Medien mit isotopenmarkierten Aminosauren (heavy, middle, light) kultiviert,
die in das Proteom der Zelle inkorporiert werden. Es wurden Arginin- und Lysin-Isotope
eingesetzt. Arginin- und lysinfreies Medium wurde mit jeweils 250 mM L-Arginin-"3Cs'>N4
(+10 Da) und L-Lysin-"3Cg'*N. (+8 Da) (heavy), L-Arginin-3Cs (+6 Da) und Lysin-4D (+4 Da)
(middle) sowie L-Lysin und L-Arginin (light) komplettiert und damit markiert. Den Medien wurde
zudem 1% (v/iv) GlutaMAX, 1% (v/v) Penicillin-Streptomycin-Lésung und 10 % (v/v)
dialysiertes FBS zugesetzt. COS-7 Zellen wurden zur Inkorporation der Aminosauren fr flnf
Passagen in entsprechendem (heavy, medium und light) Medium kultiviert. Eine Inkorporation
der isotopenmarkierten Proteine von mindestens 95 % wurde fir alle drei Ansatze erreicht.
Eine relevante Arginin-Prolin-Konversion wurde vor experimentellem Gebrauch der
Zellkulturen mittels Massenspektrometrie ausgeschlossen [165]. Die Zellen wurden direkt
verwendet oder mit 50 % (v/v) DMSO in entsprechendem Medium im Flussigstickstoff gelagert.

2.3.3 Kultivierung von S. cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae wurde in YPD-Medium kultiviert. Flissigkulturen wurden bei
30 °C schuttelnd (200 rpm) fir 48 Stunden inkubiert. Zur Langzeitlagerung wurde der Stamm
mit 15 % Glycerol in YPD-Medium bei -70 °C konserviert. Intermittierend konnte die Hefe auf
YPD-Agarplatten bei 30 °C gezichtet und bei 4 °C gelagert werden [166].

2.3.3.1 Isolierung von Mitochondrien aus Saccharomyces cerevisiae

Flr Lokalisationsstudien in vitro wurden isolierte Mitochondrien aus S. cerevisiae
verwendet, da dieser Organismus eine gréBere Ausbeute der flr das Experiment bendtigten
Mitochondrien lieferte. Die  Analysen von  mitochondrialem Proteinimport,
Cytoskelettarchitektur und Membranbiologie wurden intensiv an (isolierten) Hefemitochondrien
durchgefiihrt. Eine Transparenz zum humanen System kann angenommen werden [167-169].
Die Isolierung wurde modifiziert nach Boldogh et al. und Gregg et al. Durchgefthrt [170, 171].
Dabei wurde das Glycan der Zellwand der Hefe lytisch mittels Zymolyase entfernt und aus den
daraus entstandenen Spheroblasten die Mitochondrien mittels Differentialzentrifugation isoliert
[172]. Hierfir wurde eine 1l-Kultur bis zu einer Extinktion von 3 bei einer Absorption von
600 nm in YPD-Medium bei 30 °C und 300 rpm kultiviert. Die Hefezellen wurden durch
Zentrifugation pelletiert (3.000 g, 5 min, 21 °C) und zweimalig mit destilliertem Wasser
gewaschen. AnschlieBend wurde die Masse des Zellpellets bestimmt. Die Zellen wurden in
2 ml Puffer pro Gramm Zellen in DTT-Puffer resuspendiert und rotierend (70 rpm) bei 30 °C
fir 20 min inkubiert. Die Hefe wurde geerntet und zweimalig mit Zymolyase-Puffer (ohne
Zymolyase) gewaschen (jeweils 7 ml Puffer pro Gramm Zellen). Die Suspension wurde mit
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1 mg/g Zymolyase-100T versetzt und 30 min rotierend (70 rpm) bei 30 °C inkubiert, wobei
zellwandlose Spheroblasten entstanden [173]. Die Spheroblasten wurden zentrifugiert
(2.200 g, 8 min, 4 °C) und auf 4 °C bis zur weiteren Verarbeitung gekuhlt. Die folgenden
Schritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt, die verwendeten Puffer hatten ebenfalls eine
Temperatur von 4 °C. Zur mechanischen Lyse der Zellen wurde das Pellet in 6,5 ml
Homogenisierungspuffer pro Gramm Zellmasse aufgenommen und darin zweimalig
gewaschen (Zentrifugation mit 2.200 g, 8 min, 4 °C). Die Suspension wurde anschlieBend mit
einem Homogenisator mit 15 Hieben behandelt, um die Zellen mechanisch zu lysieren. Das
Lysat wurde 1:1 mit Homogenisierungspuffer verdinnt und mittels Zentrifugation (3.000 g,
5min, 4°C) wurden Zellkerne und der Debris entfernt. Der Uberstand wurde durch
Zentrifugation (12.000 g, 15 min, 4 °C) in eine cytosolische (Uberstand) und mitochondriale
(Pellet) Fraktion getrennt und die Mitochondrien in SEM-Puffer aufgenommen und
weiterverarbeitet. Ein Aliquot wurde zur Bestimmung der Gesamtproteinmenge mittels
Bradford-Reaktion (Kapitel 2.4.6) verwendet, um Vergleichbarkeit bei Verschiedenen
Experimenten zu gewahrleisten. Zur Konservierung konnte die Mitochondriensuspension in
Aliquots mit einer Konzentration von mindestens 40 mg Protein pro 1 ml SEM-Puffer bei -70 °C
gelagert werden [174].

2.3.3.2 Isolierung von Mitochondrien aus eukaryoten Zellen

Um Mitochondrien aus Eukaryoten zu isolieren, wurde das Mitochondria Isolation Kit,
human nach Herstellerangaben verwendet. Nach partieller Lyse der Zellen wurden die Proben
mit magnetischen microbeads inkubiert, an die ein anti-Tom22-Antikérper kovalent gebunden
ist. Danach wurden die microbeads im magnetischen Feld vom Rest der Probe aufgetrennt
und die an die microbeads gebundenen Mitochondrien eluiert. Die Mitochondrien wurden
anschlieBend bei 13.000 g fiir 3 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen,
das Pellet (Mitochondrien) in entsprechender Menge SEM-Puffer resuspendiert und fur die
weitere Analyse verwendet.

2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.4.1 Proteinexpression

24.1.1 Proteinexpression im eukaryoten System

Um Proteine im eukaryoten System zu exprimieren, wurden COS-7-Zellen mit einer

Matrizen-cDNA transfiziert. Das Protein wurde durch 24 — 48 h exprimiert und danach
extrahiert (Kapitel 2.4.1.1).
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24.1.2 Proteinexpression im prokaryoten System

Um gréBere Proteinmengen zur Charakterisierung in vitro zu gewinnen, wurde GCDH
rekombinant als Fusionsprotein mit maltosebindendem Protein (MBP) exprimiert und gereinigt
(MBP-GCDH). GCDH in pMalc2x-DEST wurde in BL21-CodonPlus E. coli nach
beschriebenem Protokoll (Kapitel 2.2.2, mit einem Hitzeschock flr 45 s) transformiert. Der
BL21-Stamm wurde aufgrund seiner Deletion der Lon-Protease und der Membranprotease
OmpT zur Proteinexpression gewahlt [175, 176]. Dadurch wurde der Abbau von exprimierten
Proteinen verringert und es konnten héhere Ausbeuten erzielt werden. eine Positive Klone
wurden von der Agaroseplatte in 50 ml Flussigselektionsmedium (LB-Medium mit Ampicillin
und Chloramphenicol) Uberfiihrt und fir 16 h bei 37 °C schittelnd (200 rpm) inkubiert. Die
Suspension wurde danach in eine gréBere Kultur (1 1) Gberflhrt und bis zu einer optischen
Dichte von 0,5 — 0,6 bei einer Absorption von 600 nm bei 37 °C weiter kultiviert (zirka 4
Stunden). Die Suspension wurde auf 20 °C geklhlt und die Proteinexpression mit 0,01 mM
Isopropylthio-B-D-Galaktosid (IPTG) induziert. Nach 20 h Expression wurden die Zellen
zentrifugiert (4.000 rpm, 15 min, 4°C) und in 30 ml Saulenpuffer mit einer Tablette
Proteaseinhibitor aufgenommen.

2.4.1.3 Proteinexpression im zellfreien System

Um die Translokation und Prozessierung nuklear kodierter mitochondrialer Proteine zu
untersuchen, war es notwendig, gezielt jeweils precursor oder matures Protein zu exprimieren
und dabei den mitochondrialen Import mit der Prozessierung des precursors in vivo zu
umgehen [177]. Es wurde auf ein zellfreies Expressionssystem zurlickgegriffen, um das
jeweilige Protein isoliert analysieren zu kénnen [178-180]. Das Protokoll orientiert sich an den
Herstellerangaben. Das zellfreie Expressionssystem basiert auf einem Retikulozytenlysat,
welches die enzymatische Ausstattung der Transkription und Translation enthalt. Durch
Hinzugabe einer Matrizen-DNA wird das dort kodierende Genprodukt synthetisiert. Zur
Transkriptionsinitiation mit dem verwendeten Kit ist ein T7-Promotor obligat. Der
Reaktionsansatz setzte sich aus 40 pl Retikulozaytenlysat und 0,5 pug Plasmid-DNA
zusammen. Mit 2 ul von 2 mM Methionin wurde die Reaktion gestartet und der Ansatz mit
nukleasefreiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 50 pl ergénzt. Die Synthese wurde bei
30 °C far 60 min durchgefihrt.

24.2 Proteinextraktion aus eukaryoten Zellen

2.4.2.1 Proteinextraktion nach Transfektion

Nach Transfektion und einer je nach Experiment variablen Expressionszeit wurden die
Zellen lysiert und das exprimierte Protein wurde extrahiert. Es wurde eine nach Ji et al.
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adaptierte Methode angewandt [181, 182]. Mit dem nichtionischen Detergenz Triton X-100
wurden die Zell- und Organellenmembranen permeabilisiert und Proteine in Losung Uberfihrt
[183]. Das gereinigte Zellpellet wurde in entsprechendem Volumen (zirka 50 pl pro 0,2 x 108
Zellen) 1 % Triton X-100 in HEPES-Puffer mit Proteaseinhibitor resuspendiert und fir 30 min
bei 4 °C inkubiert. Das Lysat wurde zentrifugiert (750 g, 10 min, 4 °C), um lésliches Protein
von Zelldebris und nicht-lysierten Zellen zu trennen. Der Uberstand konnte fiir weitere
Analysen verwendet werden.

24.2.2 Proteinextraktion fir die Affinititschromatographie

Um ein (isotopenmarkiertes) Proteom aus COS-7-Zellen fir  Protein-
Proteinsinteraktionsmessungen zu extrahieren und nachfolgend mit in vitro exprimiertem
Protein zu inkubieren flr Proteininteraktionsanalysen wurde ein Protokoll nach Hubner et al.
modifiziert und adaptiert angewandt [184]. Es wurden 10 x 108 (isotopenmarkierte) COS-7
Zellen gewaschen, geerntet und die Suspension erneut dreimalig mit PBS vom restlichen
Trypsin befreit (Kapitel 2.3.1.1). Das Zellpellet wurde in 1 ml Lysepuffer resuspendiert. Das
Lysat wurde nach 30 min Inkubation bei 4 °C zentrifugiert (750 g, 20 min). Der Uberstand
wurde abgenommen und erneut bei gleicher Kondition zentrifugiert. Der letzte Uberstand
wurde bei 4 °C bis zur weiteren Verarbeitung asserviert.

24.3 Proteinextraktion aus prokaryoten Zellen

Die in Saulenpuffer suspendierten Bakterienzellen (Kapitel 2.4.1.2) wurden durch
Ultraschallbehandlung lysiert. Das Reaktionsgefa3 wurde auf ein Eis-Ethanol-Gemisch
platziert und mittels Ultraschall dreimalig bei einer Amplitude von 60 % sonifiziert (Puls: 0,8 s;
Pause: 0,2 s). Das Lysat wurde anschlieBend zentrifugiert (15.000 g, 20 min, 4 °C) und der
Uberstand als crude extract zur Proteinreinigung verwendet.

244 Proteinreinigung mittels Affinitats- und GréBenausschlusschromatographie

Zur Reinigung des prokaryot exprimierten Proteins wurde eine Affinitatschromatographie
durchgefiihrt. Die Methode wurde erstmals 1968 von Cuatrecasas et al. beschrieben [185].
Das Lysat wird hierzu durch eine Matrix in einer Sdule bewegt. Die Matrix enthalt Strukturen,
an die ein (Fusions-) Protein binden kann. Das Protein wird dadurch in einer stationaren Phase
gehalten, sodass nach Waschen der Saule das Protein eluiert werden kann und gereinigt
vorliegt. Des Weiteren tragt das Fusionieren zweier Proteine zu einer hdheren Stabilitat und
besseren Lslichkeit eines zu reinigenden Proteins bei [186, 187]. Um die Proteine respektive
deren Oligomerisierung zu trennen, wurde im Anschluss eine
GréBenausschlusschromatographie (size exclusion chromatography, SEC) durchgefihrt.
Dabei werden Molekile durch eine Matrix geleitet, die aufgrund ihrer Oberflachenstruktur
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kleinere Molekile (Monomere) retiniert, wahrend gréBere Molekile (Polymere) die Struktur
schneller passieren und somit eher die Saule verlassen [188]. Die Proteinreinigung wurde bei
4 °C durchgeflhrt. Alle verwendeten Puffer wurden vor Gebrauch filtriert und entgast und auf
4 °C temperiert. Die Affinitdtschromatographie und SEC wurden semi-automatisiert mit FPLC
geman Herstellerangaben durchgefihrt. Vor Gebrauch des Systems und der Saulen wurde
mit 0,1 M NaOH gewaschen und die Saulen und das System im entsprechenden Puffer
mit mindestens zwei Saulenvolumina aquilibriert. Bei der Affinitatssaule handelte es sich um
eine Amylose-Matrix. Die Probe wurde mit einer Flussgeschwindigkeit von 3 ml/min auf die
Amylose-Séaule geladen. Die Saule wurde mit Saulenpuffer gewaschen, bis keine Absorption
des Durchflusses bei 280 nm mehr detektiert werden konnte. Die Eluierung erfolgte mit
Maltose-Puffer. Die Maltose konkurriert mit dem Amylose-Rest der Saule um die MBP-Bindung
und kann aufgrund der hdéheren Affinitdt das Protein aus der stationdren Phase I6sen. Die
Eluierung wurde mittels Absorptionsmessung bei 280 nm verfolgt und das Eluat automatisiert
Fraktioniert (jeweils 2 ml). Die entsprechenden Fraktionen wurden gesammelt und zur SEC
weiterverwendet. Die SEC diente zum Auftrennen des gereinigten Proteins respektive dessen
Oligomerisierung. Das Eluat der Affinitatschromatographie wurde tUber eine Gelfiltrationssaule
mit einer Flussgeschwindigkeit von 1 ml/min chromatographisch aufgetrennt. Der Durchfluss
wurde unter UV-Absorptionsbestimmung bei 280 nm fraktioniert und die Fraktionen der
Absorptionsmaxima gesammelt. Die einzelnen Fraktionen der SEC wurden 1:10 verdiinnt und
mittels SDS-PAGE und BN-PAGE hinsichtlich ihrer Reinheit, ihres Molekulargewichtes und
Oligomerisierungszustandes analysiert. Die Proteinkonzentration wurde mittels Bradford-
Reaktion bestimmt (Kapitel 2.4.6).

245 Zellfraktionierung

Mittels Differentialzentrifugation lassen sich subzelluldre Bestandteile in vitro trennen. Ziel
der hier angewandten Fraktionierung war die Differenzierung zwischen Cytosol und (intaktem)
Mitochondrium. Es wurde die Methode nach Pallotti et al., basierend auf Yang et al.,, mit
Modifikationen angewendet [174, 189]. 12x 10® COS-7-Zellen wurden wie beschrieben
transfiziert, zur Proteinexpression inkubiert und nach 24 — 48 h geerntet (Kapitel 2.3.1.2). Alle
der im Folgenden verwendeten Lésungen waren auf 4 °C temperiert. Das Prozedere fand stets
bei 4 °C statt. Das Zellpellet wurde in 1 ml Lésung A resuspendiert, in einen Homogenisator
entsprechenden Fassungsvermoégens tberfuhrt und mit 30 Hieben homogenisiert. Es folgte
die Zentrifugation (750 g, 10 min, 4 °C) des Homogenisates. Der postnukledre Uberstand
(900 pl) wurde abgenommen und erneut zentrifugiert (750 g, 10 min, 4°C). Um die
cytosolische von der mitochondrialen Fraktion zu trennen, wurde eine Zentrifugation bei
12.000 g fiir 20 min bei 4 °C durchgefiihrt. Im Pellet fand sich die mitochondriale, im Uberstand
die cytosolische Fraktion. Das Pellet konnte in SEM-Puffer aufgenommen werden und beide
Fraktionen wurden erneut zentrifugiert, um Kontaminanten zu entfernen. AnschlieBend wurden
mittels Bradford-Reaktion (Kapitel 2.4.6) die Gesamtproteinmenge der Fraktionen bestimmt
und die Fraktionen aquimolar flr weitere Experimente eingesetzt.
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2.4.6 Proteinkonzentrationsbestimmung

Mittels Bradford-Reaktion wurde die Gesamtproteinkonzentration einer Lésung bestimmt.
Die Reaktion basiert auf der Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G-250 an
Proteine. Die Bindung induziert eine Veranderung des Absorptionsmaximums des Farbstoffes
von 465 nm zu 595 nm, die gemessen und mit der Farb&nderung einer Standardreihe korreliert
werden kann [190]. Zur Korrelation der Absorption mit der Proteinkonzentration wurde der
Quotient aus der Absorption bei 590 nm und 450 nm bestimmt [191]. Die Farbreaktion ist
sensitiv gegeniber Detergenzien in héheren Konzentrationen. Bei Proben mit Detergenzien
(Lysate) wurden deshalb nur relative Proteinmengenkonzentrationen mittels Bradford-
Reaktion gemessen. Als Farbstoff und Probenstandards wurde das Kit Quick Start Bradford
Protein Assay verwendet. Die Absorption wurde in einer 96-well Platte mittels FLUOstar
Optima bestimmt. Die Absorption der Standards wurde gegen die bekannte Konzentration
aufgetragen und der Pearson-Korrelationskoeffizient bestimmt. Es wurde ein
Korrelationskoeffizient r > 0,95 fir die Verwendung der Daten vorausgesetzt. Aus der linearen
Regression konnte die Konzentration der Probe berechnet werden.

2.4.7 SDS-Gelelektrophorese

Um Proteine in Lésung respektive ihrer Masse aufzutrennen, wurde eine SDS-
Polyacrylamidgelelekirophorese (SDS-PAGE) durchgefihrt [192-194]. Um den Proteinen eine
(einheitliche) Ladung zu verleihen, wurden die Probe mit LDS-Ladungspuffer versetzt. Hierflir
wurde NuUPAGE LDS Sample Buffer und NuPAGE Sample Reducing Agent entsprechend den
Herstellerinformationen mit der Probe vermischt und fiir 5 min bei 95 °C thermisch denaturiert.
Die praparierten Proben wurden auf ein SDS-Polyacrylamidgel geladen oder bei -20 °C
gelagert. Die Elektrophorese wurde mit 10- oder 20-well Bis-Tris Proteingelen durchgeflhrt.
Das jeweilige Gel wurde mit Laufpuffer umspult in eine Elektrophoresekammer gespannt. 4 pl
des Proteinstandards und 10 pl der Probe wurden in Taschen der Gele geladen und die
Proteine bei 120 V fir 60 — 90 min aufgetrennt.

2.4.8 Blue Native PAGE (BN-PAGE)

Schéagger et al. beschrieben 1991 erstmals eine Elektrophorese, bei der die Proteine in
ihrer urspriinglichen Konformation erhalten blieben. Dabei konnten Atmungskettenkomplexe
in toto identifiziert werden [195]. Die blue native polyacrylamide gelelectrophoresis (BN-PAGE)
ist eine elektrophoretische Methode, bei der nicht SDS, sondern Coomassie Brilliant Blue G-
250 (CBB G-250) an Proteine bindet. Das durchgefiihrte Protokoll orientiert sich an Wittig et
al. [196]. Samtliche Schritte wurden bei 4 °C durchgeflhrt. Die Proteinproben wurden mit
Probenpuffer versetzt. Bei detergenzhaltigen Proben wurde ein Viertel des
Detergenzvolumens an NativePAGE 5 % G-250 Sample Additive hinzugegeben. Es wurden
10 ul der Probe sowie 3 pul Proteinstandards pro well in ein Gel geladen. Die

43



Material und Methoden

Elektrophoresekammer wurde mit Anodenpuffer und Kathodenpuffer befiillt. Die Proteine
wurden fir 60 min bei 150 V, dann fir weitere 90 min bei 250 V bei 4 °C aufgetrennt.

249 Coomassie-Farbung von SDS- und BN-PAGE-Gelen

Die Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung (CBB) wurde zum Féarben der elektrophoretisch
aufgetrennten Proteine in einem Gel verwendet [197]. Das Gel wurde nach der Elektrophorese
in destilliertem Wasser gewaschen und fir bis zu 30 min in 100 % CBB inkubiert. Der Farbstoff
wurde verworfen und das Gel erneut in destilliertem Wasser gewaschen. Um unspezifische
Farbungen des Gels zu entfernen, wurde das Gel anschlieBend in Entfarberlésung getrankt,
fir 20 s und 600 W in der Mikrowelle erhitzt und schlieBlich schittelnd inkubiert, bis die
Proteinbanden deutlich sichtbar wurden.

2.4.10  Silberfarbung von SDS-PAGE-Gelen

Neben der Coomassie-Farbung wurde die Silberfarbung nach Chevallet et al. angewandt
[198]. Die Silberfarbung ist gegeniber der Coomassie-Farbung sensitiver. Somit konnten auch
Proteine aus Proben mit geringerer Proteinkonzentration nach der Geleketrophorese im Gel
gefarbt werden.

2.4.11 Western Blot

Towbin et al. beschrieben 1979 erstmals den Transfer der in der SDS-PAGE aufgetrennten
Proteinprobe auf eine Nitrocellulosemembran [199, 200]. Die Methode erlaubt, Proteine vom
Polyacrylamidgel in eine immobile Phase zu Uberflhren, wo sie mit Antikbpern spezifisch
nachgewiesen werden kénnen.

24111 Proteintransfer

Es wurde eine semi-dry-Methode gewahlt, die im Transferpuffer nach Towbin et al.
durchgefiihrt wurde [199, 201]. Die Proteine wurden auf eine Nitrocellulosemembran
transferiert. Diese zeigt eine hdhere Spezifitat bei der Detektion, wenngleich sie hinsichtlich
der Proteinbindekapazitdt gegenlber einer PVDF-Membran unterlegen ist [202, 203].
Nitrocellulosemembran und das Polyacrylamidgel wurden vor Gebrauch beziehungsweise
Weiterverarbeitung im Transferpuffer aquilibriert. Auf die Anode der Blottingkammer wurden
drei in Puffer getrankte Filterpapiere platziert. Es folgte die Nitrocellulosemembran, schlieBlich
das Polyacrylamidgel. Die obere Schicht wurde erneut durch drei getrénkte Filterpapiere
gebildet. Die Konstruktion schloss mit der Kathode vertikal ab. Es wurde ein elektrisches Feld
mit 2 mA/cm? Membran angelegt und die Proteine fiir 90 min transferiert.
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2.4.11.2 Blockierung unspezifischer Antikorperbindestellen der Membran

Unspezifische Antikérperbindestellen der Membran wurden nach durchgeflihrtem
Proteintransfer mit 5 % Milchpulver (w/v) in TBS mit 0,05 % Tween 20 (v/v), fiir eine Stunde
bei Raumtemperatur oder 16 Stunden bei 4 °C blockiert [204].

2.4.11.3 Proteinmarkierung mittels Antikorper

Um spezifisch auf die Membran transferierte Proteine zu identifizieren, wurde die Membran
mit Antikdrpern inkubiert (vgl. Kapitel 2.1.5). Primére Antikdrper sind gegen ein Epitop des
jeweiligen Proteins gerichtet. Die Membran wurde mit der Antikérperlésung 1 — 2 h bei
Raumtemperatur oder 16 Stunden bei 4 °C bei angegebenen Verdinnungen in 5%
Milchpulver (w/v) in TBS mit 0,05 % Tween 20 (v/v) inkubiert (Tabelle 17).

Antikorper Organismus Verdiinnung Inkubationszeit [h]
anti-V5 Maus 1:5.000 1
anti-GAPDH Maus 1:40.000 1
anti-Hsp60 Kaninchen 1:2.000 2
anti-Tubulin Maus 1:5.000 1
anti-GCDH Kaninchen 1:500 2
anti-PAH Maus 1:1.000 1
anti-Hsc70 Ratte 1:1.000 2

Tabelle 17: Primare Antikérper.

Nach entsprechender Inkubation wurde die Membran dreimalig mit TBS mit 0,05 % Tween
20 (v/v) far jeweils 2 min gewaschen. Der sekundére Antikdrper ist spezifisch gegen das Fc-
Fragment der jeweiligen Spezies des ersten Antikdrpers gerichtet und an HRP (horseradish
peroxidase) gekoppelt. Die Membran wurde hiermit je nach Affinitdt 1 — 16 h bei
Raumtemperatur oder 4 °C bei angegebenen Verdiinnungen in 5 % Milchpulver (w/v) in TBS
mit 0,05 % Tween 20 (v/v) inkubiert (Tabelle 18).
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Antikérper Verdinnung Inkubationszeit [h]
anti-Maus-HRP 1:20.000 1
anti-Kaninchen-HRP 1:20.000 1
anti-Ratte-HRP 1:20.000 1

Tabelle 18: Sekundéare Antikorper.

Als Ladungskontrolle wurde die relative Menge des Protein Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) flr cytosolische Proben oder Gesamtzelllysate bestimmt [205]. Die
Membran wurde nach Antikérperbindung mit TBS mit 0,05 % Tween 20 (v/v) gewaschen und
bei 4 °C bis zur Detektion gelagert.

2.4.11.4 Detektion des Immunoblots

Die mit Antikérpern auf den beschichteten Nitrocellulosemembran markierten Proteine
wurden mittels der enhanced-chemiluminescence-Lésung (ECL) detektiert [206]. Die an
sekundare Antikérper gekoppelte horseradish peroxidase (HRP) katalysiert mittels H2O2 die
Oxidation von Luminol, einem Lumineszenzfarbstoff. Das (instabile) Zwischenprodukt der
Oxidation emittiert Licht, welches detektiert werden kann und (eingeschrankt) mit der
Proteinmenge der initialen Probe korreliert [205]. Die Nitrocellulosemembran wurde zur
Reduktion des Hintergrundes mit destilliertem Wasser gewaschen [207]. Das Substrat wurde
auf die Membran gegeben und das emittierte Licht sofort detektiert. Als Substrat wurde das
ECL Western Blotting Substrate gemaR Herstellerangaben verwendet. Bei zu schwachem
Signal wurde SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate als Substrat der HRP
eingesetzt. Die Detektion erfolgte mit einer UV-Kamera. Die Belichtungszeit variierte je nach
Signalintensitdt zwischen 1 Sekunde und 5 min. Die Daten wurden mittels Software des
Herstellers im tagged image file format (.tif) exportiert und mittels der Software ImageJ
visualisiert und quantifiziert.

2.4.11.5 Auflésen der Antikorperbindung auf Membranen

Um mehrere Proteine, die sich nur marginal in ihrem Molekulargewicht unterscheiden, auf
einer Membran detektieren zu kdnnen, kdnnen Antikdrperbindungen aufgelést werden
(membrane stripping) [208]. In einem Folgeschritt kann dann ein zweites zu untersuchendes
Protein auf derselben Membran gefarbt werden. Die antikdrpergebundene
Nitrocellulosemembran wurde hierzu mit TBS mit 0,05 % Tween 20 (v/v) gewaschen und
anschlieBend fir 45 min bei Raumtemperatur mit Restore Western Blot Stripping Buffer
inkubiert. Nach erneutem Waschen und Blockieren (Kapitel 2.4.11.2) konnten weitere Proteine
mit anderen primdren Antikérpern markiert werden.
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2.4.11.6  Quantifizierung der relativen Proteinmengen

Die Proteinbanden wurden nach Detektion aus den unverarbeiteten Dateien mittels der
Software Imaged quantifiziert. Zur besseren Veranschaulichung wurden Rohwerte teilweise
mit einem konstanten Faktor multipliziert und fir weitere Berechnungen in Microsoft Excel oder
RStudio importiert.

2.412 Dot Blot

Die immunoreaktive Menge eines Proteins wurde nach einem modifizierten Protokoll von
Storey et al. und Panigrahi et al. mittels Dot Blot bestimmt [209, 210]. Auf eine trockene,
unbehandelte Nitrocellulosemembran wurde 1 pl eines Zelllysats getropft. Die Membran wurde
fir 30 min unter Raumtemperatur getrocknet. Es folgte das Blockieren und Quantifizieren der
Membran (vgl. Kapitel 2.4.11).

2.4.13  Transfection competition assay

Zur ldentifikation bestimmter DNA-Motive, die zum Verstandnis der Aktivitdt von
Promotoren dienen, haben Hube et al. eine Ko-Transfektion von Promotor und
doppelstrangigen Oligonukleotiden, die die Transkriptionsfaktorbindestellen inhibieren,
angewandt [211]. Ein modifiziertes Vorgehen wurde angewandt, um die Synthese eines zu
untersuchenden Proteins zu kontrollieren. Durch Ko-Transfektion zweier proteinkodierender
Plasmide konnte die Kapazitdt der Proteinbiosynthese zugunsten eines Kontrollproteins
ausgelastet werden, um so die Synthese des zu untersuchenden Proteins kontrollieren zu
kénnen. Es musste eine zunehmende Menge der cDNA eines Kontrollproteins zu einer
konstanten Menge der cDNA des zu untersuchenden Proteins transfiziert werden. Es stellte
sich ein Verhaltnis von (konstanten) 0,2 ug cDNA (Kontrollprotein) zu 0 — 1,4 ug cDNA des zu
untersuchenden Proteins als effektiv heraus. Mit zunehmender Menge der Kontrollprotein-
cDNA nahm die Menge des zu untersuchenden Proteins ab. Diese Methode erwies sich als
robuster gegenuber Stérungen als eine alleinige Reduktion der transfizierten DNA-Menge des
zu untersuchenden Proteins.

2.4.14  Protein protection assay

Zur Bestimmung der Lokalisation eines Proteins innerhalb oder auBerhalb der duBBeren
Mitochondrienmembran wurde dessen Sensitivitdt gegenlber limitierter Proteolyse durch
Proteinase K geman eines modifizierten Protokolls nach Ryan et al. getestet [212]. Nach
Proteinexpression im eukaryoten System (Kapitel 2.4.1.1) wurde eine mitochondriale Fraktion
wie zuvor beschrieben aufgereinigt (Kapitel 2.4.5). Die Mitochondrien wurden in 200 pl SEM-
Puffer aufgenommen und in jeweils 95 ul aliquotiert. Proteinase K wurde in einer finalen
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Konzentration von 50 ug/ml zu einem Aliquot gegeben, das entsprechende Volumen SEM-
Puffer zu dem anderen (Kontrolle). Es wurde 15 min bei Raumtemperatur schittelnd inkubiert.
Die Hinzugabe von finalen 5 mM PMSF sowie die Inkubation bei 4 °C fir 10 min beendete die
Reaktion. Die Mitochondrien wurden erneut isoliert (12.000 g, 20 min, 4 °C) und in 75 pl SEM-
Puffer mit 1 % Triton X-100 (v/v) und 5 mM PMSF resuspendiert. Zur Lyse der Mitochondrien
wurde dieser Ansatz fir 30 min bei 4 °C inkubiert. Die cytosolische Fraktion wurde zur
Solubilisierung der Proteine mit 1 % Triton X-100 (v/v) versetzt. Mittels Bradford-Reaktion
wurden die Gesamtproteinkonzentrationen der Proben (einschlieBlich cytosolischer Fraktion)
bestimmt und gleiche Gesamtproteinmengen wurden in eine SDS-PAGE geladen. Die
immunchemische Farbung im folgenden Western Blot konnte die Lokalisation des Proteins
von Interesse zeigen. Proteine der mitochondrialen Matrix, des Intermembranraumes und der
beiden Membranen sind durch die Doppelmembran des Organelles der Proteinase K
unzuganglich und bleiben intakt (Abbildung 6, A). Proteine, die an der cytosolischen Seite der
Mitochondrienmembran gebunden sind, unterliegen der Proteolyse, werden zu
Peptidfragmenten abgebaut und kénnen nicht detektiert werden (Abbildung 6, B).

5 3
- R J{&:a

Abbildung 6: Protein protection assay (schematische Darstellung). Mitochondrien in Abwesenheit (A) und
Gegenwart (B) der Proteinase K (grau, rechts unten). Periphere Proteine der &uBeren mitochondrialen Matrix (rot)
liegen nach Proteinase-K-Verdau lediglich als Peptidfragmente vor und kénnen nicht mehr nachgewiesen werden.
Proteine des Intermembranraumes (grau) und der Matrix (griin) sind durch die Doppelmembran der Proteinase K
unzuganglich und kénnen nach Lyse der mitochondrialen Membran noch nachgewiesen werden (Proteinabbildung
modifiziert nach NADYA, 13.11.2016, http://www.clker.com/clipart-protein-strukture-.html, CCO-Lizenz).

24.15 Fluoreszenzmikroskopie

Um die intrazellulare Lokalisation von Proteinen zu bestimmen, wurde eine
Fluoreszenzmikroskopie durchgefihrt. 0,2 x 106 COS-7-Zellen wurden auf p-Slides ausgesét
und fir 48 h bei 37 °C inkubiert. Vor der Farbung wurden die Zellen mit MitoTracker (1:300
verdunnt in RPMI-Medium ohne FBS und Antibiotika) fir 45 min bei 37 °C inkubiert. Im
Anschluss wurden die Zellen mit 3,7 % (v/v) Formaldehyd in PBS fir 10 min fixiert und mit 1 %
(v/v) Triton X-100 in PBS permeabilisiert. Das Blockieren von unspezifischen Bindestellen
erfolgte durch Inkubation mit 1 (w/v) Albumin in PBS. Der priméare Antikdrper wurde in einem
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Verhaltnis von 1:200 in geléstem Albumin verdlinnt und fir mindestens 2 h mit den Zellen
inkubiert. Der sekundare Antikérper (goat anti-Mouse IgG Secondary Antibody, Alexa Fluor
488) wurde in gleichem Verhaltnis verdinnt und fir mindestens 1 h mit den Zellen inkubiert.
Zwischen den einzelnen Schritten wurde jeweils dreimalig mit PBS gewaschen. Das
Arbeitsvolumen betrug 150 ul pro Probe. Vor der Mikroskopie wurden die Proben mit
Vectashield, das 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) beinhaltete, versehen, um ein
Ausbleichen der Fluorochrome zu minimieren und die Zellkerne zu farben. Mit einem
Fluoreszenzmikroskop wurden die jeweiligen Fluorochrome (AlexaFluor488, DAPI,
MitoTracker) mit Licht der entsprechenden Wellenlange angeregt. Das emmittierte Licht jedes
Fluorophors wurde separat Uber jeweils einen entsprechenden Filter detektiert und das Signal
fir jeden der drei Kanale aufgenommen. Die Farbung und Superposition der Bilddateien
erfolgte mit ImageJ.

2.4.16  Analyse von Protein-Protein-Interaktionen

Zur Messung von Protein-Proteininteraktionen existieren zahlreiche experimentelle
Mdglichkeiten [213]. Zur Bestimmung der Interaktionspartner der GCDH wurden
Affinitatsaufreinigung mit massenspektrometrischer Analyse der Proteine (affinity purification
coupled mass spectrometry, AP-MS/MS), Ko-Immunoprazipitation sowie fluoreszenzbasierte
Methoden (Biolumineszenz-Resonanz-Energietransfer, BRET, und [luminescence-based
mammalian interactome assay, LUMIER) angewandt.

2.4.16.1  Affinity purification coupled mass spectrometry (AP-MS/MS)

Zu ldentifikation von Protein-Protein-Interaktoren der GCDH wurde eine hypothesenfreie
in-vitro-Methode, die affinity purification coupled mass spectrometry (AP-MS/MS) angewandt,
wie sie vor allem zur Studie des Hefe-Proteoms verwendet wird [214-217]. Im prokaryoten
System wurde ein Fusionsprotein von MBP und GCDH ohne MTS synthetisiert (MBP-
GCDHawrs), die anschlieend in vitro mit Proteinen aus eukaryoten Zellen interagieren konnte.
Bei der anschlieBenden Aufreinigung der MBP-GCDHauts mittels Affinitdtschromatographie
wurden Interaktoren, die sekundar an der MBP- GCDHawmrs gebunden wurden, mit aufgereinigt.
Die Identifikation der Interaktoren erfolgte mittels Massenspektrometrie (Abbildung 7). Zuvor
wurden Zellen kultiviert, deren jeweils ein Zellkulturmedium mit schweren, mittelschweren und
leichten isotopenmarkierten Aminosauren zugesetzt wurden. Nach flinfmaligem Splitten der
Zellen wurden die Zellen lysiert und die Zelllysate, die jeweils leichte, mittelschwere und
schwere isotopenmarkierte Proteine enthielten, fir die weiteren Analysen verwendet. Es
wurden Bindepartner des MBP-GCDHurs Wildtyps sowie der R138G-Variante untersucht.
Das Experiment wurde in 2 Kombinationen durchgefihrt: In einem ersten Experiment wurde
Wildtyp MBP-GCDHauts mit Zelllysaten aus der Zellkultur mit schweren, R138G MBP-
GCDHawmrs mit mittelschweren und MBP (Kontrolle) mit leichten Isotopen inkubiert. In einem
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zweiten Experiment wurden die Isotopenmarkierungen rotiert: Wildtyp MBP-GCDHawmrs
(mittelschwer), R138G MBP-GCDHawrs (leicht) und MBP (schwer).

1. SILAC-Zellkultur schwer mittelschwer leicht
- W =
(4 %o %o
; : e e 5)
2. Proteinextraktion 0. ® e ® oO ®

— e|w]

4. Affinitatsaufreinigung

VQDQ

5. Tryptischer Verdau K}% ¢ é}

6. Entsalzung der Peptide \

7. LC-MS/MS-Analyse

isotopenmarkierte
— 00 Proteine

% GCDH

@ MBP

Protein-G-gekoppelte
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-\, Antikérper

Abbildung 7: Schematische Darstellung der affinity coupled mass spectrometry (AP-MS/MS). COS-7-Zellen
wurden in isotopenmarkierten Medien kultiviert (1). Nach Proteinextraktion erfolgte die Inkubation mit
rekombinantem MBP-GCDHawrs (2, 3, maltosebindendes Protein, griin; GCDHawurs, orange) und anti-MBP-
Antiserum sowie Protein-G-gekoppelte Mikroktgelchen (grau). Der Proteinkomplex wurde mittels
Affinitatsaufreinigung angereichert und die Proteine auf der Saule mit Trypsin verdaut (4, 5). Die gewonnenen
Peptide wurden nach Entsalzung mittels MS/MS identifiziert (6, 7) (Proteinabbildung modifiziert nach NADYA, 2016,
http://www.clker.com/clipart-protein-strukture-.html,  Petrischalenabbildung und  ReaktionsgefaBabbildung
modifiziert nach OCAL, 2007, http://www.clker.com/clipart-9635.html| und http://www.clker.com/clipart-11526.html ,
alle CCO-Lizenz).
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Affinitdtsaufreinigung

Die Affinitdtschromatographie wurde modifiziert nach Huber et al. durchgeflhrt [184]. Um
aus den gebundenen Proteinen die fir die Massenspekirometrie notwendigen
Peptidfragmente zu generieren, wurde ein tryptischer Verdau direkt auf der
Chromatographiesaule durchgefihrt [218]. Es wurde 200 pul (isotopenmarkiertes) Lysat einer
Konzentration von 5 mg/ml Protein (Kapitel 2.4.2.2) zu 5 ng/ul gereinigtem Protein (Kapitel
2.4.4) gegeben. Wurden mehrere, unterschiedlich markierte Lysate verwendet, so wurden die
Konzentrationen durch Verdiinnung angepasst. Um ein Binden von potentiellen Interaktoren
der MBP-GCDHawmrs zu gewahrleisten, wurde die Lésung 60 min bei 20 °C inkubiert. 1 pg anti-
MBP-Antiserum wurde mit 50 ul einer Lésung mit Protein-G-gebundenen magnetischen
Mikrokugelchen fiir 2 min bei 4 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe (MBP-GCDHawurs
mit Lysat) zu den antikbrpergebundenen beads hinzugegeben und fir 30 min bei 4 °C
inkubiert. Zwischenzeitlich wurden die Saulen (M Columns) mit 1 ml Lysepuffer aquilibriert.
240 ul der Probe wurden auf die Saule geladen, der Durchfluss verworfen und die Saule
dreimalig mit Puffer 1 und finfmalig mit Puffer 2 gewaschen.

Tryptischer Verdau der Proteine auf der Séule

Antikdrpergebundene MBP-GCDHaurs und mdogliche Protein-Protein-Interaktoren
befanden sich nun in der stationaren Phase der Saule. Um sie zu eluieren und gleichzeitig fur
die massenspektrometrische Analyse zu verdauen, wurde ein tryptischer Verdau direkt auf der
Chromatographiesaule durchgefihrt [184]. 100 ul Trypsin (5 pug/ml) in Trypsin-Puffer wurden
auf die Saule gegeben und fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die
Peptide zweimalig mit jeweils 50 pl Elutionspuffer eluiert. Die durchgeflossenen Proben
wurden gesammelt und zusammengefihrt und fir 16 h bei 37 °C zur vollstandigen Proteolyse
inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion durch Sauredenaturierung der Protease mit 0,5 %
(v/v) Trifluoressigsaure (TFA) beendet. Mit einem Indikatorpapier wurde der pH-Wert der
Probenldsung bestimmt. Da die Peptide protoniert und geladen vorliegen sollten, sollte dieser
nicht gréBer 3 sein und wurde bei Bedarf mit TFA titriert. Das Lésungsmittel der Proben wurde
vollstandig evaporiert und die Peptide gegebenenfalls bei -80 °C bis zur weiteren Analyse
gelagert. Zum Entsalzen wurden die Peptide an eine C18-Matrix gebunden, gewaschen und
mit Acetonitril eluiert. Hierzu wurden zwei kreisrunde Fragmente aus C18-Extraktionsmaterial
(3M Empore C18 Extraction Disks) mit einem Durchmesser von 2 mm ausgestanzt. Diese
wurden mit einer Sonde in eine Pipettenspitze (Fassungsvermégen: 20 ul bis 200 pl) gestopft.
Die daraus entstandene S&ule wurde zweimalig mit 20 ul 100 % Acetonitril (ACN) und
dreimalig mit 20 ul 0,1 % (v/v) Trifluoressigsaure (TFA) &aquilibriert (Zentrifugation: 1.500 rpm,
5 min, Raumtemperatur). Die Peptide der Proben wurden in 0,1 % (v/v) TFA gelést und auf
jeweils eine C18-Saule gegeben. Durch Zentrifugation (1.400 rpm, 5 min, Raumtemperatur)
wurden die Peptide an die Matrix gebunden. Der Durchfluss wurde verworfen. Die Saulen
wurden zweimalig mit 0,1 % (v/v) TFA gewaschen, der Durchfluss verworfen. Mit 10 pl 70 %
(v/v) ACN in 1 % (v/v) Ameisensaure konnten die Peptide eluiert werden. Das Lésungsmittel
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wurde erneut evaporiert und die lyophilisierten Peptide in 5 ul 5 % (v/v) Ameisensaure im
Ultraschallbad gelést und in den Probenverteiler des Chromatographen gegeben.

Peptidindentifikation mittels Massenspektronomie

Die Peptidproben wurden chromatographisch mittels aufgetrennt und direkt in das
Massenspekirometer mittels  Elektrosprayinjektion (ESI) injiziert [219]. Bei der
Chromatographiesaule handelte es sich um eine 25 cm Reverse-Phase-Séaule, die mit Repro-
Sil-Pur Silikat einer PorengréBe von 1,9 um beladen war. Die Proben wurden mit einer
Flussgeschwindigkeit von 0,5 pl/min auf die Saule geladen. Die Eluierung erfolgte im
Gradienten (0 — 95 %) Uber 120 min von 0,2 % (v/v) Ameisensaure in Wasser zu 0,2 % (v/v)
Ameisensaure in 100 % Acetonitril bei einer Flussgeschwindigkeit von 250 nl/min.[220] Die
Tandem-Massenspekirometrie-Analyse wurde nach etabliertem Protokoll durchgefihrt [220].
Die Identifikation der Peptide (beziehungsweise Proteine) wurde mittels MaxQuant (Version
1.3.0.5) durchgefuhrt und mit der UNIPROT-Datenbank homo sapiens abgeglichen [221].

Ziel war es, unspezifisch prazipitierte Proteine von spezifischen Interaktoren der MBP-
GCDHawurs zu identifizieren. Keilhauer et al. konnten ein beadome identifizieren [222]. Dabei
handelt es sich um Proteine, die nicht mit dem zu untersuchenden Protein prazipitiert werden,
sondern unspezifisch an die Saule beziehungsweise die Affinitatsmatrix binden. Die relative
Menge der prazipitierten Proteine wurde mittels MaxQuant berechnet. Die intensitatsbasierte
absolute Quantifizierung (iBAQ) wurde firr jedes Protein berechnet, indem die gemessene
Peptidintensitat durch die Anzahl der theoretisch zu detektierenden Peptide geteilt wurde
[223]. Dieser Quantifizierungswert wurde fir ein Protein in allen Proben (schwer, mittelschwer,
leicht, jeweils fUr beide Kombinationen) bestimmt. Das iBAQ-Verhaltnis gibt Aufschluss tUber
die Anreicherung eines Proteins in einer bestimmten Probe. Somit konnten spezifische
Protein-Protein-Interaktionspartner von unspezifischem Hintergrund differenziert werden.

Entfaltung des rekombinanten Proteins

Um den Einfluss des Faltungszustandes auf die Protein-Protein-Interaktion zu analysieren,
wurde in einem separaten Experiment MBP-GCDHawurs chemisch denaturiert und im Anschluss
die Interaktion von Wildtyp und varianter MBP-GCDHaurs mit Zelllysatproteinen gemessen.
Zur MBP-GCDHamts wurde 200 % (v/v) 100 % (NH4).SO4 gegeben und die Lésung bei 4 °C
fir 30 min inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation mit 20.000 g bei 4 °C tber 20 min. Dieser
Schritt wurde wiederholt. Das resultierende Pellet wurde in 15 pl Urea-Puffer aufgenommen
und fur die weiteren Experimente verwendet.
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2.4.16.2 Ko-Immunoprazipitation

Um Protein-Protein-Interaktionen, die mittels AP-MS/MS identifiziert wurden, zu
verifizieren, wurde eine Ko-Immunoprézipitation durchgefihrt. GCDH wurde als
Fusionsprotein mit einer Affinitdtsmarkierung (V5-6xHis) exprimiert und aus einem Zelllysat
Uber eine Affinitdtsaufreinigung isoliert. In einem zweiten Schritt wurde in dieser Probe
potentielle Interaktionspartner mittels Western Blot detektiert [224]. 2 x 10° COS-7-Zellen
wurden mit 2 pg cDNA, die fir GCDH-V5-6xHis kodiert, transfiziert. Nach 48 h Expression
wurden die Zellen chemisch mittels 1 % (v/v) Triton-X-100 in 50 mM Tris-HCI (pH 7,5) lysiert.
Die Probe wurde mit 2,5 pug anti-V5-Antikdrper sowie 50 pl an Protein-G gekoppelten
magnetischen Mikroktgelchen fir 30 min bei 4 °C inkubiert. Zwischenzeitlich wurden Saulen
(u Columns) in einem vorgesehenen Sténder, der ein elektromagnetisches Feld appliziert
(ULMACS Separator), angebracht und mit Lysepuffer aquilibriert. Nach der Inkubation wurde
die Probe auf die S&ule geladen und vierfach mit jeweils 500 pl Waschpuffer (50 mM Tris-HCI,
pH 7,5) gewaschen. Der Durchfluss sowie die einzelnen Waschschritte wurden asserviert.
AnschlieBBend wurde das Protein mit 50 ul SDS-Puffer (95 °C) zweimalig eluiert. Als Kontrollen
dienten Proben ohne Antikérper, mit nicht gegen GCDH-V5-6xHis gerichtetem Antikérper und
ein Ansatz ohne GCDH-V5-6xHis, um unspezifische Bindungen auszuschlieBen. Samtliche
Fraktionen wurden mittels Western Blot auf das Vorhandensein der GCDH-V5-6xHis sowie
des hypothetischen Protein-Protein-Interaktors Gberpruft.

2.4.16.3 Biolumineszenz-Resonanz-Energietransfer (BRET)

Biolumineszenz-Resonanz-Energietransfer (BRET) wurde verwendet, um Protein-Protein-
Interaktionen in der lebenden Zelle zu untersuchen [225]. Hierzu wurden zwei Proteine jeweils
als Fusionsprotein mit Renilla-Luziferase (hRluc) und Venus exprimiert. Venus ist eine Mutante
des gelbfluoreszierenden Proteins (yellow fluorescent protein, YFP,
F46L/F64L/M153T/V163A/S175G) mit dreiBigfacher relativer Fluoreszenzstarke im Vergleich
zu YFP mit einem Emissionsmaximum von Amax = 528 nm bei einer Anregung durch Licht mit
einer Wellenldnge von Amax = 515 nm [226]. Das Enzym Renilla-Luziferase katalysiert die
Reaktion von

Coelenterazin + O + Ca?* — Coelenterazin-OH + AE,

wobei die freiwerdende Energie (AE) als Licht mit Amax = 475 nm detektiert werden kann [227].
Zwei Proteine, deren Interaktion untersucht werden soll, werden als C- und N-terminales
Fusionsprotein mit jeweils Venus und hRluc ko-exprimiert. Es ergibt sich eine Matrix mit acht
verschiedenen Kombinationsmaoglichkeiten (Abbildung 8, A). Alle acht
Kombinationsméglichkeiten wurden bei der zu testenden Protein-Protein-Interaktion
gemessen, da die Position des hRluc und Venus sowie der Fusionspartner per se einen
Einfluss auf Stabilitdt und Faltung des Fusionsproteins sowie die Protein-Protein-Interaktion
haben kdnnen. So kdnnen Interaktionsepitope eines Proteins durch das Fusionsprotein
maskiert und Interaktionen zu dem zu untersuchenden Partnerprotein verhindert werden [228,
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229]. Befinden sich die beiden Fusionsproteine in raumlicher Nahe (r < 100 A, entsprechend
dem Forster-Radius), so kann eine Energielbertragung stattfinden. Die aus der
Coelenterazinreaktion freiwerdende Energie (hRluc: Donor) wird auf Venus Ubertragen
(Akzeptor). Dies fuhrt zu einer Anregung des Venus, dessen Emission detektiert werden kann
(Abbildung 8, B — E) [228, 230]. Die simultane Detektion von Donor- und Akzeptor-Signal
ergibt den BRET-Wert der Protein-Protein-Interaktion.

Um Protein-Protein-Interaktionen zu analysieren, wurden 0,2 x 108 COS-7-Zellen mit
0,25 pug cDNA des Donors und 0,75 pg des Akzeptors transfiziert (Nukleofektion) und fir 24 h
bei 37 °C in einer 96-well Platte mit 200 ul RPMI-Medium inkubiert. Das Coelenterazin wurde
in Methanol geldst (1 mg/ml) und bei -80 °C gelagert. Vor der Messung wurden 127 pl der
Lésung mit 1 ml Reaktionspuffer und 6,6 ml PBS verdinnt. Zur Detektion wurde 150 pl des
Mediums abgenommen und in einem automatisierten Verfahren das Coelenterazin mit einer
finalen Konzentration cctz = 30 uM pro well injiziert. Es folgte die duale Lumineszenzmessung
(PHERAstar FSX) mit 10 Messintervallen 420 ms mit einem Emissionsfilterset fir 535 + 30 nm
(Venus) und 475 = 30 nm (hRluc/CTZ). Um einen Energietransfer zu bestimmen, wurde eine
BRET ratio bestimmt [231]. In einem ersten Schritt wurde gepruft, ob das Luziferase-Signal
Emissionnriue > 18358,6 ist (Grenzwert nach Kalibrierung der Methode). Dann wurden die
Signale beider Kanéle ins Verhéltnis gesetzt:

BRET = Emissionyenys(535 = 30 nm)

Emissionygy,c(475 + 30 nm)’

Hiervon wurde das Hintergrundsignal subtrahiert, das aus einer BRET-Messung von Zellen,
die ausschlieBlich hRluc-Fusionsproteine (hRluc-GCDH oder Pex19-hRluc, kein Akzeptor)
exprimierten, resultierte:

Emissionyepny,s(535 + 30 nm)
Emissionyg, (475 + 30 nm)’

BRETHintergrund =

sodass schlieBlich der BRET-Wert berechnet werden konnte:

BRET — Wert = BRET — BRETHintergrund-

Um Protein-Protein-Interaktionen aus den errechneten Werten zu ermitteln, wurde einerseits
eine statistische Methode, andererseits eine interne Validierungsmethode angewandt. So
wurde mittels zweiseitigem, ungepaartem t-Test ein p-Wert fir Ho: BRET-Wert = 0 berechnet.
Des Weiteren wurden Toleranzgrenzwerte fir den absoluten Wert der BRET-Wert auf Basis
interner Kalibrierungen festgelegt. Eine

BRET — Wert > 0,0263
zeugte von einer positiven Interaktion, fur
0,0263 > BRET — Wert > 0,0091

wurde ein Graubereich definiert.
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Abbildung 8: Schematisierte Darstellung des BRET. Proteine, deren Interaktion untersucht werden soll, werden
jeweils N- und C-terminal mit Venus (gelb), einer Variante des gelbfluoreszierenden Proteins (yellow fluorescent
proteins, YFP), sowie der Luziferase aus Renilla reniformis (hRluc) als Fusionsproteine in acht Kombinationen ko-
exprimiert (A, B). Nach Hinzugabe des hRluc-Substrates Coelenterazin wird Licht durch hRluc emittiert (C).
Befinden sich beide zu untersuchende Proteine in rdumlicher Nahe (r < 100 A), kann Energie aus der hRluc-
Reaktion (Donor) auf Venus (Akzeptor) Ubertragen und somit ein Venus-Signal detektiert werden (D, E, adaptiert
aus [229]) [226, 227, 229, 230] (Proteinabbildung modifiziert nach NADYA, 2016, http://www.clker.com/clipart-
protein-strukture-.html, CCO-Lizenz).
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2.4.16.4 Luminescence-based mammalian interactome (LUMIER) assay

Um eine Protein-Protein-Interaktion quantitativ zu messen, wurde ein luminescence-based
mammalian interactome (LUMIER) assay durchgeflhrt [232-236]. Es wurden zwei Proteine,
deren Interaktion gemessen werden sollte, als Fusionsproteine mit hRluc und V5-6xHis ko-
exprimiert. Das Protein mit der V5-6xHis-Markierung wurde Uber eine Affinitdtsmatrix
aufgereinigt. Wenn das hRIluc-Fusionsprotein an das V5-6xHis-markierte Protein bindet und
der Proteinkomplex isoliert wurde, konnte eine Lumineszenz nach der Affinitatsreinigung
gemessen werden.

Die cDNA potentieller Interaktionspartner wurde jeweils in pEF-DEST51-V5/6xHis und
pCR3.1-N-hRluc-DEST bzw. pCR3.1-C-hRIuc-DEST kloniert. Die Fusionsproteine wurden in
0,2 x 108 COS-7-Zellen ko-exprimiert (jeweils 0,15 pg cDNA pro Elektroporation im 96-well
Format, Abbildung 9, A). Nach 24 Stunden Proteinexpression wurden die Zellen mit 130 pl
LUMIER-Lysepuffer lysiert und durch Zentrifugation (750 g, 15 min) wurde die post-nukleére
Fraktion gewonnen. 20 pl der Probe wurden mit 30 ul PBS verdinnt und die Lumineszenz
wurde gemessen (Lumineszenz 1, B). Eine 96-well Platte (Protino 96 Ni-NTA) wurde als Matrix
fir die Komplexreinigung mit 500 pl Ni-NTA-Agarose (Protino Ni-NTA-Agarose) beladen und
mit LUMIER-Lysepuffer &quilibriert. Um einen Fluss zu erzeugen, wurde zwischen jedem
Schritt ein Vakuum von 0,8 bar fur jeweils eine Minute angelegt. 100 ul der Probe wurden mit
550 pul NPI-10 in jeweils ein well gegeben und far 20 min schattelnd (1.100 rpm) bei
Raumtemperatur inkubiert. Der Puffer wurde mittels Vakuumapplikation entfernt und die
Saulen dreimalig mit jeweils 500 pl NPI-20 gewaschen (Abbildung 9, C und D). SchlieBlich
wurden die bindenden Proteine mit 100 pl NPI-250 eluiert und die Lumineszenz aus 50 ul des
Eluates bestimmt (Lumineszenz 2, E). Die Mono-Expression des hRluc-Fusionsproteins diente
als Kontrolle. Das Luziferase-Signal nach der Reinigung (Lumineszenz 2) ist proportional zum
Signal im Lysat (Lumineszenz 1) und muss demnach in Relation zum Signal der Kontrolle
gesetzt werden [236]. Die Lumineszenz wurde wie im Kapitel 2.4.16.3 beschrieben detektiert.
Aus Lumineszenz 1 und Lumineszenz 2 wurde ein Quotient berechnet und der Quotient der
Kontrolle subtrahiert (LUMIER-Wert):

Emission i Emission .
Lumineszenz 2 Kontrolle
[ UM[ER Wert — Lumineszenz 2 .

EmlSSlonLumineszenz 1 EmlsswnKontrolleLumineszenz 1

Um zu testen, ob sich das Messsignal signifikant vom Hintergrund unterschied, wurde eine
zweiseitige, ungepaarte t-Teststatistik far Ho: p = 0 (mit u = Mittelwert unabh&ngig gemessener
LUMIER-Werte) berechnet.
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A

B Lumineszenz 1
C

E Lumineszenz 2
D

Abbildung 9: Prinzip des LUMIER assays. Zu testende Proteine wurden als Fusionsprotein mit hRluc und V5-
6xHis-markiert eukaryot exprimiert (A). Nach der Lyse wurde die Lumineszenz 1 gemessen (B). Der
Interaktionskomplex wurde mittels Ni-NTA-Matrix an eine Saule gebunden (C) und gereinigt (D). Im Eluat wurde die
Lumineszenz 2 bestimmt (E). Als Kontrolle diente eine Mono-Expression des hRluc-Fusionsproteins (Hintergrund-
Lumineszenz). Der Quotient aus Lumineszenz 1 und 2 und Subtraktion des Quotienten der Kontrolle quantifiziert
die Protein-Protein-Interaktion (Proteinabbildung modifiziert nach NADYA, 2016, http://www.clker.com/clipart-
protein-strukture-.html, CCO-Lizenz).

57



Ergebnisse

3 Ergebnisse

3.1 Missense-Mutationen fiihren zu einem reduzierten
mitochondrialen Import der Glutaryl-CoA-Dehydrogenase

3.1.1 Bestimmung der Prozessierung des Wildtyps und varianter GCDH

Um den Effekt pathogener Missense-Mutationen der GCDH auf den mitochondrialen
Import zu untersuchen, wurden Wildtyp und Varianten der GCDH eukaryot exprimiert und die
Proteinmenge sowie die Proteinprozessierung mittels Western Blot analysiert. Wildtyp-GCDH
konnte als Doppelbande detektiert werden: precursor und matures Protein (pGCDH und
mGCDH, Abbildung 10). Varianten der GCDH zeigten eine Erhéhung des Verhaltnisses
zwischen precursor und maturem Protein (p/m-Quotient). Des Weiteren war die
Gesamtproteinmenge der Varianten, verglichen zum Wildtyp, vermindert. Die Lokalisation der
Aminosauresubstitutionen war Uber die gesamte Primarsequenz verteilt. Varianten der
Medium-Chain-Acyl-CoA-Dehydrogenase (MCAD), die (wie auch die GCDH) zu den Acyl-
CoA-Dehydrogenasen zahlt, zeigten ebenfalls eine Erhéhung des p/m-Quotienten. Eine
Ausnahme war die MCAD-Variante L84F, die einen reduzierten p/m-Quotienten zeigte. Die
Massendifferenz beider Banden der GCDH in der SDS-Gelelektrophorese war gréBer als jene
der MCAD. Die mitochondrial targeting sequence (MTS) ist unter den nukledr codierten
mitochondrialen Matrixproteinen nicht konserviert [48]. Die MTS der GCDH besteht aus 44
Aminoséduren, die MTS der MCAD aus 25 [99, 237], demnach waren die spezifischen
Doppelbandenmuster kongruent respektive der in der Literatur vorbeschriebenen Langen der
MTS. Die Ergebnisse zeigten, dass GCDH und MCAD variantenspezifisch vom jeweiligen
precursor zu maturem Protein prozessiert wurden.

GCDH MCAD
0 8 8 ¥ . 83 8 8
E T 2 &8 € % E § R 2 8§ & L
S L xr = @ W S 3 ¥ F ¥ O =z
GCDHMCAD [ e e & " s i e =
GAPDH | s s s S — —_ e — |

Abbildung 10: Western Blot zur Bestimmung der Proteinmenge von Wildtyp und varianter GCDH und
MCAD. Gesamtizellfraktionen wurden in der SDS-PAGE aufgetrennt und die immunoreaktive Proteinmenge im
Western Blot detektiert. GCDH und MCAD wurden als precursor (obere Bande) und matures Protein (untere Bande)
nachgewiesen. Das Verhaltnis beider Reifungszustande, der p/m-Quotient, war variantenspezifisch (WT: Wildtyp,
NT: nicht transfizierte Kontrolle).
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GCDH und MCAD sind mitochondriale Matrixproteine. Um sicherzustellen, dass in der
analysierten Gesamtzellfraktion, aus denen die Proteinmengen der GCDH und MCAD
bestimmt wurden, die gesamte Menge des zu untersuchenden Proteins enthielt und nicht
durch patrtielle Lyse der Zellen und Mitochondrien ein Artefakt vorlag, wurde die Effizienz der
Zelllyse tberprift. Nach Fraktionierung der Zellen konnte mittels Western Blot die Verteilung
des mitochondrialen Matrixproteins Hsp60 im Pellet beziehungsweise dem I8slichen
Uberstand bestimmt werden (Abbildung 11). Ohne Hinzugabe eines chemischen Detergenz
zeigte sich nahezu die gesamte Hsp60-Menge in der Pelletfraktion. Durch Hinzugabe von
steigenden Mengen an Digitonin, einem Detergenz, welches konzentrationsabhangig
verschiedene biologische Membranen lysiert, nahm die relative Menge von Hsp60 in der
I6slichen Fraktion zu. Die Lyse mit 10 % Digitonin konnte Hsp60 nahezu vollstandig in die
I6sliche Fraktion Gberflhren. Verglichen hierzu war Hsp60 in einem Ansatz, bei dem Zellen mit
1 % (v/v) Triton X-100 lysiert wurden, ausschlieBlich in der I6slichen Fraktion vorhanden. Dies
zeigt, dass Triton X-100 die Zelle samt mitochondrialen Membranen vollstédndig lysierte. In
allen Experimenten erfolgte die Zelllyse, sofern nicht anders beschrieben, mittels 1 % (v/v)
Triton X-100.

Detergenz - Digitonin Triton
Konzentration --- 1% 5% 10% 1%
Fraktion P L P L P L P L P L
HSpEO (Ml o . | e m— = — —+

Abbildung 11: Lyse von Mitochondrien aus COS-7-Zellen mittels Digitonin und Triton X-100. COS-7-Zellen
wurden mit angegebenen Konzentrationen (v/v) des entsprechenden Detergenz inkubiert und die Menge des Hsp60
in der Pelletfraktion (P) beziehungsweise im Islichen Uberstand (L) bestimmt. Es zeigte sich eine vollstandige Lyse
der Zellen durch 1 % Triton X-100, da die gesamte Menge des Hsp60 in der I6slichen Fraktion detektiert werden
konnte.

In einem né&chsten Schritt wurde die Expressionskapazitdt von COS-7-Zellen nach
Transfektion einer proteinkodierenden cDNA Uberprift. Hierzu wurden verschiedene
Konzentrationen an Plasmid-cDNA transfiziert und die resultierende Proteinmenge im Dot Blot
bestimmt. Eine Erhéhung der transfizierten GCDH-cDNA-Menge flhrte zu einer Erhéhung der
immunoreaktiven Proteinmenge der GCDH im Dot Blot (Abbildung 12). Das
Regressionsmodell konnte als Hyperbel ausgedrickt werden. Ab einer cDNA-Menge von
0,8 ug wurde eine Sattigung der Proteinexpression der GCDH erreicht. Zwischen einer
relativen Proteinmenge von 0,05 — 0,6 lag eine lineare Korrelation von cDNA-Menge und
Proteinmenge vor (r = 0,92; r? = 0,86; p = 0,003; n = 2). In diesem Bereich befand sich die fiir
die in den folgenden Experimenten verwendete cDNA-Menge von 0,15 pg (gestrichelte Linie).
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Abbildung 12: GCDH-Proteinenge in Abhéngigkeit der transfizierten cDNA-Menge. A, Gesamtproteinmenge
der GCDH im Zelllysat nach Transfektion steigender Menge cDNA (Umrandung: Duplikate). B, Mit zunehmender
cDNA-Menge stieg die Proteinmenge des GCDH Wildtyps an und erreichte ein Plateau. Es lag ein linearer
Zusammenhang im Bereich zwischen einer relativen Proteinmenge von 0,05 und 0,6 vor (Mittelwerte + SEM;
r=0,92; r? = 0,86; p = 0,003; n = 2; gestrichelte Linie: cDNA-Menge von 0,15 pg).

Um nicht nur die Gesamtproteinmenge zu evaluieren, sondern auch das Verhéltnis
zwischen pGCDH und mGCDH fiir verschiedene GCDH-Gesamtproteinmengen zu testen,
wurde ein transfektionsbasierter competition assay durchgefihrt. Hierbei diente
Phenylalaninhydroxylase (PAH) als Kontrollprotein, das die Proteinmenge der GCDH
beeinflussen sollte. Mit steigender PAH-cDNA-Menge nahm die Menge an immunoreaktiver
PAH bis zu einer cDNA-Menge von 1,4 ug zu (Abbildung 13). Gleichzeitig zeigte sich eine
Abnahme der Gesamtproteinmenge der GCDH. mGCDH und pGCDH blieben Uber den
angewandten PAH-Gradienten durchgehend nachweisbar. Auch bei héheren Mengen PAH
zeigte sich eine Erhéhung des p/m-Quotienten fir F71S-GCDH verglichen zum Wildtyp. Dies
zeigte, dass der Effekt des variantenspezifischen p/m-Quotienten auch bei niedrigeren
Proteinmengen zu beobachten war. Ein Artefakt durch Uberexpression konnte somit
ausgeschlossen werden.
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Abbildung 13: Transfektionsbasierter competition assay zur Bestimmung des p/m-Quotienten der GCDH-
Proteinmenge abhangig vom Expressionsniveau. GCDH und Phenylalaninhydroxylase (PAH) wurden mit
variablen Mengen der PAH-cDNA und konstanter GCDH-cDNA-Menge (0,15 pg) ko-transfiziert. Mit zunehmender
PAH-cDNA-Menge nahm die PAH-Proteinmenge zu und die GCDH-Proteinmenge ab. Sowohl pGCDH als auch
mGCDH waren Uber den PAH-cDNA-Gradienten (variantenspezifisch) nachweisbar.

3.1.2 Korrelation zwischen Gesamtproteinmenge, p/m-Quotient und Position des
Aminosaureaustausches varianter GCDH

Im Folgenden wurde die Korrelation zwischen den Parametern Gesamtproteinmenge,
p/m-Quotient und Position des Aminosdureaustausches der Mutationen innerhalb der
Primarsequenz und Tertiarstruktur der GCDH untersucht. 25 Varianten der GCDH wurden
eukaryot exprimiert und mittels Western Blot die Zelllysate analysiert. Die transfizierte cDNA
kodierte flir Mutationen, deren Aminosauresubstitutionen sich Uber die Primarsequenz und
Tertiarstruktur verteilten (vgl. Kapitel 2.2.9 und Abbildung 14).
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Abbildung 14: Lokalisation der GCDH-Mutationen in der Tertiarstruktur. GCDH-Mutationen sind in rot mit der
jeweiligen Seitenkette der ausgetauschten Aminosaure dargestellt (blau: N-terminale o-Helix, orange: B-Faltblatt,
grin: C-terminale a-Helix, FAD: Flavin-Adenin-Dinukleotid, gerendert nach PDB ID: 1SIQ).

Verglichen zum Wildtyp war die Gesamtproteinmenge varianter GCDH vermindert
(Abbildung 15, A und B). Alle Varianten zeigten einen erhéhten p/m-Quotienten verglichen
zum Wildtyp. Die Position der Aminos&uresubstitution in der Primarsequenz korrelierte nicht
mit dem p/m-Quotienten (p = -0,318; p = 0,100 fur HO: p = 0). Es zeigte sich eine schwache
negative Korrelation zwischen der Aminosaureposition und der Gesamtproteinmenge (p = -
0,386; p = 0,043; Abbildung 15, B). Es wurde des Weiteren untersucht, ob der (logarithmierte)
p/m-Quotient mit der Lokalisation des Aminosdureaustausches in der Tertiarstruktur
zusammenhangt. Alle analysierten Varianten wurden hinsichtlich ihres p/m-Quotienten farblich
kodiert und die ausgetauschte Aminosaure in der Tertiarstruktur der GCDH markiert
(Abbildung 16). Aminosauresubstitutionen, die mit einem hohen p/m-Quotienten assoziiert
waren (rot), befanden sich vorwiegend im Kern der Tertiarstruktur. M100T, R128Q, R132Q,
E365K, R402W und L407P lagen trotz der Zugehdrigkeit zu verschiedenen Domanen (N- und
C-terminale alpha-Helix) in einem Radius von zirka 20 A zueinander.
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Abbildung 15: Expression varianter GCDH-Proteine. Expression von GCDH Wildtyp und Varianten und
Bestimmung der Gesamtproteinmenge und p/m-Quotienten (A). Es zeigte sich kein Zusammenhang zwischen der
Gesamtproteinmenge, dem p/m-Quotienten und der Position des Aminosaureaustausches (B, Mittelwerte, n = 3).
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Abbildung 16: Lokalisation der Mutationen in der Tertidrstruktur der GCDH. Mutationen wurden anhand des
p/m-Quotienten farblich kodiert in die Tertidrstruktur der GCDH eingefigt (Ig (p) < —0,4 in griin, lg(p) < 0in gelb,

m m
0<1lg(£) <06 in orange und Ig(Z) > 0,6 in rot). Die Ausschnitte in B und C entsprechen den weiBen
m. m

Markierungen in A und B. Mutationen mit dem hdchsten p/m-Quotienten (rot) befanden sich in raumlicher Nahe
zueinander an der Grenze zwischen C- und N-terminaler a-helikalen Doméne (gerendert nach PDB ID: 1S1Q).

3.13 Bestimmung der subzelluldren Lokalisation des precursors sowie maturer
GCDH

Um die variantenspezifische Prozessierung der GCDH im Detail zu untersuchen, wurde
im Folgenden die Lokalisation des precursors und der maturen GCDH mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie bestimmt. Mitochondrien wurden mittels MitoTracker rot
gefarbt (Abbildung 17). Als Kontrolle diente Phenylalaninhydroxylase (PAH), die cytosolisch
lokalisiert ist. Als Hintergrundkontrolle diente ein nicht transfizierter Ansatz (NT-Kontrolle)
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sowie ein Ansatz mit GCDH-exprimierenden Zellen, jedoch ohne primaren Antikérper (AK-
Kontrolle). GCDH Wildtyp und alle untersuchten Varianten zeigten in der Superposition eine
ausschlieBlich mitochondriale Lokalisation. PAH hingegen war cytosolisch lokalisiert. Des
Weiteren zeigten sich bei Expression der Varianten R88C und A433E dysmorphe
Mitochondrien.

GCDH/PAH Mitochondrien  Superposition Fokus

GCDH
R88C R138G F71S WT

A433E

NT-
Kontrolle PAH WT

AK-
Kontrolle

Abbildung 17: Immunfluoreszenzmikroskopie GCDH-exprimierender COS-7-Zellen. GCDH wurde mittels
AlexaFluor488 fluoreszenzmarkiert (grtin), Mitochondrien mittels MitoTracker (rot) und Nuclei mit DAPI (blau). In
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der Superposition zeigte sich eine deutliche mitochondriale Lokalisation des Wildtyps und aller untersuchten
Varianten. Wildtyp PAH diente als cytosolische Kontrolle. Bei Zellen, die die Variante R88C exprimierten,
erschienen die Mitochondrien komplett, bei jenen, die A433E exprimierten, partiell dysmorph. In der nicht
transfizierten Kontrolle (NT) sowie der Kontrolle ohne primaren Antikérper (AK-Kontrolle) zeigte sich ein geringes
Hintergrundsignal.

Die Immunfluoreszenzmikroskopie konnte nicht zwischen den Reifungszustanden der
GCDH diskriminieren. Um zu verifizieren, dass sowohl pGCDH als auch mGCDH
mitochondrial lokalisiert sind, wurde eine zentrifugationsbasierte Fraktionsanalyse des
Zelllysates durchgefihrt. Die cytosolische und mitochondriale Zellfraktionen wurden mittels
Western Blot auf deren Verteilung von precursor und maturer GCDH sowie den
Markerproteinen GAPDH (Cytosol) und Hsp60 (Mitochondrien) untersucht. Wildtyp und F71S
pGCDH und mGCDH befanden sich nahezu exklusiv in der mitochondrialen Fraktion (M,
Abbildung 18), wie auch Hsp60. Im Cytosol (C) zeigte sich nur wenig GCDH bei einer starken
Anreicherung des Kontrollproteins GAPDH. Es Iasst sich aus Ergebnissen der
Immunfluoreszenmikroskopie und Fraktionsanalyse folgern, dass pGCDH und mGCDH
mitochondrial lokalisiert waren.

GCDH WT GCDH F71S
Fraktion C M C M
GCDH - >
GAPDH | se—  —
Hsp60 e — —

Abbildung 18: Fraktionierung GCDH-exprimierender COS-7-Zellen. Wildtyp und F71S pGCDH und mGCDH
konnten stark angereichert in der mitochondrialen Fraktion nachgewiesen werden (C: cytosolische Fraktion, M:
mitochondriale Fraktion). Hsp60 diente als mitochondriales, GAPDH als cytosolisches Kontrollprotein.

Im Folgenden wurde analysiert, ob sich pPGCDH und mGCDH innerhalb oder auBerhalb
der auBeren Mitochondrienmembran befanden. Um diese Fragestellung zu eruieren, wurde
ein protection assay durchgefiihrt. Nach Préparation einer cytosolischen und mitochondrialen
Fraktion wurde die mitochondriale Fraktion mit Proteinase K inkubiert. Mit zunehmender
Proteinase-K-Konzentration nahm die pGCDH-Menge ab (Abbildung 19). Die mGCDH-Menge
blieb hingegen unverandert. Als Kontrolle diente der Nachweis von Hsp60, das in der
mitochondrialen Matrix lokalisiert ist. Die Menge an Hsp60 war nicht abh&angig von der
Proteinase-K-Konzentration. Es zeigte sich kein Unterschied in der konzentrationsabhangigen
Reduktion der pGCDH-Menge zwischen Wildtyp und F71S-GCDH. Als Kontrolle diente ein
Ansatz, bei dem zuvor die Mitochondrienmembranen mit 1 % Triton X-100 permeabilisiert
wurden (Abbildung 20). Bereits nach Inkubation fir 1 min mit 50 ug/ml Proteinase K war
mGCDH nicht mehr zu detektieren. Die Menge an pGCDH nahm sukzessive ab. Dies zeigt,
dass der proteolytische Abbau von Proteinen abhéngig von (intakten) Membranen ist. Es
schlieBt die Stabilitdt der mGCDH als Artefakt aus. Es wird gefolgert, dass pGCDH an der
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AuBenseite der duBeren Mitochondrienmembran lokalisiert war. mGCDH war nicht zuganglich
fir den proteolytischen Verdau. Dies ist ein Hinweis, dass sich mGCDH entweder im
Intermembranraum oder in der mitochondrialen Matrix befindet.

Fraktion CMMMMMM
Proteinase K 0 0 =050 [ug/ml]

I

5 GAPDH

® | Hsp60 o f—————
D | GCDH | | e == =
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T | GAPDH | =

S

& Hsp60 e i i iy g

Abbildung 19: Protection assay (GCDH WT und F71S). Die mitochondriale Fraktion wurde mit Proteinase K in
zunehmenden Konzentrationen versetzt (2,5 — 50 pg/ml). Es zeigte sich eine Reduktion der Menge an pGCDH und
gleichbleibende GCDH- und Hsp60-Mengen mit Zunahme der Proteinase-K-Konzentration. Die Sensitivitat
gegeniber Proteinase K zeigt die Lokalisation der pGCDH an der AuBBenseite der duBeren Mitochondrienmembran.

GCDH WT GCDH F71S
Reaktionszeit 0 1 2 4 6 8 0 1 2 4 6 8 [8]
GCDH | SHB === > == D v ——— ]

Abbildung 20: Protection assay mit permeabilisierten Membranen. Vor Inkubation mit Proteinase K (50 pg/ml)
wurden die mitochondrialen Fraktionen GCDH Wildtyp- und F71S-exprimierender Zellen mit 1 % Triton X-100 (v/v)
versetzt. Nach entsprechender Reaktionszeit wurde die Proteolyse mittels PMSF inhibiert. Bereits nach 1 min war
mGCDH nicht mehr nachweisbar im Verglich zur unbehandelten Kontrolle (O min). Die Menge an pGCDH nahm mit
zunehmender Reaktionszeit ab.

Im Folgenden wurde der Einfluss genetischer Variationen im maturen Anteil der GCDH
und MCAD auf die subzelluldre Lokalisation untersucht. Hierfir wurden die Lokalisationen des
precursors und maturen Proteins von vierzehn GCDH- und finf MCAD-Varianten, die alle
Genprodukt pathogener Mutationen sind, mittels Fraktionsanalyse und protection assay
untersucht. Abbildung 21 zeigt die im Western Blot analysierten immunoreaktiven
Proteinmengen des Wildtyps und der Varianten fir GCDH (A) und MCAD (B). Es wurden
jeweils die cytosolische Fraktion (C) und die mitochondriale Fraktion (M) aufgetragen. Letztere
wurde ohne (-) und mit (+) 50 pg/ml Proteinase K inkubiert. Diese Kondition sollte im Falle
einer rdumlichen Zuganglichkeit der Protease zum Protein das Protein nahezu vollstandig
verdauen (vgl. Abbildung 19). Die Hinzugabe von Proteinase K zeigte eine Verminderung der
Menge des precursors bei nahezu gleichbleibender Menge des maturen Proteins (fir GCDH
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und MCAD). Demzufolge sind auch variante precursors Der GCDH und MCAD an der
AuBenseite der duBBeren Mitochondrienmembran lokalisiert.

A WT F71S R88C  R138G  G178R
Fraion C M M C M M C M M C M M C M M

ProteinaseK - - + - - + - - + - - 4+ - - 4
GCDH| ®==.. = — _— —— |
GAPDH | — |

E181K R227P M263V A293T V400M

Fraion C M M C M M C M M C MM C M M
ProteinaseK - - + - - + - + - -+ - +

GCDH| == -— e = -

GAPDH | — e Re |

R402W E414K A421V A433E A433V
Frakton ¢ M M C M M C M M CMMCM M

ProteinaseK - - + - - + - - + - - 4+ - - 4
GCDH| == - == e
GAPDH | — |

B WT  L84F T193A R206C K329E G362E
Frakion CM M CMMCMMCMMCMMCMM

Proteinase K - - + - - + - - + - - + - - + - - +
MCAD | mme= == w=me= == - —_—
GAPDH | — - |

Abbildung 21: Protection assay (GCDH- und MCAD-Varianten). Mitochondriale Fraktionen GCDH- (A) und
MCAD-exprimierender (B) COS-7-Zellen wurden mit 50 pg/ml Proteinase K inkubiert (+). Im Vergleich zur Kontrolle
ohne Proteinase K (-) zeigte sich eine Reduktion der Menge des precursors. In der cytosolischen Fraktion (C)
konnte kein Protein nachgewiesen werden. Dies impliziert, dass auch precursors varianter GCDH und MCAD an
der AuBenseite der duBBeren Mitochondrienmembran lokalisiert sind.

3.14 Bestimmung des Zusammenhangs von Expressionszeit und p/m-Quotient

Es wurde der Einfluss der Expressionszeit auf die H6he des p/m-Quotienten analysiert.
Hierzu wurden COS-7-Zellen mit GCDH-cDNA transfiziert und die pGCDH- und mGCDH-
Mengen von Wildtyp und F71S zeitabhangig wahrend der eukaryoten Expression bestimmt.
Es zeigte sich, dass mit zunehmender Expressionszeit die Gesamtmenge der GCDH zunahm
(Abbildung 22). Verglichen zum Wildtyp zeigte sich eine verminderte Zunahme der
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Proteinmenge der F71S-Variante. Die GAPDH-Mengen waren konstant, sodass der Effekt der
Zunahme der GCDH-Menge auf eine vermehrte intrazelluldare Synthese und nicht auf eine
verstarkte Zellproliferation zuriickzufihren war.
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Abbildung 22: Expression der GCDH im Zeitverlauf. Nach Transfektion mit GCDH-cDNA wurden COS-7-Zellen
nach entsprechender Expressionszeit lysiert und die Gesamtzellfraktion mittels Western Blot hinsichtlich der
Proteinmenge analysiert (A). Nach Quantifikation des immunoreaktiven Proteins zeigte sich ein Zusammenhang
zwischen Proteinmenge und der Expressionszeit (B). Verglichen zum Wildtyp ist die Zunahme der
Gesamtproteinmenge in Bezug auf die Expressionszeit bei F71S schwécher.

Es wurde getestet, ob die Zunahme der Gesamtproteinmenge eine simultane Zunahme
der pGCDH- und mGCDH-Menge zugrunde liegt. Hierzu wurden Wildtyp und variante GCDH
fir 24 h und 48 h exprimiert und die pGCDH- sowie mGCDH-Mengen im Western Blot
quantifiziert (Abbildung 23). Nach 24 h Expression zeigte sich keine signifikante Differenz in
der pGCDH-Menge des Wildtyps und F71S. F71S mGCDH war hingegen gegentber Wildtyp
mGCDH nach 24 h Expression signifikant reduziert (Ap=-1,014, 95 % Cl =[0,876;1,52]
p <0,0001; n =3). Eine Zunahme der Expressionszeit auf 48 h zeigte keinen Effekt auf die
relative Proteinmenge des Wildtyp pGCDH (Au = 0,007; 95 % CI =[-0,376;0,133]; p = 0,967;
n = 3) oder der mGCDH (Au = 0,105; 95 % CI = [-0,283;0,073]; p = 0,176; n = 3). Sowohl die
F71S pGCDH-Menge (Ap = 0,470; 95 % CI = [0,746;0,193]; p = 0,0092; n = 3) als auch die
F71S mGCDH-Menge (Aup=0,290; 95 % Cl =[0,472;0,103]; p=0,012; n=3) waren im
Vergleich zum Wildtyp nach 48 h erh6ht. Es zeigte sich zudem, dass nach 48 h mehr F71S
pGCDH als Wildtyp pGCDH vorhanden war (Ap = 0,341; 95 % CI = [0,658;0,024]; p = 0,040;
n = 3). Zusammenfassend konnte gezeigte werden, dass eine verldngerte Expressionszeit die
Proteinmenge der F71S-GCDH erhéht. Dabei war die Zunahme der pGCDH-Menge gréBer
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(47 %, relativ zur GCDH-Menge des Wildtyps) als die Zunahme der mGCDH-Menge (29 %).
Wildtyp pGCDH zeigte keine Veranderung in der Menge der pGCDH.
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Abbildung 23: Akkumulation des precursors der GCDH. Wildtyp-GCDH und F71S wurden fir 24 h und 48 h
exprimiert und mittels Western Blot detektiert (A). Nach 48 h Expression zeigte sich gegenlber 24 h Expression
eine signifikante Zunahme der Menge an varianter pGCDH bei einer verminderten der mGCDH-Menge der Variante
(B, Mittelwerte £ SEM, p < 0,01 (*), p < 0,0001 (***), n = 3, n. s.: nicht signifikant).

3.15 Vergleich der Stabilitat der pGCDH zwischen Wildtyp und Variante

Es sollte die Hypothese Uberprift werden, ob variante pGCDH eine reduzierte
Proteinstabilitat im Vergleich zum Wildtyp aufweist. Hierzu wurde die Sensitivitét der Proteine
gegenlber proteolytischem Verdau durch Proteinase K getestet. Die Affinitdt varianter
Proteine zu beschleunigtem Proteinase-K-Verdau ist ein Indikator fiir eine verminderte
strukturelle Stabilitdt des Proteins [238]. Mitochondrien wurden aus Zellen, die GCDH
exprimierten, isoliert und mit 50 pg/ml Proteinase K 0 — 20 min inkubiert. Die Reaktion wurde
nach entsprechender Zeit mit 5 mM PMSF inhibiert und danach die pGCDH-Menge mittels
Western Blot bestimmt (Abbildung 24). Mit zunehmender Reaktionszeit nahmen die pGCDH-
Mengen des Wildtyps und der Varianten F71S und R138G ab. Die Reduktion der mGCDH-
Mengen war geringer. Die relative Abnahme der Proteinmengen der varianten pGCDH nach
t =16 min unterschied sich signifikant vom Wildtyp (Abbildung 24, pGCDH-Mengen
angegeben als relative Proteinmengen zu t = 0; F71S: Au = 0,253; 95 % CI =[0,006;0,500];
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p < 0,05; n = 3; R138G: A = 0,309; 95 % CI = [0,062;0,556]; p < 0,05; n = 3). Zwischen F71S
und R138G bestand kein signifikanter Unterschied in der pGCDH-Menge (Au = 0,056;
95 % CI =[-0,191;0,303]; p > 0,05; n =3). Demnach wird geschlossen, dass die Stabilitat
varianter pGCDH im Vergleich zum Wildtyp reduziert ist.
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Abbildung 24: Zeitabhéngige Proteinase-K-Proteolyse der pGCDH. Mitochondriale Fraktionen GCDH-
exprimierender Zellen wurden mit 50 pug/ml Proteinase K fiir angegebene Zeiten inkubiert, bevor eine Inhibition der
Proteolyse mit PMSF erfolgte. Die Mengenbestimmung der Proteine erfolgte im Western Blot. Die graphische
Darstellung der Proteinmenge (pGCDH) wurde fiir Werte bei t = 16 min angegeben. Es zeigte sich eine signifikante
Reduktion der pGCDH-Menge der untersuchten Varianten verglichen zum Wildtyp (Mittelwerte £ SEM; p < 0,01 (*);
n = 3; n. s.: nicht signifikant).

3.1.6 Identifikation von Proteinen eines 90-kDa-Proteinkomplexes

Neben pGCDH und mGCDH konnte eine Bande der ungefahren Masse von 90 kDa im
Western Blot nachgewiesen werden (Abbildung 25). Es bestand eine Korrelation zwischen den
Intensitaten der 90-kDa-Bande und der Intensitat der Bande der mGCDH (r = 0,98; r2 = 0,97;
p < 0,001; n = 1), jedoch nicht mit der Intensitat der Bande der pGCDH (r = -0,25; r?> = 0,06;
p>0,05 n=1). Die Zusammensetzung dieser Bande wurde massenspekirometrisch
untersucht.
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Abbildung 25: Identifikation der 90-kDa-Bande. GCDH Wildtyp und Varianten wurden eukaryot exprimiert. Eine
Bande ungefahrere Masse von 90 kDa konnte identifiziert werden. Die Menge des immunoreaktiven Proteins auf
der Hohe 90 kDa korrelierte mit der Menge an mGCDH (grau, r = 0,98; r> = 0,97; p = 0,0004; n = 1).

Um die Menge an Kontaminanten zu reduzieren, die auf gleicher H6he in der
Gelelektrophorese migrierten, wurde GCDH mittels Affinitatsaufreinigung angereichert.
mGCDH und pGCDH konnten mittels Immunpréazipitation aus dem Gesamtzelllysat
angereichert werden (Abbildung 26, A). In der Gesamtzellfraktion (PN, post-nukleér), die durch
chemische Lyse GCDH-exprimierender COS-7-Zellen mittels Triton X-100 gewonnen wurde,
konnten pGCDH und mGCDH fur den Wildtyp nachgewiesen werden. F71S konnte lediglich
als pGCDH detektiert werden. Nach dreimaligem Waschen der Saule, konnte GCDH
angereichert und schlieBlich eluiert werden (E). mGCDH konnte im Eluat der F71S-Variante
nachgewiesen werden, jedoch in geringerer Menge verglichen zum Wildtyp. F71S-pGCDH war
im Vergleich zum Wildtyp angereichert. In der nicht transfizierten Kontrolle (NT) wurde kein
Protein nachgewiesen. Neben den Banden, deren Migration mit der Masse der GCDH
Ubereinstimmen, konnte darUber hinaus in der Immunopréazipitation eine Bande mit einer
Masse von zirka 90 kDa beim Wildtyp in der post-nukledren Fraktion und im Eluat
nachgewiesen werden. Um die Zusammensetzung dieser Bande zu untersuchen, wurden je
ein Gelfragment der Wildtyp-Probe und der Kontrolle extrahiert und flir die
massenspektrometrische Analyse prapariert. Abbildung 26, B zeigt die exakte Lage der Bande
relatv. zum  Marker auf einer mit Chemilumineszenz-Substrat  inkubierten
Nitrozellulosemembran. Eine Silberfarbung des Polyacrylamidgels zeigte zwar pGCDH und
mGCDH (weiBe Pfeile) in der GCDH-Probe (Abbildung 26, C), die 90-kDa-Bande war hier
jedoch nur schwach sichtbar. Fragmente auf Héhe der vermuteten Position der 90-kDa-Bande
(verglichen mit Western Blot und Nitrozellulosemembran) wurden fir beide Anséatze
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ausgeschnitten (Abbildung 26, C, rechte Seite). Es folgte ein tryptischer Verdau der Proteine
im Polyacrylamidgel und anschlieBend die massenspekirometrische Analyse der Peptide.

Insgesamt konnten 138 Proteine identifiziert werden. Um einen Hinweis auf die
Zusammensetzung der 90-kDa-Bande zu erlangen, wurde nach Proteinen gesucht, die in der
Wildtyp-Probe angereichert waren, sich jedoch nicht in der Kontrollprobe fanden. Mit diesen
Pramissen konnten zwei Proteine identifiziert werden: Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 und
GCDH. Zusammenfassend bleiben zwei Hypothesen: Die GCDH liegt komplexiert im
Homodimer vor (dies entsprache der Masse von zirka 90 kDa unter Bericksichtigung der
Masse des Monomers). Es ist jedoch unklar, warum trotz denaturierenden Milieus im SDS-
PAGE die GCDH nicht dissoziiert. Zweitens kdnnte die GCDH ubiquitiniert vorliegen. Eine
Identifikation ubiquitinierter mitochondrialer Proteine mittels Massenspektrometrie ist
vorbeschrieben [239]. Grundlage hierfir ist das Zusammenspiel von mitochondrialem und
cytosolischem Proteinabbau [240]. Anhand einer Masse des Ubiquitins von 8,5 kDa ist eine
Polyubiquitinierung als Erklarung fir die Migration der GCDH auf der beobachteten Héhe
moglich. Auch wenn die Identitat dieser Bande nicht abschlie3end bestimmt werden konnte,
so lasst die Korrelation mit der Menge an maturer GCDH auf eine intramitochondriale Genese
schlie3en.
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Abbildung 26: Immunoprazipitation der GCDH. Wildtyp und F71S-GCDH konnten mittels Affinitdtsaufreinigung
aufgereinigt und im Western Blot der einzelnen Fraktionen nachgewiesen werden (A, PN: post-nukleére Fraktion,
W: Waschfraktion, E: Elution). Eine Proteinbande der Masse 90 kDa konnte in der Wildtyp-Probe, jedoch nicht bei
der F71S-Variante detektiert werden. Um die exakte Lage dieser Bande zu identifizieren, wurde die Membran mit
ECL Uberbelichtet und fotografiert (B). In der Silberfarbung des entsprechenden SDS-Gels zeigte sich die
charakteristische Verteilung von pGCDH und mGCDH (Pfeile), die in der NT-Kontrolle nicht nachgewiesen werden
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konnten. Eine fiir den Wildtyp spezifische Bande zwischen dem 80 kDa- und 115 kDa-Marker konnte hier nicht
identifiziert werden. Es wurden respektive der Lage dieser Bande in (B) zwei Gelfragmente extrahiert und
massenspektrometrisch analysiert (C).

3.2 Die Bindung der GCDH an die auBere Mitochondrienmembran ist
unabhéangig von der mitochondrial targeting sequence

3.2.1 Bestimmung der subzellularen Lokalisation MTS-deletierter GCDH-Varianten

Die untersuchten pathogenen Mutationen der GCDH befinden sich ausschlieBlich in der
Sequenz des maturen Proteins. Es sollte untersucht werden, welchen Einfluss der mature
Anteil der GCDH auf die Lokalisation varianter Proteine zeigt. Hierzu wurde die Lokalisation
der MTS-deletierten Variante der GCDH (GCDHawts) im Vergleich zum Wildtyp (GCDHurs) in
der cytosolischen und mitochondrialen Fraktion bestimmt. Abbildung 27 zeigt die
Proteinmengen von Wildtyp und F71S in den entsprechenden Fraktionen. Als Markerproteine
wurden Hsp60 (Mitochondrien) sowie GAPDH (Cytosol) nachgewiesen. Wildtyp-GCDHwurs
wurde als pGCDH und mGCDH detektiert. F71S-GCDHwurs zeigte eine geringe Menge des
maturen Proteins bei zum Wildtyp vergleichbaren Mengen des precursors. Sowohl pGCDH als
auch mGCDH des Wildtyps und der Variante F71S wurden in der mitochondrialen Fraktion
nachgewiesen. Wildtyp und F71S-GCDHaurs zeigten ausschlie3lich jeweils eine Bande auf
Hbéhe der mCGDH. Es konnte gezeigt werden, dass MTS-deletierte Varianten vollstéandig in
der mitochondrialen Fraktion lokalisiert waren. Folglich war die mitochondriale Lokalisation der
GCDH unabhangig von der MTS.

GCDH WT GCDH F71S
Konstrukt MTS AMTS MTS AMTS
Fraktion C M C M C M C M

GCDH [ R )| S |
Hsp60 | - - | - —-—
GAPDH [sm= e | [ —_— e |

Abbildung 27: Bestimmung der Lokalisation der GCDHawmrs. Expression von Wildtyp und varianter GCDHwmts
und MTS-deletierter GCDH (GCDHamts) und Auftrennung in cytosolische (C) und mitochondriale (M) Fraktion.
Sowohl Wildtyp als auch variante GCDH zeigten eine vollstindige mitochondriale Lokalisation aller
Reifungszusténde, unabhangig von der MTS.

Um auszuschlieBBen, dass es sich bei der in der mitochondrialen Fraktion befindlichen
GCDH um aggregierte Proteinprazipitate handelte, die in der Zentrifugation gemeinsam mit
den Mitochondrien angereichert wurden, wurden Mitochondrien aus GCDH-exprimierenden
COS-7-Zellen mittels Mikroklgelchen, an die ein anti-Tom22-Antikdrper gekoppelt war,
aufgereinigt. Im post-nuklearen Zelllysat waren geringe Mengen GCDH nachweisbar
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(Abbildung 28). GAPDH und Hsp60 dienten als cytosolische bzw. mitochondriale
Kontrollproteine. GAPDH war in den post-nukledren Fraktionen nachweisbar. Nach dem
DurchflieBen der Probe und zweimaligem Waschen der Saule konnte kein GCDH-Protein mehr
nachgewiesen werden. In der Elution zeigte sich eine Doppelbande im Ansatz der GCDHawurs
und eine Band im Ansatz mit GCDHwrs. GAPDH konnte nicht mehr nachgewiesen werden,
jedoch zeigte sich eine Anreichung des Hsp60. Dies zeigt, dass sowohl GCDHuwurs als auch
GCDHawmrs mitochondrial lokalisiert sind.

Expression GCDHprs
Frakton PN DF1 DF2 W1 W2 M, M,
GCDH | — =
GAPDH [ —— == |
Hsp60 | —_—
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GCDH | - > -~
GAPDH | |
Hsp60 | — ]

Abbildung 28: Mitochondrienaufreinigung mit Mikrokiigelchen mit anti-Tom22-Antikérpern. Nach
Proteinexpression und Lyse wurde die post-nukledre Gesamtzellfraktion (PN) mit Mikrokligelchen mit anti-Tom22-
Antikérper inkubiert und die Mitochondrien Uber eine Saule aufgereinigt. GCDHwmrs und GCDHawmrs waren in der
mitochondrialen Fraktion angereichert (DF: Druchflussfraktion, W: Waschfraktion, M.r und Me: 18sliche und
Pelletfraktion der Mitochondrienprazipitation).

Im Folgenden wurde getestet, ob GCDHaurs auBBerhalb oder innerhalb der &uBeren
Mitochondrienmembran lokalisiert war. Es wurde, wie vorausgehend beschrieben, ein
protection assay durchgeflhrt. Abbildung 29 zeigt die Proteinmengen von Wildtyp- und F71S-
GCDHamrs und des Markerproteins der mitochondrialen Matrix Hsp60 (Kontrolle). Eine
Zunahme der Proteinase-K-Konzentration fihrte zu einer Abnahme der Proteinmenge der
GCDHawrs. Die Sensitivitdt gegenliber Proteinase K zeigt, dass GCDHauts, wie auch
GCDHurs, an der AuBenseite der au3eren Mitochondrienmembran lokalisiert war.

Proteinase K [ug/ml] 0 5 10 25 50

GCDH WT (AMTS) [ae e —
HSPOO [ ame wwwee swmn wmmes s |
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Abbildung 29: Protection assay des Wildtyps und varianter GCDHawmrs. Mitochondriale Fraktionen GCDHawmrs-
exprimierender COS-7-Zellen wurden unterschiedlichen Konzentrationen Proteinase K ausgesetzt. Es zeigte sich
eine Reduktion der GCDH-Menge in Abhangigkeit der Proteinase-K-Konzentration. Demzufolge war GCDHawmts an
der AuBenseite der duBeren Mitochondrienmembran lokalisiert.
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3.2.2 Analyse der Bindung nuklear kodierter mitochondrialer Proteine an
Mitochondrien in vitro

Im Folgenden wurde Uberprift, ob GCDHwurs und GCDHawrs postiranslational an die
auBere Mitochondrienmembran binden kénnen. Wildtyp und F71S-GCDHwrs und GCDHawmrs
wurden im zellfreien Retikulozytenlysat exprimiert und anschlieBend mit gereinigten
Hefemitochondrien aus S. cerevisiae inkubiert. Die Mitochondrien wurden erneut aufgereinigt
und mit dem Uberstand hinsichtlich der GCDH-Menge analysiert. Abbildung 30 zeigt die
Proteinmengen der GCDH, PAH und Hsp60 in den Fraktionen mit und ohne Mitochondrien. In
der Gesamtfraktion konnten alle Proteine, die zellfrei synthetisert wurden, sowie das
Kontrollprotein Hsp60 detektiert werden. Nach Inkubation mit Mitochondrien und
Fraktionierung der Probe wurden GCDH und GCDHawurs vermehrt in der mitochondrialen
Fraktion nachgewiesen. Das cytosolische Kontrollprotein PAH wurde im 18slichen Uberstand
detektiert, nicht jedoch in der mitochondrialen Fraktion. In der Kontrolle ohne Mitochondrien
war im Vergleich zur I6slichen Fraktion weniger GCDH im Pellet nachweisbar. Hierbei handelt
es sich vermutlich um nicht |6sliches, prazipitiertes Protein.

Mitochondrien + + + - - -
Fraktion GF L M GF L M

GCDHpyrg | W s G So——
HspB0 | sy g
PAH | e e . S——
HSPBO | —
GCDHAvTs | M- s -”.._-
HSP60 | s ——

Abbildung 30: Posttranslationale Bindung der Wildtyp-GCDHwmrs und GCDHamts an Mitochondrien. In vitro
synthetisierte Proteine wurden mit isolierten Mitochondrien aus S. cerevisiae inkubiert (GF: Gesamtfraktion, +:
Mitochondrien wurden dem Ansatz zugegeben, -: Im Ansatz fehlten Mitochondrien). Mitochondrien wurden erneut
gereinigt. Wildtyp-GCDHwurs und GCDHawmts konnten in der mitochondrialen Fraktion (M) nachgewiesen werden.
PAH war ausschlieBlich in der |6slichen Fraktion (L) lokalisiert.

Es wurde duberprift, ob auch F71S-GCDHwrs und F71S-GCDHawrs in vitro an
Mitochondrien binden konnten (Abbildung 31). Verglichen zum Ansatz ohne Mitochondrien
zeigte sich auch hier, wie auch fiir den Wildtyp, eine Anreicherung der F71S-GCDHwurs und
GCDHawmrsin der mitochondrialen Fraktion nach Inkubation der Proteine mit Mitochondrien und
erneuter Reinigung.
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Expression GCDH F71S s GCDH F71S papqTs
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Abbildung 31: Posttranslationale Bindung der F71S-GCDHwmrs und GCDHamrs an Mitochondrien. Nach
Inkubation und erneuter Mitochondrienreinigung zeigte sich eine Anreicherung der F71S-GCDHwmts und GCDHawmts
in der mitochondrialen Fraktion (L: 16sliche Fraktion, M: Mitochondrienfraktion).

Es wurde getestet, ob auch andere nukle&r-kodierte mitochondriale Matrixproteine ohne
MTS an Mitochondrien in vitro binden kénnen. Ornithin-Transcarbamoylase (OTC) und die
alpha-Untereinheit der 2-Oxoisovalerat-Dehydrogenase (BCKDHA) wurden in vitro
synthetisiert und mit Mitochondrien inkubiert. Alle vier untersuchten Proteine (OTC und
BCKDHA, jeweils mit und ohne MTS) konnten (im Vergleich zum Ansatz ohne Mitochondrien)
nach erneutem Reinigen der Mitochondrien in der mitochondrialen Fraktion nachgewiesen
werden (Abbildung 32).

Mitochondrien + + + - - -

Frakton GF L M GF L M
oTC ‘—.-—-- | —— 4
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BCKDHA |« s

Abbildung 32: Posttranslationale Bindung der OTCwurs, OTCamts sowie BCKDHAmts und BCKDHAAumTs an
Mitochondrien. Nach Inkubation der Proteine mit Mitochondrien (GF: Gesamtfraktion) wurden die Mitochondrien
erneut gereinigt und die Proteine konnten (im Vergleich zur Kontrolle ohne Mitochondrien) mitochondrialen (M)
Fraktion nachgewiesen werden (L: I6sliche Fraktion).

Es wird gefolgert, dass Strukturen innerhalb des maturen Anteils nukledr kodierter
mitochondrialer Proteine eine Bindung an die Mitochondrien vermitteln kénnen. Es zeigte sich
zudem, dass diese Eigenschaft spezifisch fir mitochondriale Proteine ist, da das cytosolische
Kontrollprotein PAH nicht mit Mitochondrien préazipitiert wurden konnte.

3.3 Identifikation von Protein-Protein-Interaktionspartnern der
mGCDH

Vorausgehend konnte gezeigt werden, dass GCDH variantenspezifisch prozessiert wird
und pGCDH einiger Varianten vermehrt an der AuBenseite der &uBeren
Mitochondrienmembran lokalisiert ist. Die zugrundeliegenden Mutationen dieser Varianten
liegen alle im Genabschnitt, der fir den maturen Anteil der Proteine kodiert. Es konnte gezeigt
werden, dass der mature Anteile nukleér kodierter mitochondrialer Proteine die Bindung an
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Mitochondrien vermitteln kdnnen. Es wurde nun die Hypothese aufgestellt, dass die veréanderte
Bindung varianter GCDH mit cytosolischen molekularen Chaperonen die Proteintranslokation
ins Mitochondrium beeinflusst.

Zur ldentifikation von Protein-Protein-Interaktionen der GCDH wurde in einem ersten
hypothesenfreien Ansatz Interaktionspartner der GCDH durch eine Affinitadtsaufreinigung mit
anschlieBender massenspektrometrischer Analyse der bindenden Proteine (affinity purification
coupled mass spectrometry, AP-MS/MS) identifiziert [184, 218]. In einem zweiten Schritt wurde
eine Auswabhl der mittels AP-MS/MS identifizierten Proteine durch Biolumineszenz-Resonanz-
Energietransfer (BRET) hinsichtlich deren Interaktion mit GCDH Uberprift. In diesem Schritt
wurde zudem das Spektrum der mdéglichen Interaktoren hypothesenbasiert erweitert [230].
Zudem sollten weitere nukledr kodierte mitochondriale Proteine hinsichtlich ihrer Protein-
Protein-Interaktionen zu cytosolischen molekularen Chaperonen getestet werden. In einem
letzten Schritt wurde der Einfluss genetischer Variationen der GCDH auf die Protein-Protein-
Interaktion zwischen GCDH und den charakterisierten Protein-Protein-Interaktionspartnern
quantitativ mittels luminescence-based mammalian interactome (LUMIER) assay untersucht
[241].

3.3.1 Hypothesenfreie Identifikation von Protein-Protein-Interaktionspartnern der
mGCDH mittels affinity purification coupled mass spectrometry (AP-MS/MS)

Mittels affinity-purification coupled mass spectrometry (AP-MS/MS) wurden Protein-
Protein-Interaktionspartner der Wildtyp-MBP-GCDHsurs und  R138G-MBP-GCDHaurs
identifiziert. Rekombinante MBP-GCDHaurs wurde mit isotopenmarkierten Lysaten (SILAC)
inkubiert und anschlieBend aufgereinigt. Wildtyp-MBP-GCDHaurs wurde dabei mit Proteinen
mit leichten Isotopen inkubiert, R138G-MBP-GCDHaurs mit schweren (Kombination 1). In
einem Replikat wurde die Isotopenmarkierung vertauscht (Kombination 2). Nach tryptischem
Verdau der auf der Saule prazipitierten Proteine wurden die Peptide massenspektrometrisch
analysiert. Insgesamt konnten 443 Proteine identifiziert werden. Fir jedes Protein wurde ein
SILAC-Wert berechnet, indem die relativen Mengen der leichten Peptide durch die relativen
Mengen der schweren Peptide dividiert wurden. Bindet ein Protein verglichen zur
Negativkontrolle verstarkt an MBP-GCDHawrs, so ist dies durch einen SILAC-Wert > 1
gekennzeichnet. Die Anzahl der identifizierten Proteine hing von dem SILAC-Wert ab
(Abbildung 33, dargestellt fiir Wildtyp-MBP-GCDHawrs).
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o 1 2 3 4
SILAC-Wert

Abbildung 33: Zusammenhang zwischen Anzahl der identifizierten Proteine und SILAC-Wert. 216 Proteine
mit einem SILAC-Wert > 1 waren in der Probe mit Wild-Typ MBP-GCDHawmts angereichert (rote Linie). Mit Zunahme
des SILAC-Wertes nahm die Anzahl der identifizierten Proteine ab.

Unter der Pramisse SILAC-Wert = 1 in beiden Replikaten (Kombination 1 und 2) konnten
216 Proteine mit Wildtyp-MBP-GCDHaurs und 203 mit R138G-MBP-GCDHawmrs prazipitiert
werden (Abbildung 34, A, jeweils rechte, obere Quadranten). Um den Einfluss des
Faltungszustandes der MBP-GCDHawrs auf die Protein-Protein-Interaktionen zu testen, wurde
MBP-GCDHawrs mit Urea denaturiert und anschlieBend aufgereinigt und die bindenden
Proteine detektiert. Verglichen zum Ansatz mit nicht denaturierter MBP-GCDHawurs wurden
weniger Proteine prazipitiert (69 fir Wildtyp-MBP-GCDHawurs: 69, und R138G-MBP-GCDHawmrs:
44). Um zu analysieren, welche Proteine signifikant in der Probe (MBP-GCDHawrs) gegenliber
der Kontrolle (MBP) angereichert waren, wurde getestet, ob sich der Mittelwert der
logarithmierten SILAC-Werte aus beiden Experimenten (Kombination 1 und 2) mit einem
Signifikanzniveau von p < 0,05 von 0 unterschied. Somit konnten 19 (aus 216) Proteine im
Prazipitat mit Wildtyp-MBP-GCDHamrs und 21 (aus 203) mit R138G-MBP-GCDHawrs
identifiziert werden (Abbildung 34, B, Werte mit log>(SILAC-Wert) 20 und -logz(p-
Wert) 24,322 sind im rechten oberen Quadranten rot dargestellt). Im Prazipitat mit
denaturierter MBP-GCDHawts waren erneut weniger Proteine detektierbar (3 fur Wildtyp-MBP-
GCDHawmrs und 7 fir R138G-MBP-GCDHawrs).
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Abbildung 34: Mit Wildtyp und R138G MBP-GCDHawmrs prazipitierte Proteine. A, Logarithmierte SILAC-Werte
aller identifizierten Proteine aus beiden Experimenten (Kombination 1 und Kombination 2) wurden gegeneinander
aufgetragen. Proteine mit positivem SILAC-Wert (aus beiden Experimenten) befinden sich im rechten oberen
Quadranten. B, Mittlerer logarithmierter SILAC-Wert aus beiden Experimenten und p-Wert (fir Ho: logz(mittlerer
SILAC-Wert) = 0). Die horizontale Linie markiert das Signifikanzniveau von 5 % (log2(0,05) = 4,322).
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In einem nachsten Schritt wurden die identifizierten Proteine hinsichtlich ihrer bekannten
Funktion evaluiert. Es zeigte sich, dass sowohl cytosolische als auch mitochondriale
Chaperone an MBP-GCDHawurs gebunden waren (Tabelle 19), doch nur Hsc70 war gegenlber
der Kontrolle signifikant angereichert. Alle andern (in Tabelle 19 gelisteten) Proteine waren
durch einen SILAC-Wert > 1 charakterisiert. Im Verglich zwischen Wildtyp-MBP-GCDHawts
und R138G-MBP-GCDHaurs zeigten sich keine signifikant erhéhten Anreicherungen der
Proteine.

Protein SILAC-Wert p-Wert SILAC-Wert (p-Wert), WT versus R138G
TCP-1-theta 1,6 0,530 1,2 (0,90)
Hsc70 2,3 0,006 1,2 (0,67)
mtHsp70 1,7 0,380 1,2 (0,48)
Hsp60 1,6 0,350 1,1 (0,87)
Hsp70 1,5 0,310 1,2 (0,36)
Hsp90 1,5 0,290 1,1 (0,56)
GRP-78 1,4 0,220 1,1 (0,06)

Tabelle 19: Identifizierte molekulare Chaperone im Prazipitat der nicht denaturierten Wildtyp und R138G
MBP-GCDHawrts. Die gelisteten Proteine wurden aufgrund funktioneller Aspekte ausgewahlt und mit deren SILAC-
Wert als MaB der relativen Anreicherung des Proteins an Wildtyp MBP-GCDHawmrs versus MBP (Kontrolle) gelistet.
p-Werte sind angegeben fiir Ho: logz(mittlerer SILAC-Wert) = 0.

Mit denaturierter MBP-GCDHaurs konnten im Vergleich zu gefalteter GCDH weniger
Proteine prazipitiert werden. Von den in Tabelle 19 extrahierten molekularen Chaperonen
konnten noch vier Proteine identifiziert werden (Tabelle 20). Verglichen zu nicht denaturierter
MBP-GCDHauts zeigten diese eine vermehrte Prazipitation mit MBP-GCDHawrs,
charakterisiert durch einen héheren SILAC-Wert. Im Vergleich zwischen Wildtyp und R138G-
MBP-GCDHauts zeigte Hsc70 als einziges identifiziertes Protein eine signifikant erhdhte
Anreicherung in der Prazipitation mit R136G-MBP-GCDHawrs.

Zusammenfassend stellte sich heraus, dass Hsc70 als einziges identifiziertes molekulares
Chaperon an Wildtyp MBP-GCDHawuts band. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in
der Anreicherung dieser Proteine zwischen nicht denaturierter Wildtyp und R138-MBP-
GCDHawmrs. Im Ansatz mit denaturierter MBP-GCDHaurs waren wenige Proteine préazipitiert
worden. Hsc70 war im Vergleich zu denaturiertem Wildtyp-MBP-GCDHawurs signifikant
vermehrt angereichert im Prazipitat der denaturierten R138G-MBP-GCDHawmrs.
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Protein SILAC-Wert p-Wert SILAC-Wert (p-Wert), WT versus R138G
Hsc70 2,5 0,07 1,5 (0,02)
mtHsp70 3,4 0,33 1,1 (0,42)
Hsp60 4,8 0,09 0,9 (0,32)
Hsp90 2,2 0,09 1,1 (0,36)

Tabelle 20: Identifizierte molekulare Chaperone im Prazipitat der denaturierten Wildtyp und R138G MBP-
GCDHawrs. Vier der molekularen Chaperone, die in der Prazipitation mit nicht denaturierter Wildtyp MBP-GCDHawmts
identifiziert werden konnten, zeigten eine stérkere Anreicherung im Prazipitat der denaturierten Wildtyp MBP-
GCDHawmrts.

3.3.2 Hypothesenbasierte Bestimmung cytosolischer Protein-Protein-
Interaktionen nuklear kodierter mitochondrialer Proteine mittels
Biolumineszenz-Resonanz-Energietransfer (BRET)

Biolumineszenz-Resonanz-Energietransfer (BRET) erméglichte die weitere Untersuchung
von Protein-Protein-Interaktionen. Im Wesentlichen konnten damit drei weitere Aspekte
beleuchtet werden: Die Arbeit mit dem rekombinanten Protein war auf das mature Protein
beschrankt, da eine Expression und Reinigung des full-length Proteins in E. coli nicht mdglich
war. Mittels BRET wurden precursors nuklear kodierter mitochondrialer Proteine untersucht (i).
Protein-Protein-Interaktionen konnten mittels BRET in der lebenden Zelle gemessen werden
(ii). Im Gegensatz zur Affinitdtsaufreinigung mit Massenspekirometrie (AP-MS/MS, Ko-
Komplex-Methode) ist BRET hypothesenbasiert (bindre Methode) und erlaubte damit die
Untersuchung weiterer molekularer Chaperone [225]. Die Auswahl der zu untersuchenden
Proteine orientierte sich einerseits an den in der AP-MS/MS identifizierten Proteinen,
andererseits an dem in der Literatur beschriebenen Translokationskomplex nuklear kodierter
mitochondrialer Proteine (iii).

Zuerst wurde die Protein-Protein-Interaktion zwischen GCDH und den cytosolischen
Chaperonen Hsc70, Hsp90 und Tom34 gemessen. Hsc70 wurde zuvor mit AP-MS/MS als
Protein-Protein-Interaktionspartner der GCDH identifiziert. Hsp90 wurde ebenfalls in der AP-
MS/MS identifiziert, war jedoch gegenlber der Kontrolle nicht signifikant mit GCDH
angereichert. Es ist bekannt, dass Hsc70 und Hsp90, zusammen mit Tom34, an der
mitochondrialen Proteintranslokation auf der cytosolischen Seite beteiligt sind [49]. Deswegen
wurde in einem ersten Schritt die Interaktion dieser drei Proteine mit GCDH gemessen.

Zunachst wurde die zelluldre Lokalisation der Fusionsproteine  mittels
Fluoreszenzmikroskopie bestimmt. Venus-Fusionsproteine wurden bei X =515nm
fluoreszenzmikroskopiert. hRIluc-Fusionsproteine wurden mit primdrem Antikdrper (anti-
GCDH- und anti-PAH-Antikdrper) inkubiert und mittels AlexaFluor488-gekoppeltem
sekundarem Antikérper markiert und anschlie3end mikroskopiert (Abbildung 35). Als Kontrolle
diente eine nicht transfizierte Probe. Mitochondrien wurden mittels MitoTracker rot, Zellkerne
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mittels DAPI blau geféarbt. Es wurden alle mdglichen Fusionsproteine in COS-7-Zellen
exprimiert (C- und N-terminale hRluc oder Venus) und mikroskopiert. Die in Abbildung 35
dargestellten Fusionsproteine zeigten das starkste Fluoreszenzsignal und die korrekte
Lokalisation des Proteins unter allen méglichen Kombinationen. hRluc-GCDH war trotz N-
terminaler Fusion der Luziferase und damit der Maskierung der MTS mitochondrial lokalisiert.
Hsc70, Tom34 und Hsp90 zeigten, wie die Kontrolle PAH, eine cytosolische Lokalisation. Die
Negativkontrollen zeigten ein geringes Hintergrundsignal.
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GCDH/Hsc70
Tom34/Hsp90/PAH Mitochondrien Superposition Fokus

hRluc-GCDH

Venus-Hsc70

Tom34-Venus

Venus-Hsp90

hRIluc-PAH

NT
(a-GCDH-AB)
NT
(a-PAH-AB)

Abbildung 35: Zelluldre Lokalisation der Venus- und hRluc-Fusionsproteine. Mit Venus fusionierte Konstrukte
wurden direkt fluoreszenzmikroskopiert, hRluc-Fusionsproteine wurden mit primarem (anti-GCDH- und anti-PAH-)
Antikérper und sekundarem AlexaFluor488-gekoppeltem Antikdrper gefarbt und anschlieBend mikroskopiert.
hRIuc-GCDH war mitochondrial, alle anderen Konstrukte cytosolisch exprimiert (NT: nicht transfiziert).

Da die Immunfluoreszenzmikroskopie nicht zwischen der Lokalisation an der &uB3eren
Mitochondrienmembran, dem Intermembranraum oder der mitochondrialen Matrix
unterscheiden konnte, wurde ein protection assay durchgefihrt (vgl. 2.4.14). Mit dieser
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Methode konnte die submitochondriale Lokalisation der hRluc-GCDH bestimmt werden. Nach
Fraktionierung hRluc-GCDH-exprimierender COS-7-Zellen zeigte sich das Fusionsprotein
vorwiegend in der mitochondrialen Fraktion. Nach Inkubation der Mitochondrienfraktion mit
50 pg/ml Proteinase K zeigte sich eine reduzierte hRluc-GCDH-Menge, wobei die Hsp60-
Menge nahezu unverandert blieb. Daraus wurde gefolgert, dass sich hRluc-GCDH an der
AuBenseite der auBeren Mitochondrienmembran befand.

Proteinase K - - - +

Fraktion PN C M M
hRluc-GCDH [ — |
Hsp60 = ——

Abbildung 36: Submitochondriale Lokalisation der hRluc-GCDH. hRluc-GCDH wurde in der mitochondrialen
Fraktion detektiert. Nach Exposition gegeniiber Proteinase K zeigte sich eine Reduktion der hRluc-GCDH-Menge
bei gleichbleibender Hsp60-Menge. Dies implizierte, dass hRluc-GCDH an der AuBenseite der auBeren
Mitochondrienmembran lokalisiert war (PN: post-nukledre Fraktion, C: cytosolische Fraktion, M: mitochondriale
Fraktion).

Die Protein-Protein-Interaktionsmessung mittels BRET erforderte die Ko-Transfektion von
cDNA, die fir den Energiedonor kodiert, mit cDNA, die fir den Energieakzeptor kodiert. Um
zu testen, ob beide cDNA als Fusionsproteine ko-exprimiert werden, wurden die
Proteinmengen von Venus-Hsc70 und hRIluc-GCDH nach eukaryoter Expression in COS-7-
Zellen Uberpruft. Das Verhéltnis von Energieakzeptor-cDNA (Venus-Hsc70) zu Energiedonor-
cDNA (hRluc-GCDH), das Akzeptor-Donor-Verhaltnis (A/D-Verhéltnis), betrug 1:3. Beide
Fusionsproteine konnten auf entsprechender Héhe im Western Blot nachgewiesen werden.
hRIluc-GCDH migrierte mit seiner gréBeren Masse (83 kDa) kiirzer als Venus-Hsc70 (76 kDa).
Die Intensitaten der Banden entsprachen nicht dem Verhaltnis der transfizierten cDNA-Menge.
In der Mono-Transfektion zeigten sich die gleichen Proteinmengen von Venus-Hsc70 und
hRluc-GCDH wie in der Ko-Transfektion. Die Mono-Transfektion mit Venus-Hsc70
beziehungsweise hRIluc-GCDH zeigte ein Signal auf Hoéhe der jeweilig errechneten
Molekilmasse.

Venus-Hsc70 + - +
hRluc-GCDH  + + -

a-V5 - —

GAPDH [r—) [—

Abbildung 37: Ko-Expression hRluc- und Venus-fusionierter Proteine. Nach Venus-Hsc70-V5 und hRluc-
GCDH-V5 Ko-Transfektion konnten die Fusionsproteine im Western Blot detektiert werden. Die Detektion erfolgte
mit anti-V5-Antikérper.

Um Protein-Protein-Interaktionen mittels BRET zu identifizieren, wurden sowohl die
Lumineszenz bei A = 475 nm als auch die Fluoreszenz bei A = 528 nm einer Probe gemessen.
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Besteht eine Protein-Protein-Interaktion, so nimmt das Verhaltnis der RLI (relative
Lichtintensitat) des Venus-Signals zu jener des Luziferase-Signals zu. Als Negativkontrolle
diente die Messung einer Probe nach Mono-Transfektion der cDNA eines Energiedonors
(hRluc-GCDH oder Pex19-hRluc) mit Messung des Venus-Signals (unspezifisches
Hintergrundsignal). Ein Messergebnis zeigte eine Protein-Protein-Interaktion, wenn folgende
Kriterien erflllt waren:

(a) Die Expression des Energiedonors war ausreichend hoch (RLI > 18.358,5),
(b) Der BRET-Wert war > 0,0091,

RLIyenus

(c) Das Verhéltnis der Probe unterschied sich von jenem der Negativkontrolle

Luziferase

mit einem Signifikanzniveau o < 0,05.

Die Ko-Expression von hRIluc-GCDH und Venus-Hsc70 zeigte einen positiven BRET-Wert, der
sich signifikant von der Negativkontrolle (hRluc-GCDH) unterschied (Abbildung 38). Die Ko-
Expression von hRluc-GCDH und Venus-PAH, die als funktionelle Negativkontrolle diente,
zeigte keinen erhéhten BRET-Wert im Vergleich zum Hintergrundsignal (hRluc-GCDH). Als
Positivkontrollen dienten sowohl die GCDH-Homooligomerisierung (hRluc-GCDH mit Venus-
GCDH) als auch die vorbeschriebene Heterodimerisierung zwischen bJun und bFos [242, 243]
und das Fusionsprotein Venus-hRluc.

Donor Akzeptor
hRIuc-GCDH Venus-Hsc70 —:] wox
hRluc-GCDH Venus-PAH —:l n.s.
hRIuc-GCDH Venus-GCDH —[T) s
hRluc-bJun Venus-bFos —::l woxk
Venus-hRluc o D I R
hRIuc-GCDH —:| S

0.0 0.5 1.0
RLIvenus/RLILuciferase

Abbildung 38: Protein-Protein-Interaktion zwischen hRluc-GCDH und Venus-PAH (BRET). Der Quotient
RLIvenus/RLInRIc wurde flir die Ko-Expression von hRluc-GCDH mit Venus-Hsc70 und Kontrollen berechnet
(Mittelwerte £ SEM, fiir Ho: u(RLIvenus/RLInRIuc) = pU(RLIkontrotie): p < 0,001 (**), p < 0,0001 (***), n. s.: nicht signifikant,
n = 4, RLI: relative Lichtintensitat).

Nach Expression aller acht Kombinationsmdglichkeiten von mit Venus und hRluc
fusionierter GCDH und Hsc70 und Bestimmung des BRET-Wertes zeigte sich eine signifikante
Erhéhung der BRET-Werte fiir die Kombination hRluc-GCDH mit Venus-Hsc70 gegeniiber der
Kontrolle (hRluc-GCDH, Abbildung 39). Die anderen Kombinationen zeigten einen geringeren
BRET-Wert. Die Protein-Protein-Interaktion zwischen GCDH und Hsc70 konnte somit auch in
vivo verifiziert werden.
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Donor Akzeptor
GCDH-Venus — H
hRIuc-Hsc70 Venus-GCDH w
GCDH-Venus — —
Hsc70-hRluc Venus-GCDH - #
Hsc70-Venus — H
hRluc-GCDH Venus-Hsc70 — s
Hsc70-Venus — —
GCDH-NRIuc Venus-Hsc70 — H
T | T
0.00 0.02 0.04
BRET-Wert

Abbildung 39: Protein-Protein-Interaktionsmessung von GCDH- und Hsc70-Fusionsproteinen. GCDH und
Hsc70 wurden N- und C-terminal mit hRluc und Venus in allen acht méglichen Kombinationen ko-exprimiert und
die BRET-Werte bestimmt (Mittelwerte + SEM, fir HO: u(BRET-Wertprobe) = L(BRET-Wertkontrolie): p < 0,0001 (***),
#: BRET-Werte < 0, n = 4).

Im Folgenden sollten hypothesenbasiert Protein-Protein-Interaktionen der GCDH mit
weiteren cytosolischen molekularen Chaperonen untersucht werden. Hierzu wurden alle vier
Fusionsproteine der GCDH (hRluc-GCDH, GCDH-hRIuc, Venus-GCDH und GCDH-Venus) mit
den jeweiligen Fusionsproteinen der zu untersuchenden Protein-Protein-Interaktionspartner
ko-exprimiert und der BRET-Wert bestimmt. Als Kontrolle diente die Mono-Expression des
Energie-Donors (hRluc-Fusionsprotein). Die Auswahl der zu testenden Protein-Protein-
Interaktionspartner der GCDH umfasste Hsc70, Hsp70 sowie Hsp90, die in der AP-MS/MS
identifiziert wurden. Des Weiteren wurden die Protein-Protein-Interaktionen zu folgenden
molekularen Chaperone getestet: Clusterin (CLU, auch Apolipoprotein J, Apod) ist ein primar
extrazellulares molekulares Chaperon, das bei Hitze- oder Proteinfehlfaltungsstress jedoch
auch intrazellular als Teil der unfolded protein response agieren kann [244-246]. Das
mitochondriale Chaperon Caseinolytic peptidase B protein homolog (ClpB) zahlt zu den
sogenannten disaggregatases, einer Subfamilie molekularer Chaperone, die an der
Erkennung von fehlgefalteten und aggregierten Proteinen beteiligt ist. Das Protein ist im
Mitochondrium lokalisiert [247]. Die Hsp70/Hsc70-Ko-Chaperone BAG1, BAG3, BAG4, BAGS,
DnajC2 und Hsp40 modulieren die Hsp70- und Hsc70-Aktivitdt und haben teilweise eine
intrinsische Chaperon-Aktivitdt sowie Funktionen bei der Signaltransduktion zur Erkennung
fehlgefalteter Proteine [248-251]. Die Proteine der BAG-Familie (Bcl-2 associated athanogene)
zeichnet eine konservierte C-terminale Doméane, die BAG-Doméne, aus, die die ATPase-
Domanen des Hsp70 und Hsc70 binden kann [252]. Protein-Protein-Interaktionen der Ko-
Chaperone mit Hsp70 und Hsc70 wurden vorbeschrieben. Die hier untersuchten BAG-Ko-
Chaperone sind cytosolisch lokalisiert [253]. DnaJC2 (alternativ: MPP11) fungiert als Teil eines
am Ribosom agierenden Chaperon-Komplexes mit Hsp70 [254]. Hsp40 interagiert mit
Hsc70/Hsp70 und Hsp90 [255]. Die Rolle der translocase of the outer membrane Tom34 und
Tom20 sowie des valosin-containing proteins (VCP) wurden eingehend beschrieben (Kapitel
1.1).
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Die gemessenen BRET-Werte aus der der Ko-Expression der GCDH mit molekularen
Chaperonen wurden auf der Abszisse respektive ihres logarithmierten p-Wertes (fir Ho:
U(BRET-Wertprone) = L(BRET-Wertkontole), Zweiseitiger, ungepaarter t-Test) auf der Ordinate
dargestellt (Abbildung 40, A). Um Protein-Protein-Interaktionen zu identifizieren, wurde (nach
interner Evaluierung) eine Toleranzuntergrenze des BRET-Werts von 0,0091 und im Intervall
BRET-Wert = [0,0091;0,0263] ein Graubereich definiert. Des Weiteren wurde das
Signifikanzniveau fur Interaktionen o < 0,05 und fur den Graubereich 0,05 < a < 0,1 definiert.
Kombinationen mit hohen BRET-Werten mit p < 0,05 befinden sich dementsprechend im
rechten oberen Quadranten. Um Protein-Protein-Interaktionen molekularer Chaperone
untereinander zu testen, wurden Hsc70 (B), Hsp70 (C) und Hsp90 (D) jeweils gegen alle
weiteren molekularen Chaperone getestet. GCDH interagierte mit den untersuchten
molekularen Chaperonen Hsp70, Hsc70, Hsp90, mtHsp70, DnadJC2, Tom20, Tom34 und VCP.
Die Interaktion mit CLU war im Graubereich. Hsc70 interagierte mit den Co-Chaperonen
DnaJC2, BAG3, BAGS5 und Hsp40, die Interaktion mit BAG1 war im Graubereich. Des Weiteren
zeigte sich eine Interaktion mit Hsp90 und Tom34. Hsp70 interagierte mit den gleichen
Chaperonen. Zuséatzlich zeigte sich eine Interaktion mit BAG3 und BAG4. Die Interaktion mit
BAG1 war, im Gegensatz zu Hsc70, nicht im Graubereich. Hsp90 interagierte mit Hsc70 und
Hsp70, die Interaktion zu Tom34 war im Graubereich.
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Abbildung 40: Protein-Protein-Interaktionsmessung von GCDH- und Chaperon-Fusionsproteinen. Venus-
und hRIuc-GCDH wurden mit cytosolischen Chaperonen ko-exprimiert und die BRET-Werte gemessen (A). Protein-
Protein-Interaktionen zwischen molekularen Chaperonen wurden separat gemessen (B, C und D). Identifizierte
Interaktionspartner wurden neben dem Graphen gelistet. Mehrfachbestimmungen wurden dabei nicht beriicksichtigt
(gestrichelte Linien definieren den Graubereich fir BRET- und p-Wert, n=2 pro Protein-Protein-
Interaktionsmessung).

Die Interaktionen zwischen GCDH und Hsc70, Hsp70 und Hsp90 wurden mittels BRET-
Sattigungsexperimenten verifiziert. Hierbei wurde das Verhaltnis zwischen Energie-Akzeptor-
und Energie-Donor-Menge (AD-Quotient) als Funktion des gemessenen BRET-Wertes
bestimmt. Interagieren zwei (Fusions-) Proteine, so liegt ein hyperboler Zusammenhang
zwischen AD-Quotient und BRET-Wert vor. Da der AD-Quotient durch Transfektion von
variierenden cDNA-Mengen definiert wird, wurde in einem ersten Schritt der Zusammenhang
zwischen transfizierter cONA-Menge und Fluoreszenz- und Lumineszenzsignal getestet. Es
wurde die Fluoreszenz und Lumineszenz von rekombinantem Venus und hRIluc in
Abhéangigkeit der jeweiligen Konzentration bestimmt (Abbildung 41, A). Es zeigte sich ein
linearer Zusammenhang zwischen der Proteinkonzentration und der Signalstérke (RLI) fur
beide Proteine und Messverfahren. Es wurde des Weiteren untersucht, wie die transfizierten
Mengen respektive des AD-Quotienten mit den gemessenen AD-Quotienten korrelierten. Es
zeigte sich auch hier ein linearer Zusammenhang (Abbildung 41, B). Somit konnte in den
folgenden Sattigungsexperimenten durch eine Variation der transfizierten cONA-Mengen das
Verhaltnis von Energie-Akzeptor und Energie-Donor kontrolliert werden.
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Abbildung 41: Verhéltnis zwischen transfizierter cDONA-Menge und Proteinmenge. A, Zunehmende Mengen
rekombinanter hRIuc- und Venus-Proteine zeigten eine lineare Zunahme der Signalstérke (rot: hRluc, griin: Venus).
B, Linearer Zusammenhang zwischen cDNA-Menge, die im Verhaltnis des AD-Quotienten transfiziert wurde, und
dem gemessenen AD-Quotienten aus den Fluoreszenz- und Lumineszenz-Signalen (Mittelwerte £ SEM, n = 3, fir
Ho: Steigung m = 0: p < 0,0001, zweiseitiger, unabhangiger t-Test)

Fir das BRET-Sattigungsexperiment wurden zunehmende Mengen der Akzeptor-cDNA
(Venus-Fusionsproteine) relativ zur Menge der Donor-cDNA (hRluc-GCDH) in zehn
Quotienten transfiziert. Nach 24 h Expression wurden BRET-Werte fir jeden Quotienten
bestimmt. hRluc-GCDH zeigte mit Venus-Tom34, Venus-Hsp90 und Venus-Hsc70 mit
zunehmendem AD-Quotienten eine Zunahme des BRET-Werts (Abbildung 42). Ab einem AD-
Quotienten = 2 stellte sich eine Séttigung ein. Der Zusammenhang konnte als hyperbole
Regression ausgedrickt werden. Die Determinationskoeffizienten flr alle drei Protein-Protein-
Interaktionen war r?> 0,8. Ein hyperboler Zusammenhang zwischen AD-Quotienten und
BRET-Werten zeigt eine Protein-Protein-Interaktion an, da es zu einer Sattigung der Energie-
Akzeptoren kommt [256, 257]. Dieser Zusammenhang konnte bei der Ko-Transfektion von
hRIluc-GCDH und Venus-ClpB nicht beobachtet werden. Interagieren Venus- und hRluc-
fusionierte Proteine nicht, so kommt es zu einem linearen Funktionsverlauf [230]. Es konnten
somit Tom34, Hsp90 und Hsc70 als Protein-Protein-Interaktionspartner der GCDH bestatigt
werden. Die Hypothese, dass ClpB nicht mir GCDH interagiert (Negativkontrolle), konnte mit
den Sattigungsexperimenten verifiziert werden.

= 0.06 $ Venus-Tom34

Q Venus-Hsp90

E. 0.04 Venus-Hsc70

IEIxJ 0.02

m @ Venus-ClpB
0.00

AD-Quotient

Abbildung 42: BRET-Sattigungsexperiment. Zunehmende Mengen der Akzeptor-cDNA (Venus-Tom34, Venus-
Hsp90 und Venus-Hsc70) relativ zur Donor-cDNA-Menge (hRluc-GCDH) zeigten einen hyperbolen Zusammenhang
mit den BRET-Werte (Mittelwerte + SEM; n = 4; hyperbole Regression: r? > 0,8). Der Zusammenhang zwischen
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dem AD-Quotienten und dem BRET-Wert flr die Messung der Ko-Expression von Venus-ClpB mit hRluc-GCDH
zeigte keinen hyperbolen Zusammenhang.

Im Folgenden wurde untersucht, ob zusatzlich zu den Acyl-CoA-Dehydrogenasen weitere
Proteinfamilien nukledr kodierter mitochondrialer Proteine mit Hsp70, Hsc70, Hsp90, ClpB,
Tom34 und VCP interagierten. Die Proteine Ornithin-Transcarbamylase (OTC), die alpha-
Untereinheit der 2-Oxoisovalerat-Dehydrogenase  (BCKDHA), Carbamoylphosphat-
Synthetase 1 (CPS1) waren die zu testenden mitochondrialen Interaktionspartner. Des
Weiteren wurden very-long-chain acyl-CoA dehydrogenase (VLCAD) und medium-chain acyl-
CoA dehydrogenase (MCAD) als zwei weitere Vertreter der Familie der Acyl-CoA-
Deyhdrogenasen analysiert. Alle im Folgenden untersuchten Proteine sind mit angeborenen
Stoffwechseldefekien assoziiert [157, 258-261]. Alle untersuchten nukledr kodierte
mitochondriale Proteine interagierten mit Hsp70, Hsc70, Hsp90 und Tom34 (Abbildung 43).
Die Interaktion zwischen VCP und BCKDHA war im Graubereich (0,05 < p < 0,1). Alle anderen
getesteten Proteine zeigten eine Interaktion mit VCP. BCKDHA interagierte als einziges
getestetes mitochondriales Protein mit ClpB.
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Abbildung 43: Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen nukleéar kodierter mitochondrialer Proteine
mit molekularen Chaperonen. Die Interaktionen zwischen nukleadr kodierten mitochondrialen Proteinen und den
molekularen Chaperonen Hsc70, Hsp70, Hsp90, ClpB sowie Tom34 und VCP wurden analysiert. Identifizierte
Interaktionspartner wurden neben dem Graphen gelistet. Mehrfachbestimmungen wurden dabei nicht beriicksichtigt
(gestrichelte Linien definieren den Graubereich fir BRET- und p-Wert, n=2 pro Protein-Protein-
Interaktionsmessung).
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3.4 Variante GCDH zeigten veranderte Protein-Protein-Interaktionen
mit dem Netzwerk cytosolischer molekularer Chaperone

Im Folgenden wurde getestet, ob variante GCDH eine veranderte Affinitat zu den durch
AP-MS/MS und BRET identifizierten molekularen Chaperone zeigt.

3.4.1 Ko-Immunoprazipitation der GCDH mit Hsc70

Um die Interaktion zwischen GCDH und Hsc70 zu verifizieren wurde untersucht, ob
endogen exprimiertes Hsc70 GCDH in vivo bindet. Hierzu wurde eine Ko-Immunoprazipitation
durchgefiihrt. Wildtyp und F71S-GCDH-V5 wurden jeweils eukaryot exprimiert. In der post-
nuklearen Fraktion nach Zelllyse konnten GCDH-V5 und Hsc70 detektiert werden (Abbildung
44). Nach Inkubation der post-nuklearen Fraktion mit anti-V5-Antikérper und mit Protein-G-
gebundenen magnetischen Mikrokugelchen konnte GCDH-V5 Uber eine Saule gereinigt
werden bis im letzten Waschschritt (W4) kein Protein mehr nachweisbar war. Im Eluat war
neben GCDH-V5 auch Hsc70 nachweisbar, sowohl fir Wildtyp-GCDH als auch fur F71S. Im
Eluat der Negativkontrollen konnte kein Hsc70 detektiert werden. Im Eluat in den anti-ABCD3-
Antikérper- und nicht transfizierten Kontrolle zeigte sich eine Bande auf Hoher der pGCDH.
Diese wurde jedoch in der Kontrolle, bei der kein Antikdrper zugegeben wurde, nicht detektiert.
Es wird gefolgert, dass es sich hierbei um den (denaturierten) Antikdrper aus der
Immunoprazipitation handelt. Dieses Ergebnis verifiziert Hsc70 als Protein-Protein-
Interaktionspartner der GCDH. Zudem zeigte das Experiment, dass Hsc70 nicht nur
posttranslational in vitro, sondern auch in vivo an GCDH bindet.

94



Ergebnisse

Expression GCDH WT GCDH F71S
IP a-V5 a-V5
Fraktion PN DF W1 W4 E PN DF W1 W4 E
HsC70 [e— a— B 1 e |
GAPDH [ s— | —— — |
Expression GCDH WT NT
IP a-ABCD3 a-V5
Fraktion PN DF W1 W4 E PN DF W1 W4 E
GCDH :— —
HsC70 [ s— | — — |
GAPDH [ e— | [ e— e— \
Expression GCDH WT
IP ---

Fraktion PN DF W1 W4 E

GCDH | -
Hsc70 | e e - |
GAPDH [ s = |

Abbildung 44: Ko-Immunoprazipitation von GCDH-V5 und Hsc70. Wildtyp-GCDH Wildtyp und F71S
wurden als Fusionsprotein mit C-terminalem V5-Epitop exprimiert und immunoprazipitiert. Es
zeigte sich Hsc70 im Eluat der Probe mit Wildtyp und F71S-GCDH-V5. In den
Negativkontrollen war Hsc70 nicht nachweisbar (PN: post-nukleare Fraktion, DF: Durchfluss,
W: Waschfraktion, E: Elution, NT: nicht transfiziert).

3.4.2 Quantitative Analyse der Chaperon-Klient-Interaktion mittels luminescence-
based mammalian interactome assay (LUMIER assay)

Um die identifizierten Protein-Protein-Interaktionen quantitativ zu bestimmen, wurde ein
luminescence-based mammalian interactome assay (LUMIER-Experiment) durchgefuhrt. In
einem ersten Schritt wurden die durch BRET validierten Positiv- und Negativkontrollen mittels
LUMIER-Experiment Uberprift. Die Analyse der GCDH-Homooligomerisierung (hRluc-GCDH
+ GCDH-His) zeigte eine zirka flnffache Erhéhung des Lumineszenzquotienten gegeniber
der Hintergrundkontrolle (hRluc-GCDH, Abbildung 45). Der Quotient fir die Ko-Expression
hRIluc-GCDH mit His-PAH unterschied sich hingegen nicht von der Hintergrundkontrolle.
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Abbildung 45: Kontrollen im LUMIER-Experiment. Relativ zur Hintergrundkontrolle (hRluc-GCDH) zeigte die Ko-
Expression von hRluc-GCDH mit GCDH-His (Homoologomerisierung) eine Erhéhung des Lumineszenzquotienten.
Die Negativkontrolle (hRluc-GCDH + PAH-His) zeigte keinen Unterschied zur Hintergrundkontrolle Die Ko-
Expression von hRluc-GCDH mit PAH-His resultierte in einem unverédnderten Quotienten (Mittelwerte £ SEM;
zweiseitiger, ungepaarter t-Test flir Ho: prrobe = HHitergrundkontrolie: P < 0,0001 (***); n. s.: nicht signifikant, n = 4).

Zunachst wurden die Interaktionen zwischen Wildtyp-GCDH und den molekularen
Chaperonen Hsc70, Hsp90 und Tom34 gemessen. Dies setzte voraus, dass GCDH mit den
molekularen Chaperonen ko-exprimiert wird. Es wurden die Proteinmengen im Zelllysat nach
Ko-Expression der Proteine mittels Western Blot bestimmt (Abbildung 46). In der Kontrolle
(GCDH-Mono-Expression) wurde GCDH als pGCDH und mGCDH nachgewiesen. Zudem
zeigte sich eine Bande bei zirka 90 kDa. In den vier Proben mit der jeweiligen Ko-Expression
der molekularen Chaperone konnten zusétzlich Hsc70, Hsp90 und Tom34 detektiert werden.

Tom34 - - - +
Hsp90 - - + -
Hsc70 - + - -
GCDH  + + + +

Hsp90 e

Hsc70

{ |
1

GCDH

Tom34
GAPDH | — | —

Abbildung 46: Ko-Expression der GCDH mit Hsc70, Hsp90 und Tom34. Mittels Western Blot wurden die
Proteinmengen in den Gesamtzellfraktionen bestimmt.

Es wurde als nachstes Uberprtift, ob hRluc-GCDH nach der Ko-Expression mit Hsc70-His,
Hsp90-His und Tom34-His interagierte. Als (Hintergrund-) Kontrolle diente die Mono-
Expression von hRluc-GCDH. Es =zeigte sich eine signifikante Erhéhung des
Lumineszenzquotienten fir die Ko-Expressionen aller drei Proteine verglichen zur Kontrolle
(Abbildung 47). Somit konnten die Protein-Protein-Interaktionen, die mittels AP-MS/MS und
BRET identifiziert wurden, durch LUMIER bestatigt werden.
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Abbildung 47: Protein-Protein-Interaktionen zwischen hRluc-GCDH und Hsc70-His, Hsp90-His und Tom34-
His. Verglichen zur Kontrolle (hRluc-GCDH) zeigte die Ko-Expression mit allen drei Proteinen eine Erhéhung des
Lumineszenzquotienten (Mittelwerte + SEM; zweiseitiger, ungepaarter t-Test flir Ho: pprobe = MHitergrundkontrolle:
p < 0,0001 (***), p < 0,001 (**); n = 4).

Es konnte vorausgehend gezeigt werden, dass GCDHaurs mitochondrial lokalisiert war
und in vitro an Mitochondrien binden konnten. Es wurde deshalb Gberprift, ob die Bindung von
GCDH zu Hsc70, Hsp90 und Tom34 Uber Strukturen innerhalb des maturen Anteils der GCDH
vermittelt wird. Hierzu wurde die Interaktion zwischen den molekularen Chaperonen und
hRluc-GCDHawrs mit der Interaktion zwischen den molekularen Chaperonen und hRluc-
GCDHuwrs verglichen. Sowohl hRluc-GCDHwrs als auch hRluc-GCDHawrs interagierte mit
Hsc70-His, Hsp90-His und Tom34-His (Abbildung 48). Verglichen zu hRluc-GCDHwurs war die
relative Interaktionsstérke von hRluc-GCDHawurs jedoch mit allen drei Proteinen um zirka ein
Viertel signifikant schwécher. Es wird gefolgert, dass die Interaktion zwischen GCDH und
Hsc70, Hsp90 und Tom34 sowohl Gber mature Anteile als auch die MTS vermittelt wird.

Hsc70-His
hRIuc-GCDH /-« [Ty ++
hRIluc-GCDH, ..« S— .H. |

Hsp90-His
hRIuc-GCDH /-« [T #++
hRIuc-GCDH, .« — H

Tom34-His
hRIuc-GCDH /-« [T+
hRIluc-GCDH, ..« S— .H. |

0.0 0.2 0.4
LUMIER-Wert

Abbildung 48: Einfluss der MTS auf die Bindung der GCDH zu molekularen Chaperonen. hRluc-GCDH und
hRIluc-GCDHawmrs wurden mit His-markierten Chaperonen exprimiert und der LUMIER-Wert. Die Bindung zu Hsc70,
Hsp90 und Tom34 war schwéacher ohne MTS, dennoch signifikant héher als die Negativkontrolle (nicht dargestellt,
Mittelwerte £ SEM; zweiseitiger, ungepaarter t-Test flr Ho: HhRiuc-GCDHMTS) = HhRiuc-GEDH@AMTS): P < 0,0001 (***),
p < 0,001 (**); n=4).
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Im Folgenden wurde getestet, welchen Einfluss Aminosauresubstitutionen im maturen
Anteil der GCDH auf die Starke der Interaktion zu Hsc70, Hsp90 und Tom34 haben. Hierfiir
wurden Varianten der GCDH ausgewahlt mit einem Mutationsspekirum Uber alle drei
Domanen des Proteins. Verglichen zum Wildtyp zeigte sich eine abgeschwéchte Interaktion
zwischen varianter hRluc-GCDH und Hsc70-His (Abbildung 49). Die Interaktion zu Hsp90-His
war flr variante GCDH aufgehoben. Tom34-His zeigte keine Interaktion (R138G) oder eine
abgeschwachte (F71S und A421V) Interaktionsstarke. Die absoluten LUMIER-Werte der
Interaktionen zwischen Hsc70-His und (varianter) hRluc-GCDH waren verglichen zur
Interaktion zu Hsp90-His und Tom34-His am hdchsten. Es konnte somit gezeigt werden, dass
Aminosauresubstitutionen im maturen Anteil der GCDH zu einer reduzierten Interaktionsstarke
zu den untersuchten molekularen Chaperonen fihrten.

Hsc70-His
hRIuc-A421V - H
hRIuc-R138G Hn.s.
hRIuc-F71S I TH #«
hRluc-GCDH — H
Hsp90-His

hRIuc-A421V — #
hRIuc-R138G — #

hRIuc-F71S —{ #
hRluc-GCDH -}

Tom34-His

hRIuc-A421V —{} *

hRIuc-R138G — #
hRIUC-F71S —JJ **

hRluc-GCDH —-[H

0.00

T
0.05 0.10
LUMIER-Wert

Abbildung 49: Protein-Protein-Interaktion zwischen varianter hRluc-GCDH und Hsc70-His, Hsp90-His und
Tom34-His. Die Interaktion zwischen varianter hRluc-GCDH zu allen drei Chaperonen war schwacher oder
aufgehoben verglichen zu Wildtyp hRluc-GCDH (Mittelwerte £ SEM; zweiseitiger, ungepaarter t-Test flr Ho:
Mwildtyp = Hvariante: P < 0,001 (**), p < 0,05 (*); n = 4); #: LUMIER-Wert < 0).
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3.5 Die Starke der Interaktion zwischen varianter GCDH und Hsc70
korreliert mit der Prozessierung der GCDH

3.5.1 Korrelation der Interaktionsstiarke zwischen hRluc-GCDH und Hsc70-His und
der Prozessierung der GCDH

Um einen Zusammenhang zwischen der variantenspezifischen Prozessierung der GCDH
und der Interaktionsstarke mit cytosolischen Chaperonen herzustellen, wurde der LUMIER-
Wert von (varianter) hRluc-GCDH und Hsc70-His mit dem logarithmiertem p/m-Quotienten der
GCDH korreliert. Es zeigte sich eine negative Korrelation zwischen beiden Parametern fir den
Wildtyp und die Varianten F71S, R138G und A421V (Abbildung 50). Je schwacher die Bindung
an Hsc70 war, desto groBer war der p/m-Quotient.

hRluc-GCDH + Hsc70-His

£ 0.08 CWT [
= . ®F71S [
@ 0.06
= ® R138G
)
— 0.04 ° A421V =l
L R
-1 0 1

Ig(p/m-Quotient)

Abbildung 50: Korrelation zwischen LUMIER-Wert und p/m-Quotient. Die mittleren LUMIER-Werte der
Interaktionen zwischen hRIuc-GCDH und Hsc70-His sind gegen den mittleren logarithmierten p/m-Quotienten
aufgetragen. Es besteht eine negative Korrelation (Pearsons r = -0,98; r2 = 0,97; flir Ho: Steigung m = 0: p = 0,03).

3.5.2 p/m-Quotienten und LUMIER-Werte fir die Protein-Protein-Interaktion
zwischen Hsc70 und GCDH in Abhéangigkeit der Hsc70-Aktivitat

Die Interaktion zwischen GCDH und Hsc70 konnte durch drei unabhangige Methoden
verifiziert werden. Mittels LUMIER konnte des Weiteren gezeigt werden, dass die
Interaktionsstarke mit der Effizienz der GCDH-Prozessierung (respektive des p/m-Quotienten)
korreliert. Dieser Mechanismus sollte im Folgenden durch die Inhibition der Hsc70-Aktivitat
gepruft werden. Fir die Inhibition der Hsc70-Aktivitdt wurden vier Substanzen eingesetzt:
Natriumphenylbutyrat, VER-155008, Pifithrin-pu und Spergualin. Natriumphenylbutyrat konnte
in vorausgehenden Studien die Expression von Hsc70 reduzieren und somit fehlgefaltete
(CFTR-) Proteinkomplexe I6sen, was in einer Erhéhung der Funktionalitdt des Klienten
resultierte [262]. VER-155008 und Pifithrin-p (alternativ: 2-Phenylethynesulfonamid, PES)
wurden als zwei Substanzen mit antineoplastischem Effekt identifiziert. VER-155008 agiert
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dabei als Nukleotidanalogon und richtet sich gegen die nucleotide binding domain (NBD) des
Chaperons. Die Bindestelle des Pifithrin-u am Hsc70 ist nicht eindeutig identifiziert, es werden
sowohl die NBD als auch die substrate binding domain (SBD) diskutiert. Beide Substanzen
reduzieren die Hsc70-Aktivitat [263-265]. Bei den Untersuchungen wurde nicht zwischen dem
stressinduzierten Hsp70 und der konstitutiven Form Hsc70 unterschieden [266]. Spergualin
bindet an eine regulatorische Doméane, die die ATPase-Aktivitdt des Chaperons vermittelt,
wenngleich der genaue Mechanismus nicht bekannt ist [267, 268]. Die Substanz inhibiert
dadurch die Hsc70-Aktivitat [269].

Um den Effekt der Hsc70-Aktivitat auf die GCDH-Prozessierung zu untersuchen, wurden
die p/m-Quotienten von GCDH Wildtyp und Varianten in Abhangigkeit der vier Substanzen
bestimmt. GCDH Wildtyp wurde hierzu in COS-7-Zellen in Anwesenheit der Substanzen in
steigenden Konzentrationen exprimiert. Der p/m-Quotient der GCDH-Expression mit
Natriumphenylbutyrat, VER-155008 und Pifithrin-p unterschied sich nicht signifikant von dem
p/m-Quotienten der Kontrolle (Expression ohne Substanz, Abbildung 51). Hbéhere
Konzentrationen der Substanzen waren mit einer Toxizitat assoziiert (gemessen an der
Lichtmikroskopie der Zellen oder der Gesamtproteinmenge der Kontrolle GAPDH im Western
Blot, angezeigt durch das Nummernzeichen, #). Spergualin zeigte eine dosisabhangige
Zunahme des p/m-Quotienten, wobei sich die p/m-Quotient-Mittelwerte bei ¢ = 300 pM und
¢ = 400 pM signifikant von der Kontrolle (c = 0 uM) unterschieden.

0.15 -
0.10—5
VU0, .0l ssil. o

0 1 2 4 0 50 100200 O 5 10 20 0 100 300 400
Natriumphenylbutyrat VER-155008 Pifithrin-p Spergualin

p/m-Quotient

Abbildung 51: Einfluss von Hsc70-Modulatoren auf den p/m-Quotienten der GCDH. Natriumphenylbutyrat,
VER-155008 und Pifithrin-p beeinflussten nicht den p/m-Quotienten der GCDH. Hbheren Konzentrationen der
Substanzen waren toxisch (#). Spergualin zeigte eine dosisabhdngige Zunahme des p/m-Quotienten
(Mittelwerte + SEM; zweiseitiger, ungepaarter t-Test fir Ho: pe-0 = pde#0: p < 0,05 (*); n. s.: nicht signifikant; n = 3)

Es wurde Uberprift, ob die Zunahme des p/m-Quotienten durch Spergualin auf eine
Erhéhung der pGCDH-Menge oder Reduktion der mGCDH-Menge zurlckzuflhren war. Hierzu
wurden die Intensitaten der pPGCDH- und mGCDH-Banden im Western Blot verglichen. Mit
zunehmender Spegualinkonzentration nahm die pGCDH-Menge zu (Abbildung 52). Die
Hsc70- und GAPDH-Mengen blieben konstant.
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Abbildung 52: Dosisabhéngiger Einfluss von Spergualin auf die pGCDH-, mGCDH-, Hsc70- und GAPDH-
Mengen. Reprasentativer Western Blot aus Triplikaten der Proben fiir die Berechnung des p/m-Quotienten. Mit
Zunahme der Spergualinkonzentration nahm die pGCDH-Menge zu.

Vorausgehende Experimente zeigten einen Zusammenhang zwischen dem p/m-
Quotienten der GCDH mit der Interaktionsstarke zwischen hRluc-GCDH und Hsc70-His. Es
wurde im Folgenden getestet, ob Spergualin die Interaktionsstéarke zwischen hRluc-GCDH und
Hsc70-His beeinflusst. Hierzu wurde ein LUMIER-Experiment durchgefihrt. Die Zellen wurden
unter verschiedenen Spergualinkonzentrationen kultiviert und beide Proteine exprimiert. Es
zeigte sich eine konzentrationsabhangige Zunahme der Interaktionsstarke zwischen hRluc-
GCDH und Hsc70-His (Abbildung 53, A).

100 uM Spergualin fUhrte zu einer signifikanten Erhéhung der Interaktionsstarke um
339 % verglichen zur Kontrolle ohne Spergualin. Der Effekt konnte nur fir die Protein-Protein-
Interaktion zwischen hRluc-GCDH und Hsc70-His und nicht fur die Interaktion zwischen hRluc-
GCDH und Tom34-His oder hRluc-Hsc70 und Tom34-His beobachtet werden (Abbildung 53,
B). Der Einfluss von Spergualin auf die Protein-Protein-Interaktion zwischen hRluc-GCDH und
Hsc70-His zeigte sich ebenso fur die untersuchten GCDH-Varianten (Abbildung 53, C). Wie
zuvor beobachtet war der absolute LUMIER-Wert varianter hRluc-GCDH vermindert. Unter
Spergualin konnte diese jedoch, ebenso wie fur den Wildtyp, erhéht werden. Die Differenz
zwischen den LUMIER-Mittelwerten mit und ohne Spergualin war zwischen den Varianten
nicht signifikant (Einweg-Varianzanalyse mit p > 0,05). Somit ist davon auszugehen, dass
Aminosauresubstitutionen im maturen Anteil des Klienten zwar auf die Bindung mit Hsc70 per
se einen Einfluss zeigen, die Interaktion wurde jedoch nicht durch die Modulation der ATPase-
Funktion des Hsc70, die durch Spergualin verandert wurde, beeintrachtigt, da sich keine
variantenspezifischen Effekte unter Spergualin zeigten, sondern alle untersuchten Varianten
eine Erhéhung der Interaktionsstarke mit Hsc70 zeigten.
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Diskussion

4 Diskussion

Das Mitochondrium beherbergt zirka 1.200 Proteine [270, 271]. Lediglich 13 davon sind
auf der mitochondrialen DNA (mtDNA) kodiert und werden im Mitochondrium synthetisiert
[272, 273]. Neben diesen Proteinen kodiert die mtDNA zusétzlich 2 ribosomale RNAs und 22
Transfer-RNAs [274, 275]. 99 % des mitochondrialen Proteoms sind nuklear kodiert [276].
Somit sind Mutationen in Bereichen der genomischen DNA, die fir mitochondriale Proteine
kodieren, mit einer weitaus gréBeren Anzahl an Erkrankungen assoziiert als Mutationen in der
mtDNA (Abbildung 54) [8, 9]. Diese Mutationen betreffen am haufigsten mitochondriale
Matrixproteine, da sich in diesem Kompartiment die meisten Proteine des Mitochondriums
befinden (Abbildung 54). Derzeit sind rund 270.000 genetische Variationen des Menschen
beschrieben [113]. Es ist jedoch nur wenig bekannt, welche klinische Auswirkungen diese
genetischen Variationen haben, an welchen Prozessen der Pathogenese sie beteiligt sind und
welche Rolle das Auftreten mehrerer verschiedener Variationen auf die Auspragung des
Phéanotyps haben [12, 277].

Vorausgehende Arbeiten haben gezeigt, dass sich ein Drittel der krankheitsassoziierten
Mutationen Uber eine Verdnderung des Protein-Protein-Netzwerkes auspragt [12]. Dabei
zeigen letale Mutationen haufig eine schwerwiegende Veranderung der Protein-Protein-
Interaktion [278]. Protein-Protein-Interaktionsnetzwerke spielen eine zentrale Rolle bei
zahlreichen biologischen Prozessen [279-282]. Die Kenntnis der Protein-Protein-Interaktion
und der Veranderung jener kann Kklinische stumme Polymorphismen von
krankheitsauspragenden Mutationen unterscheiden sowie die phanotypische Auspragung
eines Schweregrades erkldren [283, 284]. Protein-Protein-Interaktionen kénnen durch nodes,
die jeweiligen Proteine, und edges, das jeweilige Verhaltnis zwischen den beiden Proteinen,
beschrieben werden. Demzufolge kann ein edgotype, die Kenntnis Uber die Verédnderung eines
Interaktionsnetzwerkes, ein wichtiger Schlissel zum Verstandnis der Genotyp-Phanotyp-
Beziehung sein [12, 283, 285, 286].
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Abbildung 54: Monogenetische mitochondriale Erkrankungen. Gene, deren Mutationen zu monogenetischen
mitochondrialen Erkrankungen flhren kénnen. Die Einteilung erfolgte nach Lokalisation des jeweiligen Proteins.
Nuklear kodierte Gene sind schwarz, Gene der mtDNA rot (aus [8]).

Um Erkenntnisse Uber den Einfluss genetischer Variation auf den mitochondrialen Import
und die Protein-Protein-Interaktionsnetzwerke zu gewinnen, wurden vorwiegend das nukleéar
kodierte mitochondriale Matrixprotein Glutaryl-CoA-Dehydrogenase (GCDH), sowie ferner die
medium-chain-acyl-CoA dehydrogenase (MCAD), Ornithin-Transcarbamoylase (OTC), very-
long-chain-acyl-CoA dehydrogenase (VLCAD), Carbamoylphosphat-Synthetase | (CPS1)
sowie die alpha-Untereinheit der 2-Oxoisovalerat-Dehydrogenase (BCKDHA) untersucht.
Mutationen in Genen, die diese Proteine kodieren, kbnnen zu angeborenen
Stoffwechseldefekten flihren [72, 260, 261, 287-289].

4.1 Der mitochondriale Proteinimport

Es wurde die Hypothese uUberpruft, ob variante nuklear kodierte mitochondriale
Matrixproteine einen veranderten Import verglichen zum Wildtyp aufweisen. Eukaryot
exprimierte GCDH und MCAD zeigten ein variantenspezifisches Verhaltnis der Mengen von
precursor und maturem Protein. Beide Prozessierungsformen waren in der mitochondrialen
Fraktion lokalisiert. Precursor waren sensitiv gegenlber proteolytischem Verdau und
akkumulierten nach langerer Expressionszeit. Daraus wurde gefolgert, dass sich precursor an
der &uBeren Mitochondrienmembran befanden. Mature Proteine hingegen waren
unempfindlich gegeniber proteolytischem Verdau. Es ist somit anzunehmen, dass sich diese
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Proteine innerhalb des Mitochondriums, entweder im Intermembranraum oder der
mitochondrialen Matrix, befanden. Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass die Effizienz
des mitochondrialen Imports varianter nuklear kodierter mitochondrialer Proteine verringert ist.
Da die Aminosauresubstitutionen der untersuchten varianten Proteine nicht in der MTS
lokalisiert waren, lasst sich des Weiteren annehmen, dass Strukturen neben der MTS fir den
mitochondrialen Import notwendig sind. Hinsichtlich des Zusammenhangs zwischen
genetischer Variation und mitochondrialem Import zeigten Takakubo et al., dass beim Pyruvat-
Dehydrogenase-Mangel pathogene Mutationen innerhalb der N-terminalen MTS zu einem
reduzierten mitochondrialen Proteinimport als Krankheitsursache flihren kénnen [290]. Bei der
priméren Hyperoxalurie Typ 1 fihren Mutationen in der N-terminalen Sequenz des Enzyms L-
Alanin:Glyoxylat-Aminotransferase (AGT) zu einer Demaskierung einer in der Sequenz des
Wildtyp-Proteins nicht aktiven MTS und damit zur Fehllokalisation vom Peroxisom zum
Mitochondrium [291]. Nicht nur organellspezifische Proteine, sondern auch cytosolische
Proteine kdnnen hinsichtlich ihrer Lokalisation im Falle eines Aminosaureaustausches
beeintrachtigt sein. DJ-1, das Produkt des PARK7-Gens, das haufig in Patienten mit familidrem
Morbus Parkinson mutiert ist, ist im Cytosol lokalisiert. PARK7-Mutationen fihren zu einer
mitochondrialen Lokalisation des Proteins DJ-1, wobei hier eine eindeutige Abgrenzung, ob
das Protein intra- oder extramitochondrial lokalisiert ist, fehlt [292]. Des Weiteren wurde
gezeigt, dass Mutationen in den membranstandigen Importproteinen (TIM23) oder I8slichen
Chaperonen (Hsp60, DnadJC19) zu einer Reduktion der Leistung des mitochondrialen Imports
fihren kénnen. Da letztere nicht einzelne zu importierende Proteine betrifft, sondern zu einem
globalen Funktionsverlust fihrt, handelt es sich hierbei um Multisystemerkrankungen
(dilatative Kardiomyopathie mit Ataxie, spastische Paraplegie 13, Mohr-Tranebjaerg-Syndrom,
atypische Mitochondriopathie) [293-297]. Eine dritte Kategorie bilden Erkrankungen, bei denen
der mitochondriale Import durch proteotoxische Mechanismen inhibiert ist. So ist variantes
Huntingtin, als Wildtyp ein cytosolisches Protein, im Mitochondrium lokalisiert und an TIM23
gebunden, wodurch der mitochondriale Proteinimport (fir andere Proteine) gestért wird [298].
Ahnliche Mechanismen sind fiir a-Synuklein beschrieben. o-Synuklein kann durch eine
Bindung an Tom20 den mitochondrialen Import flr unspezifische precursors inhibieren [299].
Yano et al. diskutieren, dass weitere neurodegenerative Erkrankungen mit einem
Organellenimportdefekt assoziiert sein kénnten [298]. Denn auch Erkrankungen, denen
variante zu importierende Proteine zugrunde liegen, wie beispielsweise der Glutaryl-CoA-
Dehydrogenase-Mangel, Ornithin-Transcarbamoylase-Mangel oder MCAD-Mangel, zeigen
klinisch haufig neurologische Defizite [66]. In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt varianter
nukleéar kodierter mitochondrialer Proteine auf den Import anderer Proteine nicht analysiert. Es
wurde jedoch mittels Immunfluoreszenzmikroskopie beobachtet, dass die Expression zweier
Varianten der GCDH, GCDH-R88C und GCDH-A433E, mit einer verdnderten mitochondrialen
Struktur assoziiert war. Es ist denkbar, dass diese Varianten nicht nur zu einer
Beeintrachtigung des Stoffwechsels fiihren, sondern die Funktion des gesamten
Mitochondriums einschréanken. Somit bestlinde eine Analogie zur Pathogenese der
Mitochondriopathien [300]. Die in dieser Arbeit beschriebenen Beobachtungen zeigen, dass
der mitochondriale Import als ein pathogenetisches Element von monogenetischen
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Erkrankungen in Betracht gezogen werden kann, bei denen die Mutation weder in der Sequenz
der MTS eines nukledr kodierten mitochondrialen Proteins noch mitochondrialer
Importrezeptoren lokalisiert ist.

Was ist die Ursache des reduzierten mitochondrialen Imports varianter GCDH? Es konnte
gezeigt werden, dass die Stabilitat varianter precursor im Vergleich zum Wildtyp reduziert ist
und sich deshalb mdéglicherweise der Faltungszustand zwischen Wildtyp und Variante an der
mitochondrialen Oberflache unterscheidet. Des Weiteren konnte ein Bereich in der
Tertidrstruktur der GCDH identifiziert werden, in dem sich Aminosauresubstitutionen finden,
die zu einem schwereren Importdefekt fiihren. David et al. haben gezeigt, dass
Aminoséauresubstitutionen, die im hydrophoben Kern des Proteins liegen, mit einer héheren
Wahrscheinlichkeit pathogen sind [301]. Aufgrund der in dieser Arbeit erhobenen Daten sowie
den Beobachtungen von David et al. wird vermutet, dass neben der MTS weitere Strukturen
des (teilgefalteten) Proteins notwendig sind, um erfolgreich von den mitochondrialen
Importrezeptoren erkannt zu werden. Diese Hypothese wird von der Beobachtung gestitzt,
dass auch rekombinante GCDH ohne MTS an die Mitochondrienoberflache band. Die binding
chain hypothesis liefert ein Konzept zur Erkldrung der Erkennung von precursor durch
mitochondriale Translokasen [302]. Nach der binding chain hypothesis bendtigen precursor
drei physikalische Eigenschaften zur Initierung des mitochondrialen Imports: Eine positiv
geladene MTS (i), amphiphatische a-Helices (ii) sowie eine Flexibilitat der Konformation, um
einen Wechsel von gefalteter a-helikaler Struktur der MTS zur entfalteten Konformation, die
fur die eigentliche Translokation notwendig ist, zu gewéhrleisten (iii). Die ersten beiden
Aspekte sind durch die Primarsequenz definiert: Die positive Ladung wird Uber die Ladungen
der Seitenketten der Aminosauren definiert, aus der die MTS aufgebaut ist. Ebenso ist die
Ausbildung einer Sekundarstruktur wie der a-Helix abhangig von der Aminosaureabfolge der
Primarsequenz bzw. lasst sich durch diese vorhersagen [303]. Es sind jedoch derzeit keine
pathogenen GCDH-Varianten beschrieben, deren Aminoséuresubstitutiton in der MTS liegen
[113]. Deshalb kann kein direkter Zusammenhang zwischen der binding chain hypothesis und
des verringerten mitochondrialen Importes varianter Proteine bestehen. Es kann spekuliert
werden, dass Mutationen in der Sequenz der MTS der GCDH, sofern diese auftreten, pranatal
letal oder klinisch stumm sind. Treten Mutationen hingegen in der Sequenz der MTS nuklear
kodierter mitochondrialer Proteine auf, so kénnen sie durchaus den mitochondrialen Import
beeinflussen. Bedwell et al. und Isaya et al. zeigten, dass Mutationen in der MTS der OTC und
beta-Untereinheit der F1-ATPase, die beide wie die GCDH nuklear kodiert und mitochondrial
lokalisiert sind, zu einem reduzierten oder aufgehobenen Import fiihren kénnen [304, 305]. Die
geforderte Faltungsdynamik, der dritte Punkt der von Pfanner et al. beschriebenen binding
chain hypothesis, kann jedoch im Wechselspiel mit Anteilen des maturen Teils der GCDH
geschehen [302]. Dies wiirde bedeuten, dass zwar die Sequenz der MTS nicht beeintrachtigt
ist, jedoch deren Funktion durch die Interaktion mit Strukturen des Proteins auBBerhalb der MTS
verandert werden kann. Es ist bekannt, dass precursor einen bestimmten Faltungszustand,
entweder entfaltet oder partiell gefaltet, einhalten missen, um die Importkompetenz aufrecht
zu halten [306, 307]. Busquets et al. zeigten in silico, wie die Fehlfaltung der F71S-Variante
der GCDH durch intramolekulare Wechselwirkungen bedingt sein kann. Der Austausch des
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hydrophoben Phenylalanins durch das hydrophile Serin kann zu einer Destruktion der
Salzbindung zwischen F71 und R72 sowie zwischen F71 und E129 fihren. Dies kdnnte sich
auf die globale Faltungsstruktur der GCDH auswirken [72]. Mutationsindizierte
Proteinfehlfaltung wurde des Weiteren fiir variante MCAD und SCAD beobachtet, die eine
Strukturahnlichkeit zur GCDH aufweisen [158, 308, 309]. Daraus lasst sich ableiten, dass
Strukturen, die in der Primarsequenz eines Proteins entfernt voneinander lokalisiert sind, durch
intramolekulare Wechselwirkungen miteinander in Kontakt treten und somit an der Faltung des
gesamten Proteins beteiligt sein kébnnen. Da der Faltungszustand der MTS eine wichtige Rolle
beim mitochondrialen Proteinimport spielt, kann dieser durch die intramolekularen
Wechselwirkungen mdglicherweise moduliert werden. Im Falle der GCDH bedeutet das, dass
Aminoséauresubstitutionen, die fern der MTS liegen, auch einen Einfluss auf die Struktur und
damit auf die Funktion der MTS haben kénnen. Dies kann eine Ursache sein flr den in dieser
Arbeit beobachteten reduzierten Import von precursor, deren Mutation in der Sequenz des
maturen Proteins liegt.

Die Rolle des Faltungszustandes von mitochondrialen precursors ist wenig untersucht.
Einige Aspekte sprechen jedoch gegen eine vollstandige Entfaltung des precursors
beziehungsweise flr das partielle Falten von Abschnitten der Primarsequenz. Precursors
binden an molekulare Chaperone der Hsp90- und Hsp70-Familie. Diese kénnen strukturelle
Anteile, beziehungsweise partiell gefaltete Sequenzen, eines Substrates (hier: des precursors)
erkennen und binden [310, 311]. Der Mechanismus der Bindung der Hsp70-Chaperone an
deren Substrat ist nicht vollstandig aufgeschlisselt. Es ist bekannt, dass Hsp70-Substrate Uber
hydrophobe Oligopeptidsequenzen (beispielsweise SVFPLAP und HTFPAVL) identifizieren
[312]. Weiterhin wurde beobachtet, dass precursors einer Deletionsvariante der OTC Uber eine
aufgehobene Bindung zu dem mitochondrialen NEM-sensitiven Importfaktor msF nicht mehr
korrekt in das Mitochondrium importiert werden kdnnen [313, 314]. Konkret werden die
Struktur-Funktions-Beziehung und Zweifel an der vollstdndigen Entfaltung des precursors vor
der Translokation durch neue Erkenntnisse des mitochondrialen Importes. Kalef-Ezra et al.
haben gezeigt, dass die MTS der humanen Glutamat-Dehydrogenase (hGDH), einem nuklear
kodierten mitochondrialem Protein, aus zwei a-helikalen Strukturen (a1 und a2) besteht [315].
Beide Strukturen wirken synergistisch auf die Leistung des mitochondrialen Imports. Zwar sind
beide Helices der hGDH Teil der (im Mitochondrium prozessierten) MTS, so zeigte diese
Beobachtung jedoch, dass das Zusammenspiel von Sekundérstrukturen einen wesentlichen
Einfluss auf die Funktionalitat des mitochondrialen Importes nimmt und dass sich benachbarte
Strukturen synergistisch beeinflussen kénnen. Der N-Terminus (nach der MTS) der GCDH
besteht aus einer hohen Dichte an a-Helices (Abbildung 55). Mutationen in diesem Bereich
kénnten zu einer Destruktion der Faltungsstruktur fliihren, sodass der von Kalef-Ezra et al.
beschriebene Mechanismus der Interaktion von Sekundarstrukturen nahe der MTS als
Ursache fur eine reduzierte Importkompetenz in Erwdgung gezogen werden kann.
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Abbildung 55: N-Terminus der GCDH. N-Terminus der GCDH. Die Aminosauresubstitutionen pathogener
Mutationen, die in dieser Arbeit analysiert wurden, wurden mit den jeweiligen Seitenketten dargestellt (aus [63],
PDB ID: 1SIQ).

Andere Mutationen, die entweder in der N-terminalen o-Helix lokalisiert sind (R128Q,
R132Q, R138G, R161Q) oder in der Primarstruktur fern dieser Doméne, jedoch in rdumlichem
Bezug Uber Wasserstoffbriicken stehen (R402W), zeigten im Western Blot eine vermehrte
Proteinmenge des precursors, beziehungsweise eine Erhéhung des p/m-Quotienten. lhnen ist
gemeinsam, dass sie eine Aminosaure austauschen, die im Wildtyp auf die Tertiarstruktur
stabilisierende Effekte  auswirkt. Abbildung 56  zeigt exemplarisch  die
Wasserstoffbriickenbindung zwischen R161 und Y113 eines gegentberliegenden loops, E158
derselben Helix sowie backbones des Y153 und G156 einer gegenlberliegenden Helix. Es ist
davon auszugehen, dass diese Bindungen durch den Austausch des Arginins gegen Glutamin
verloren gehen, da nun zwei basische Aminogruppen des Arginins zur Bindung und
transhelikalen Stabilisierung fehlen.
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Abbildung 56: N-Terminus der GCDH mit R161. Ausschnitt aus der Kristallstruktur der GCDH.
Wasserstoffbriickenbindung des Arginins an Position 161 (R161) zu benachbarten Strukturen wurde eingezeichnet
(aus [63], PDB ID: 1S1Q).

Das dargelegte Konzept zeigt, wie der mitochondriale Import nuklear kodierter
mitochondrialer Proteine beeinflusst werden kann. Es ist anzunehmen, dass durch MTS-ferne
Mutationen die Flexibilitdt der MTS (wie sie in der binding chain hypothesis von Pfanner et al.
vorgeschlagen wurde) verringert wird und damit der Import behindert wird. Diese Hypothese
gilt es jedoch experimentell zu Gberprifen.

4.2 Die Rolle des maturen Anteils nuklear kodierter mitochondrialer
Proteine beim mitochondrialen Proteinimport

In einem nachsten Schritt wurde Gberprift, welchen Einfluss der mature Anteil der GCDH
(GCDHurs) auf den mitochondrialen Import hat. Des Weiteren wurde Uberprift, oo GCDH ohne
MTS (GCDHawuts) mit cytosolischen Proteinen, die fiir den Import notwendig sind, interagieren
kann. Sowohl GCDHuwurs als auch die Deletionsvariante GCDHawrs zeigten eine mitochondriale
Lokalisation. Zudem waren die Interaktionen zwischen GCDH und den cytosolischen Proteinen
Hsc70, Hsp90 und Tom34 mit und ohne MTS nachweisbar, wobei die MTS die Interaktion
geringgradig verstarkte. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass mature Anteile in nukleéar
kodierten mitochondrialen Proteinen den Import des Proteins beeinflussen kdnnen. Zahedi et
al. zeigten, dass einige mitochondriale precursors neben Membranproteinen an der duf3eren
Mitochondrienmembran lokalisiert sind [316]. Stan et al. und Yamamoto et al. zeigten, dass
die Bindung an den TOM-Komplex in vitro und in vivo Uber mature Anteile der precursors
vermittelt werden kann [317, 318]. Basierend auf den experimentellen Daten der vorliegenden
Arbeit wird angenommen, dass das precursor Protein partiell gefaltet vorliegt und mit dieser
Konformation die Information flr die Translokation in sich tragt [6]. Der vorgeschlagene
Mechanismus zeigt, dass der mature Anteil nukleédr kodierter mitochondrialer Proteine eine
wesentliche Rolle beim mitochondrialen Import spielen kann und die weitere Entschlisselung
des Einflusses pathogener Mutationen in diesem Bereich auf den mitochondrialen Import
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weitere Erkenntnisse zum Pathomechanismus der zugrundeliegenden genetischen
Erkrankungen erlauben. Ferner 6ffnet diese Erkenntnis eine neue Perspektive auf das
Verstandnis des mitochondrialen Proteinimportes, indem sie dem Konzept widerspricht,
precursors seien in einem |8slichen Zustand im Cytosol [50, 319].

Dass Strukturen innerhalb des Proteins fern der MTS eine Rolle beim mitochondrialen
Import spielen, wurde in anderem Zusammenhang berichtet. Mitochondriale Proteine des
Intermembranraumes binden neben den MTS-erkennenden Rezeptoren Tom20 und Tom22
auch Tom70 [320]. Bedwell et al. zeigten, dass die Importkompetenz einer MTS-deletierten Fi-
ATPase B erhalten bleibt. Es wurde angenommen, dass N-terminale Strukturen auBerhalb der
MTS und die MTS kooperativ beim Import agieren [321]. Diese Kooperation ist mbglicherweise
Ausdruck einer Interaktion zwischen hydrophoben Strukturen des maturen Proteins und der
Membranpotentialdifferenz, die bedingende Voraussetzung fir den mitochondrialen Import ist
[30, 50]. Proteine der inneren Mitochondrienmembran ohne MTS zeigen ebenso einen
mitochondrialen Import [322]. Dies Ilasst vermuten, dass neben N-terminalen
Lokalisationssequenzen auch Strukturen innerhalb des Proteins dazu beitragen, dass nuklear
kodierte mitochondriale Proteine von Translokasen erkannt und importiert werden. Dies ist ein
relevantes Konzept fur die in dieser Arbeit dargestellte Beobachtung, dass variante Proteine
mit geringerer Effizienz in das Mitochondrium importiert werden. Jedoch wird diese
Argumentation durch die Beobachtung, dass auch cytosolische Proteine, die eine (artifizielle)
N-terminale MTS tragen, ins Mitochondrium lokalisieren, entkraftet [323-325].
Zusammenfassend wird gefolgert, dass der mature Anteil nukleér kodierter mitochondrialer
Proteine den mitochondrialen Import initiieren kann, jedoch keine notwendige (strukturelle)
Voraussetzung einer Translokation tber die mitochondriale Doppelmembran darstellt. Es leitet
sich hieraus die Hypothese ab, dass genetische Variationen im maturen Anteil nukleéar
kodierter mitochondrialer Proteine nicht erst beim eigentlichen mitochondrialen Import Gber die
Kanale des TOM- bzw. TIM-Komplexes, sondern bei der Interaktion mit cytosolischen
Proteinen eine Rolle spielen.

4.3 Das cytosolische Protein-Protein-Interaktionsnetzwerk nuklear
kodierter mitochondrialer Proteine

Neben der dreidimensionalen Faltung eines Proteins, die ihm die (katalytische)
Funktionalitat verleiht, bendtigt das Protein eine Quintarstruktur, die aus interagierenden
Proteinen besteht. Die Quintarstruktur ermdglicht es einerseits, dass zellulare Prozesse, an
denen mehrere Proteine beteiligt sind, koordiniert ablaufen kédnnen und erhéht andererseits
die Stabilitat des Proteins [326]. Die interagierenden Proteine sind wesentlich daran beteiligt,
die Protein-Homdbostase, die sogenannte proteostasis, aufrecht zu erhalten. Protfeostasis
beschreibt das Wechselspiel von Klienten mit deren Chaperonen bei der Proteinsynthese und
Degradation, bei der Erkennung und der Korrektur von Fehlfaltungen durch die unfolded
protein response (UPR) sowie dem trafficking zum Erreichen der korrekten subzellularen
Lokalisation. Das proteostasis network beschreibt die Gesamtheit der Protein-Protein-
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Interaktionen, die gewahrleisten, dass Proteinbiosynthese, Faltung, Transport und
Degradation in Balance gehalten und auf individuelle zellulare Umstande angepasst werden
(Abbildung 57) [10, 327].
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Abbildung 57: Proteostasis network. Um einen native state zu erreichen, muss das Protein mit molekularen
Chaperonen interagieren (griin). Fehlfaltung wird ebenso von Chaperonen erkannt und korrigiert (blau). Gelingt
dies nicht, wird das Protein abgebaut (rot). Das komplexe und dynamische Zusammenspiel der einzelnen
Komponenten Uber Protein-Protein-Interaktionen definiert das proteostasis network (aus [328]).

Es ist bekannt, dass genetische Variationen das Protein-Interaktionsnetzwerk und damit
die proteostasis stéren kénnen [10, 11]. Daraus leitete sich die Hypothese ab, dass
Aminoséauresubstitutionen in nukleéar kodierten mitochondrialen Proteinen das Protein-Protein-
Interaktionsnetzwerk verandern und somit die Effizienz des mitochondrialen Importes
beeinflussen kénnen.

Ziel war es, durch die Identifikation der Interaktoren mitochondrialer precursor im Cytosol
ein cytosolisches Protein-Protein-Interaktionsnetzwerk nuklear kodierter mitochondrialer
Proteine zu kartieren. In einem zweiten Schritt wurde Uberprift, ob sich dieses Netzwerk
zwischen varianten Proteinen und dem Wildtyp unterscheidet. Mittels SILAC-basierter affinity
purification coupled mass spectrometry (AP-MS/MS) konnten Interaktoren der GCDH
hypothesenfrei in vitro identifiziert werden (i). Mittels Biolumineszenz-Resonanz-
Energietransfer (BRET) wurden die gefundenen Interaktoren bestatigt. Zudem wurde
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hypothesenbasiert ein Netzwerk aus cytosolischen Chaperonen mit nukledr kodierten
mitochondrialen Proteinen generiert (ii). Die Interaktionen zwischen dem Klienten und
ausgewahlten Interaktoren wurde quantitativ mit einem luminescence-based mammalian
interactome (LUMIER) assay gemessen und Veranderungen durch variante Klienten sowie
das Zusammenspiel von MTS mit maturen Anteilen des Proteins charakterisiert (iii). Die
Methode der affinity-purification coupled mass spectrometry ist zur ldentifikation von
Interaktoren etabliert [123, 184, 222]. Zudem konnten Morgenstern et al. und Peikert et al. in
einem methodisch ahnlichen Ansatz mittels quantitativer Massenspekirometrie das
mitochondriale Proteom und Importom analysieren [329, 330]. Analog zu vorbeschriebener
Methodik wurde das Interaktom flr Wildtyp und R138G-GCDH charakterisiert. Die
rekombinante Expression und Reinigung der GCDH mit MTS war nicht méglich. Anzunehmen
ist, dass die MTS mitochondrialer precursors dem Protein Instabilitat verleiht [56].

Zellulare Mechanismen basieren in der Regel auf dem Zusammenspiel mehrerer Proteine,
die mittels Protein-Protein-Interaktion Funktionen komplettieren und sogenannte molekulare
Maschinen formieren [225]. Das Interaktom bezeichnet das Zusammenspiel aller Proteine
[331]. Die mittels AP-MS/MS gemessenen Protein-Protein-Interaktionen muissen vom
funktionellen Kontakt abgegrenzt werden. So teilen beispielsweise alle Proteine eine rdumliche
Nahe mit dem Ribosom, ohne dass dieses fir deren Funktion notwendig sei [225]. Diese
unspezifischen, scheinbaren Interaktoren der GCDH wurden durch die AP-MS/MS ko-
prazipitiert und nach Identifikation der Peptide gefiltert. Um zwischen unspezifischen und
spezifischen Interaktionen zu differenzieren, wurden funktionell relevante Proteine, die in der
quantitativen Massenspekirometrie identifiziert wurden, in einem zweiten und dritten,
methodisch unabhangigen Experiment als Interaktoren evaluiert. TCP-1, Hsc70, mtHsp70,
Hsp60, Hsp70, Hsp90 und GRP-78 zeigten eine Anreicherung an den gefalteten Wildtyp der
GCDH. GRP-78 ist die das molekulares Chaperon der Hsp70-Familie des endoplasmatischen
Retikulums [332]. Es ist somit nicht anzunehmen, dass GCDH mit GRP-78 in vivo interagiert.
Jedoch zeigt diese Beobachtung, dass GCDH eine Affinitdt zu molekularen Chaperonen der
Hsp70-Familie zeigt.

Hsc70 war das einzige dieser Proteine, das signifikant angereichert wurde. R138G-GCDH
zeigte fur alle Chaperone geringfligig kleinere SILAC-Werte, die sich jedoch nicht signifikant
von der Anreicherung am Wildtyp unterschieden. Entfaltete GCDH zeigte keine Interaktion zu
TCP-1, Hsp70 und GRP-78, die anderen molekularen Chaperone waren jedoch, gemessen
am SILAC-Wert, vermehrt akkumuliert. Bei der entfalteten R138G-GCDH waren die
Chaperone, mit Ausnahme des Hsp60, verglichen zum Wildtyp und dem gefalteten
Konformation des Proteins vermehrt angereichert. Die Beobachtungen lassen vermuten, dass
eine Entfaltung, beziehungsweise das kotranslationale, noch nicht gefaltete, heranwachsende
Polypeptid, die Interaktion des maturen Anteil des Klienten mit molekularen Chaperonen
begunstigt. Dies ist im Einklang mit der von Terada et al. beschriebenen Beobachtung, dass
Hsc70 die Importkompetenz eines komplett gefalteten nukledr kodierten mitochondrialen
Proteins nicht wiederherstellen kann [36]. Es ist naheliegend, dass die biosynthetisch frihe
Bindung ein wichtiger Schritt zur Aufrechterhaltung eines Import-kompetenten Zustandes des
Klienten ist und sich hier Unterschiede von Wildtyp und variantem Protein zeigen. Diese
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Hypothese konnte jedoch nicht mittels AP-MS/MS und rekombinanter GCDH getestet werden.
Die mittels AP-MS/MS identifizierten Proteine wurden in folgenden Experimenten mit anderen
Methoden hinsichtlich ihrer Interaktion mit GCDH getestet und die Interaktion quantitativ
gemessen.

Die Bindungen der GCDH mit Hsc70 und Hsp90 konnten mit BRET verifiziert werden. In
einem hypothesenbasierten Ansatz wurden GCDH und weitere nukledr Kkodierte
mitochondriale Proteine auf Interaktion mit einer Bibliothek cytosolischer molekularer
Chaperone, Translokatoren sowie Ko-Chaperonen getestet, sodass ein cytosolisches Protein-
Protein-Interaktionsnetzwerk nuklear kodierter mitochondrialer Proteine charakterisiert werden
konnte. Bei den gemessenen Interaktionen dieses Netzwerkes handelt es sich um Chaperon-
Klient-Interaktionen mit dem precursor des mitochondrialen Proteins im Gegensatz zur
vorausgehenden AP-MS/MS. Die Proteine GCDH, MCAD, VLCAD, drei Vertreter der
mitochondrialen Acyl-CoA-Dehydrogenasen, sowie OTC und CPS1, die jeweils anderen
Enzymfamilien angehéren und sich strukturell von den Acyl-CoA-Dehydrogenasen
unterscheiden, zeigten die gleiche Zusammensetzung des cytosolischen Protein-Protein-
Interaktionsnetzwerks. Lediglich BCKDHA unterschied sich geringfligig hinsichtlich der
Zusammensetzung des Interaktionsnetzwerkes. Die Interaktion zu VCP konnte fir BCKDHA
experimentell nicht sicher bestatigt werden, dafiir wurde im Gegensatz zu den anderen
getesteten Proteinen eine Interaktion zu ClpB gefunden. Es ist bekannt, dass ClpB als
Chaperon der Familie der AAA+ ATPasen (ATPase associated with diverse cellular activities)
zur Erkennung von fehlgefalteten Proteinen agiert. Fehlgefaltete oder aggregierte Proteine
kénnen durch ClpB resolubilisiert werden. Somit nimmt das Chaperon eine tragende Rolle in
der protein quality control ein [333, 334]. BCKDHA st eine Untereinheit des
Multienzymkomplexes BCKD (branched-chain alpha-keto acid dehydrogenase complex) [335].
Es ist mdglich, dass die Untereinheit in Monoexpression eine gréBere Instabilitadt aufweist als
komplexiert, was sekundar zu einer messbaren Interaktion mit ClpB flhrt, die das Protein als
Aggregat erkennt. Die Interaktionen zwischen den Ko-Chaperonen BAG1, BAG3, BAG4,
BAGS5, DnaJB1 (Hsp40) und DnadJC2 und den Chaperonen der Hsp70-Familie sind aus der
Literatur bekannt und konnten mittels BRET bestatigt werden [248-255]. Es wurde in diesem
experimentellen Ansatz nicht zwischen Hsc70 und Hsp70 differenziert. Bei Hsp70 handelt es
sich um die durch (Hitze-) Stress induzierte, bei Hsc70 um die konstitutiv exprimierte Isoform
[3]. Die Interaktion zwischen GCDH und den Ko-Chaperonen zeigte mit Ausnahme von
DnaJC2 eine geringere BRET ratio. Dies kann Ausdruck einer indirekten, durch Hsc70- oder
Hsp70-vermittelten Interaktion sein, wenngleich die Diskrimination zwischen direkter und
indirekter Interaktion mit diesem Verfahren nicht méglich ist [336]. Eine andere Mdglichkeit, die
die geringere BRET ratio erklaren kann, ist der Einfluss der raumlichen Anordnung des Venus-
oder hRluc-Proteins, die die Héhe der BRET ratio oder die Protein-Protein-Interaktion selbst
beeinflussen kann [230]. Das VCP ist Teil der ERAD (endoplasmatic-reticulum-associated
degradation) und fihrt nach cytosolischer Re-Lokalisation fehlgefaltete ER-Proteine dem
Proteasom zu [337]. Zudem ist VCP in weitere zellulare Prozesse wie Transkriptionskontrolle,
ER-Golgi-Fusion, Apoptose und Ribosom- und Mitochondrien-assoziierte Proteindegradation
involviert [338, 339]. Die Interaktion von VCP zu den getesteten mitochondrialen Proteinen
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kann unspezifisch sein, da nur der Wildtyp als Klient geprift wurde, oder Ausdruck einer
Mitwirkung des VCP an der Proteostase der Proteine sein. Die Uberexpression der Klienten
kénnte zu einer kontinuierlich erhdhten, VCP-vermittelten Proteindegradation flihren. Das
Mikronetzwerk der Interaktionen von Hsc70, Hsp90 und Tom34 mit einem mitochondrialen
precursor ist ebenfalls vorbeschrieben und von mechanistischer Bedeutung fur den Import ins
Mitochondrium. Neben Hsc70, Hsp90 und Tom34 sind weitere Proteine am Import beteiligt,
die jedoch in diesem Zusammenhang nicht untersucht wurden (targeting factor, presequence
binding factor, mitochondrial import stimulation factor und Ko-Chaperone der Hsp40-Familie)
[37, 314, 340-342]. Des Weiteren spielen Hsp90-Ko-Chaperone (nucleotide exchange factor
sowie p23 und Aha1) eine wesentliche Rolle bei der Regulation der Chaperon-Aktivitat [3]. Im
LUMIER assay wurden die Bindungen zwischen Wildtyp und varianter GCDH und Hsc70,
Hsp90 und Tom34 quantitativ bestimmt. Die Methode ist geeignet, um Chaperon-Klient-
Interaktionen quantitativ darzustellen und Veranderungen durch auBere oder intrinsische
Effektoren zu messen [233, 235]. Es zeigte sich, dass Mutationen, die im maturen Anteil der
GCDH lokalisiert sind, eine Verminderung der Interaktion mit Hsc70 und eine Auflésung der
Interaktionen mit Hsp90 und Tom34 induzieren. Die Starke des Interaktionsverlustes
gegentber Hsc70 korrelierte mit dem Ausmal des Importdefektes (gemessen anhand des
p/m-Quotienten). Dies erlaubt den Zusammenhang zwischen mutationsinduzierter Reduktion
oder Verlust der Interaktion mit cytosolischen Chaperonen und dem reduzierten
mitochondrialen Import.

Die Funktion des Hsc70-Hsp90-Tom34-Komplexes wird im Wesentlichen bestimmt durch
ein frihes Binden an das neu synthetisierte und ungefaltete Polypeptid, um precursor fir den
Tom70-vermittelten  Proteinimport  vorzubereiten [3]. Analog zum  Effekt des
Aminosaureaustauschs im Klienten, der, wie zuvor gezeigt, zu einer verdnderten
Faltungskinetik und zu einem veranderten Protein-Protein-Interaktionsnetzwerk fihren kann,
kann der Verlust der Interaktion mit dem Hsc70-Hsp90-Tom34-Komplex wiederum zwei
Auswirkungen auf den mitochondrialen Import haben: Der Chaperon-Komplex beherbergt
einerseits die Aufgabe, die Proteinfaltung zu verhindern und die Aggregation zu vermeiden [4,
122]. Andererseits kommuniziert er mit den Translokatoren des mitochondrialen Imports. Nach
beziehungsweise wahrend der Proteinbiosynthese an freien Ribosomen am Cytosol verharrt
das Polypeptid in einem partiell gefalteten oder ungefalteten Zustand [343-345]. Dies ist
Voraussetzung fur die mitochondriale Proteintranslokation, da aufgrund einer Porengré3e von
zirka 20 A des Fassproteins Tom40 precursors in ungefaltetem oder partiell gefaltetem
Zustand transloziert werden [302, 346-348]. Des Weiteren gewahrleistet die Interaktion des
Klienten mit Hsc70 die Assoziation des cytosolischen Importkomplexes an das
tetratricopeptide-repeat-(TPR)-Motiv des Tom70 [4]. Faou et al. zeigten, dass Tom34 als Ko-
Chaperon zu Hsc70 und Hsp90 durch seine ATPase-Funktion die beiden Chaperone
regulieren und inhibieren kann. Ebenso ist eine direkte Bindung zwischen Tom34 und dem
mitochondrialen precursor moglich [49]. Diese konnte auch in der vorliegenden Arbeit
experimentell nachgewiesen werden.

Ein Zusammenhang zwischen dem in dieser Arbeit beobachteten reduzierten
mitochondrialen Import und dem Verlust oder der Abschwachung der Interaktion zwischen
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varianter GCDH und cytosolischen Proteinen ist mdglich. Terada et al. zeigten, dass ohne die
Bindung der molekularen Chaperone Hsp70 ein mitochondrialer Proteinimport nicht méglich
ist [36]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine Depletion von Hsc70 zu einer
Anreicherung von precursors in der cytosolischen Fraktion assoziiert ist [6, 35]. In der
vorliegenden Arbeit wurde beobachtet, dass variante pGCDH an der &uBeren
Mitochondrienmembran akkumuliert und gleichzeitig eine reduzierte Interaktionsstarke zu
Hsc70 zeigt. Diese Ergebnisse lassen aufgrund der vorbeschriebenen Beobachtungen einen
Zusammenhang vermuten. Es ist mdglich, dass die MTS die Faltungskinetik der zu
importierenden Proteine verlangsamt, was die Bindung an Hsp70 erlaubt [38]. Dieser
Mechanismus scheint auch eine tragende Rolle bei der Diskrimination der Lokalisation bei
Isoenzymen als Klienten, die sich strukturell lediglich im N-Terminus unterscheiden, zu sein
[38]. Zur Unterstitzung dieses entfaltenden Mechanismus finden sich Hsp70-Molekuile an der
mitochondrialen Oberflache [37, 349, 350]. Es ist demnach denkbar, dass variante GCDH
durch intramolekulare Wechselwirkungen, wie sie in Kapitel 4.2 aufgezeigt wurden, die
Faltungsdynamik beschleunigt und somit die Hsp70-Bindung nicht mehr mdglich ist. Ebenso
kdnnte ein biogenetisch frihes aggregieren der varianten GCDH eine Bindung von Hsp70 und
somit einen mitochondrialen Import verhindern. Es ist jedoch wenig bekannt Gber die
spezifische Funktion des Hsc70 beim mitochondrialen Proteinimport. Terada et al. zeigten,
dass Hsc70 notwendig ist, um Ornithin-Transcarbamoylase (OTC) in isolierte
Hefemitochondrien zu importieren [351]. Die Bindung und der mitochondriale Import waren mit
abnehmender Lange von verschiedenen OTC-Konstrukten, die sich aus unterschiedlich
langen Anteilen des maturen Proteins und einer gleichbleibend langen MTS
zusammensetzten, reduziert. Dies impliziert, dass Hsc70 an hydrophobe, partiell gefaltete
Strukturen bindet und nicht nur mit der MTS interagiert. Das langste Konstrukt der OTC malf3
345 Aminosauren; die GCDH hat eine Lange von 438 Aminosauren bei einer molaren Masse
von 43,3 kDa, somit sind theoretische Voraussetzungen gemessen an der aufgezeigten
Beobachtung einer Interaktion aufgrund der ausreichenden Lange der GCDH gegeben.
Respektive zu den vorausgehend beschriebenen Ergebnissen konnte in dieser Arbeit im
LUMIER assay die kooperative Funktion der MTS gezeigt werden: Die Bindung der precursor
GCDH mit Hsc70, Hsp90 und Tom34 war starker als zum maturen Protein ohne MTS.

Die Veranderung der Bindung zwischen Hsc70 und GCDH kann rdumlich und zeitlich
beeinflusst sein. Durch Mutationen in maturen Anteilen der GCDH, wie F71S oder R138G,
kann die Tertidrstruktur direkt oder indirekt verandert werden, die fir die Bindung an Hsc70
notwendig ist. Der Mechanismus der Substraterkennung eines Chaperons ist nicht
abschlieBend verstanden [352]. Die Untersuchung varianter Substratproteine, wie hier am
Beispiel der GCDH, kann demnach wertvolle Einblicke in diesen Mechanismus liefern. In silico
Analysen von Busquets et al. haben gezeigt, dass Mutationen im N-Terminus maBgeblich die
Bildung der helikalen Strukturen der GCDH stéren kénnen [72]. Durch die ausgetauschten
Aminosauren werden Ladungen verandert und durch eine potentielle Strukturverédnderung der
Proteinoberflache kénnen die Bindungen zu anderen Proteinen gestért werden.
Interessanterweise zeigte sich in der quantitativen Massenspektrometrie eine verstarkte
Interaktion zwischen Hsc70 und entfalteter GCDH verglichen zur Interaktion mit gefaltetem
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Substrat. Daraus wird gefolgert, dass Substraterkennungssequenzen exponiert werden
mussen, um eine Erkennung durch molekulare Chaperone zu gewahrleisten. Diese Strukturen
kdnnen durch Aminosaureaustausche derart veréndert sein, dass die Erkennung aufgrund
einer verdnderten Sequenz nicht mehr mdglich ist oder die Faltungsdynamik zu Ungunsten
der Exposition der Erkennungsdoméane modifiziert ist. Neben diesem raumlichen Aspekt der
Verhinderung der Bindung von Hsp70 zu varianter GCDH ist ebenso denkbar, dass variante
GCDH durch rasche Spontanfaltung, Fehlfaltung oder Aggregation schneller einen energetisch
glnstigeren Zustand erreicht. Dies hat zur Folge, dass hydrophobe Strukturen und
Erkennungssequenzen fur die Bindung molekularer Chaperone nur kurz exponiert werden,
sodass eine Bindung unwahrscheinlich wird.

Die Abhangigkeit des mitochondrialen Proteinimports von Hsc70 wird einerseits durch die
Korrelation zwischen Importeffizienz und Hsc70-Bindung des Klienten GCDH, andererseits
durch die Abnahme der Importeffizienz unter dem Hsc70-Modulator Spergualin, wie in dieser
Arbeit beobachtet, deutlich. Spergualin wurde primar als antineoplastische Substanz erwogen,
spater wurde Hsc70 als pharmakodynamische Zielstruktur identifiziert [267]. Es wurde gezeigt,
dass Hsc70 am Transport anderer, nicht-mitochondrialer Proteine beteiligt ist und Spergualin
diesen Mechanismus blockieren kann. lIftinca et al. zeigten, dass der Transport des
Calciumkanals transient receptor potential vanilloid type 1 (TRPV1) channel von Hsc70
abhangt und durch die Blockade der Hsc70-Aktivitat (durch Spergualin) gestért werden kann
[269]. Die Lokalisation von nukle&r kodierten Proteinen in den Apicoplasten von Plasmodium
falciparum kann ebenso durch Spergualin inhibiert werden [353]. Es wurde gezeigt, dass
Spergualin an das C-terminale EEVD-Motiv von Hsc70 bindet und Hsc70 entweder inhibiert
oder aktivieren kann [263, 268]. Ob die Hsc70-Interaktion mit dessen Klienten unter Spergualin
verstarkt oder abgeschwéacht wird, wird bis dato kontrovers beschrieben, dies ist eventuell auf
eine unterschiedliche Substratspezifitat zurtickzufiihren [354-356]. Die Beobachtungen dieser
Arbeit suggerieren, dass Spergualin inhibitorisch auf die (ATPase-) Aktivitat des Hsc70 wirkt
und dadurch das release des Substrats, im vorliegenden Fall der GCDH, verhindert wird,
sodass der Import der GCDH verringert wird. Das bedeutet, dass sowohl ein Nichtbinden als
auch ein zu langes Binden des Hsc70 an GCDH den mitochondrialen Import verhindern
kdnnte. Im ersten Fall faltet sich GCDH rasch, sodass die Importkompetenz verloren geht, im
zweiten Fall findet keine Ubergabe des precursors von den lIdslichen cytosolischen
Chaperonen Hsc70, Hsp90 und Tom34 an die mitochondrialen Importrezeptoren statt. In der
vorliegenden Arbeit wurde beobachtet, dass die Interaktion zwischen Hsc70 und GCDH
Wildtyp und Varianten spezifisch fir jede Variante war. Alle GCDH-Varianten zeigten mit
Spergualin eine Zunahme der Interaktion zu Hsc70. Da jedoch kein variantenspezifischer
Effekt beobachtet wurde, wird vermutet, dass die Chaperon-Klient-Bindung von dem
Faltungszustand des Klienten abhangt und nicht vom ATP-abhangigen Chaperon-
Mechanismus. Eine weitere Annahme, die sich aus dieser Beobachtung ableiten lasst, jedoch
weitere experimentelle Evidenz bedarf, stellt die Affinitdt des Hsc70 zu varianten,
fehlgefalteten Klienten in den Vordergrund. Es wéare moglich, dass Hsc70 fehlgefaltete
Proteine nicht aktiv bindet und deren Faltung korrigiert, beziehungsweise deren Aggregation
verhindert, sondern der Bindungsmechanismus vom Klienten abhé&ngt, also der Klient sein

116



Diskussion

Chaperon erkennt. Hsc70 ist der konstitutiv exprimierte Isotyp der Hsp70-Familie, von
welchem Stress-induzierte Proteine (Hsp70) abgegrenzt werden miissen. Es ist denkbar, dass
jene eine andere Affinitat gegenlber Wildtyp- und varianten Klienten besitzen und somit eine
unfolded protein response vermitteln kdbnnen, wohingegen Hsc70 fir balancierte zellulare
Funktionen (Synthese und Faltung neuer Proteine, trafficking und Instandhaltung des native
states) zustandig sein kénnte. Die Hypothese, dass Hsc70 und Hsp70 unterschiedliche
Funktionen beherbergen, wird von Beobachtungen in Saccharomyces cerevisiae und rescue-
Experimenten in Xenopus-Oozyten gestitzt [357, 358].

Es kann des Weiteren spekuliert werden, dass die schwachere Interaktion zu Hsc70 ein
internaler rescue-Mechanismus der varianten Proteine darstellt. Die Dissoziation von Hsc70
gewahrleistet, dass fehlgefaltete Proteine nicht von Hsc70 und anderen molekularen
Chaperonen gefangen gehalten werden und somit eine Resttranslokation und Restaktivitat
des Proteins aufrecht gehalten wird. Nach Beobachtungen von Meacham et al. eines Hsc70-
abhangigen Transportmechanismus beim CFTR-Kanal wird eine duale Funktion des Hsc70
respektive des Klienten deutlich. Interessanterweise hangt auch der Transport an die
Plasmamembran, beziehungsweise in das endoplasmatische Retikulum, des CFTR-Kanals
von Hsc70 ab [359]. Fuller et al. zeigten, dass eine starkere Interaktion zwischen Hsc70 und
variantem CFTR zu einer schnelleren ubiquitinabhangigen Degradation des Proteins flhrt
[360]. Eine Reduktion der Hsc70-Expression durch das pharmakologische Chaperon
Natriumphenylbutyrat fihrte hingegen zu einer partiellen Wiederherstellung des Transportes
der AF508-Variante and die Zelloberflache [262, 361]. Die in dieser Arbeit erhobenen Daten
zeigen, dass der Import der GCDH nicht durch die Hinzugabe von Natriumphenylbutyrat
beeinflusst war. Im Gegensatz zum CFTR-Kanal zeigte stabile GCDH eine starkere Interaktion
zu Hsc70 als deren (instabile) Varianten. Somit muss klar differenziert werden zwischen
Transport- und Degradationsmechanismen, die Hsc70 involvieren. Ausschlaggebend welcher
Weg beschritten wird scheint nach diesen Erkenntnissen die Lokalisation und Struktur des
Klienten zu sein, wobei weitere experimentelle Evidenz diesen Aspekt beleuchten muss.

Auch Hsp90 verflgt, wie Hsc70, Uber zwei Funktionen, die fir den korrekten
mitochondrialen Import eines Klienten unerlasslich sind. Hsp90 und Hsc70 kénnen Uber ein
gemeinsames Ko-Chaperon Sti1/Hop interagieren [41]. Als molekulares Chaperon verhindert
Hsp90 die Faltung des Klienten und gewahrleistet somit, dass das Protein in das
Mitochondrium importiert werden kann. Zusétzlich bindet auch Hsp90 an das TPR-Motiv von
Tom70 und vermittelt somit die direkte Ubergabe des Klienten von cytosolischen
Mechanismen zum Translokations-Komplex des Mitochondriums [5, 362, 363].

Neben diesen beiden Funktionen, die dem Hsc70 gleich sind, gewahren Beobachtungen
von Fan et al. neue Erkenntnisse in den Hsp90-vermittelten Translokationsmechanismus
nuklear kodierter mitochondrialer Proteine. Eine Inhibition der Hsp90-Funktion verhinderte die
Bildung von Translokationsintermediaten. Dies lasst vermuten, dass Hsp90 nicht nur in dem
cytosolischen trafficking der precursors, sondern auch beim Translokationsmechanismus an
sich eine tragende Rolle spielt [2]. Demzufolge ist eine reduzierte Interaktion zwischen GCDH
und Hsp90, wie sie im LUMIER assay gemessen wurde, ebenfalls mit dem Verlust des
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Importes per se und nicht nur mit einem Defekt wéahrend des cytosolischen
Proteinsortiervorganges, zeitlich vor der eigentlichen Translokation, vereinbar. Ob die
Faltungs- oder die Ubergabekomponente an die mitochondrialen Importrezeptoren liberwiegt,
beziehungsweise ein varianter Klient nur eine oder beide Komponenten beeinflussen kann
oder gar beide Mechanismen simultan wirken, lasst sich mit den vorliegenden Daten nicht
erklaren.

Tom34 wird nicht als klassischer Translokator des mitochondrialen Imports beschrieben.
Im Gegensatz zu Tom70, Tom20 und Tom22 ist Tom34 am ehesten als I6slicher Faktor im
Cytosol lokalisiert. Dies geht aus der in dieser Arbeit durchgefihrten Fluoreszenzmikroskopie
hervor und ist mit den Beobachtungen von Mukhopadyay et al. vereinbar [364]. Im Gegensatz
dazu zeigten Nuttall et. al. eine mitochondriale Lokalisation [365]. Es wird demnach eine duale
Lokalisation im Cytosol und an der mitochondrialen AuBenmembran diskutiert. Es wurde
gezeigt, dass Tom34 im Cytosol als Ko-Chaperon von Hsc70 und Hsp90 agiert [49]. Dies
konnte in der vorliegenden Arbeit mittels dem durch BRET charakterisierten Protein-Protein-
Interaktionsnetzwerk verifiziert werden. Es ist bisher allerdings nicht eindeutig gezeigt, ob
Tom34 Uber eine Chaperon-Aktivitat verfligt und somit die zu transportierenden precursors in
einem ungefalteten Zustand halten kann [364, 366]. Es konnte in der vorliegenden Arbeit
gezeigt werden, dass Wildtyp-GCDH sowie weitere precursors nukledr kodierter
mitochondrialer Proteine mit Tom34 interagieren. Variante GCDH mit einem
Aminosaureaustausch im maturen Anteil konnte die Interaktion aufheben. Chewawiwat et al.
zeigten, dass, ahnlich wie Hsc70 und Hsp90, Tom34 fir den mitochondrialen Import
unerlasslich ist [367]. Weiterhin wurde gezeigt, dass Tom34 mit maturen Strukturen der
precursors interagiert, was das Protein zu einem interessanten Kandidaten fir die Ursache
des Importdefektes varianter Proteine werden lasst. Dies war Grundlage der quantitativen
Analyse der Interaktion mittels LUMIER assay [364]. Des Weiteren ist Tom34 ein bekannter
Interaktor mit VCP [368]. Diese Interaktion konnte in der vorliegen Arbeit mittels BRET
verifiziert werden. Somit kénnte Tom34 neben der Translokation auch proteostatische
Mechanismen, vermittelt Gber VCP, gewahrleisten und beispielsweise die Signaltransduktion
bei der unfolded protein response mit anderen Faktoren vermitteln. Analog zu Tom34
diskutierten Jubb et al., dass durch die reduzierte Stabilitdt von varianter OTC beim OTC-
Mangel eine veranderte Bindung zu Tom20 eine mdgliche Ursache fiir einen verringerten
mitochondrialen Import sein kann [282]. Das zeigt, dass das Prinzip der mutationsinduzierten
Veranderung des Interaktionsnetzwerkes, des sogenannten edgotypes, ein relevanter
Baustein im Pathomechanismus von monogenetischen Erkrankungen darstellen kann.

Von den drei quantifizierten Chaperon-Klient-Interaktionen zeigte lediglich die
abgeschwéachte Hsc70-Interaktion eine Korrelation mit dem Importdefekt. Es ist deshalb
anzunehmen, dass Hsc70 eine Rolle in der molekularen Pathogenese des Glutaryl-CoA-
Dehydrogenase-Mangels spielt. Ob sich der Verlust der Interaktionen zu Hsp90 und Tom34
nun primar auf raumliche Effekte grindet oder Ausdruck eines Sekundarphanomens ist, bei
dem durch den Verlust der Interaktion mit Hsc70 indirekt die Hsp90- und Tom34-Interaktion
reduziert werden, ist mit den in dieser Arbeit gewonnenen Beobachtungen nicht abschlieBend
zu klaren. Dennoch binden alle drei Proteine am maturen Teil des Klienten, der bei den
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Varianten verandert ist und somit die Voraussetzung fir ein verandertes Bindungsverhalten
erflllt. Die Diskrepanz zwischen primaren und sekundéren Effekten in der Stérung des
Interaktionsnetzwerkes und eine klare Definition von Ursache und Wirkung kénnen wichtig far
die Entwicklung einer neuen Pharmakotherapie mit pharmacological chaperones oder
proteostasis regulators sein [369]. Aufgrund des methodischen Vorgehens kann jedoch
angenommen werden, dass die Interaktionsverluste direkt vermittelt werden: Im LUMIER
assay wurde die Interaktion zweier Proteine getestet, die Uberexprimiert wurden. Die
quantitative Dimension der Messung der Interaktion dieser Methode griindet sich primar auf
Stdchiometrie. Als abhéngige Variable diente die Menge an prazipitiertem Protein. Es ist davon
auszugehen, dass aufgrund der Uberexpression lediglich die beiden zu untersuchenden
Proteinen in stdchiometrisch relevantem Verhéltnis vorkommen und andere, endogen
exprimierte Proteine in zu geringer Menge vorhanden sind, als dass diese die Interaktion
stabilisieren kénnten. Demzufolge kdnnte die gemessene Interaktion lediglich auf das
Verhalten zwischen den Uberexprimierten Proteinen zueinander zurtckzufuhren sein. Hier
bedarf es jedoch weiterer experimenteller Evidenz. Eine dreifache Expression mit Detektion
zweier Interaktionspartnern mit unterschiedlichen Fusionspartnern im LUMIER assay kann
Aufschlisse hinsichtlich dieser Fragestellung geben [236].

Auf Basis der Beobachtung, dass variante Proteine nicht in das Mitochondrium importiert
werden und dabei die Protein-Protein-Interaktion zwischen Hsc70, Hsp90, Tom34 und deren
Klienten gestort ist, wird hier das Zusammenspiel der Faltungskinetik mit sekundarem Verlust
der Protein-Protein-Interaktion zwischen zu importierenden Proteinen und molekularen
Chaperonen als mdoglicher weiterer Faktor der Pathogenese von monogenetischen
Erkrankungen mit Mutationen im Gen nuklear kodierter mitochondrialer Proteine
vorgeschlagen (Abbildung 58). Ob die reduzierte Interaktion des Klienten mit Hsc70, Hsp90
und Tom34 und der Importdefekt in kausalem Zusammenhang stehen, konnte mit den
experimentellen Daten dieser Arbeit nicht abschlieBend geklart werden. Ursé&chlich flr den
Importdefekt kann einerseits die rasche Faltung beziehungsweise Aggregation und
Degradation des Proteins sein, die ebenso eine Bindung mit Hsc70, Hsp90 und Tom34
schwécht, da weniger hydrophobe Anteile exponiert werden, andererseits kann der
Aminosaureaustausch zu einer veranderten Ladung flhren, was eine Interaktion mit anderen
Proteinen erschwert.
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A B

Abbildung 58: Hypothetischer Mechanismus des Importdefektes. Nach Synthese des Wildtyp- (A),
beziehungsweise varianten (B) Polypeptids entscheidet die Bindung der Chaperone im Cytosol Uber eine Hemmung
der (vollstandigen) Faltung (A) oder eine vorzeitige Faltung/Aggregation (B). Im ungefalteten oder partiell gefalteten
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Zustand bleibt die Importkompetenz erhalten. Die MTS wird von Tom20 erkannt, Tom70 bindet die molekularen
Chaperone und den maturen Anteil des precursors. Nach vollstdndiger Translokation durch das Kanalprotein
Tom40, Prozessierung des Signalpeptids und anschlieBender Faltungsassistenz durch Hsp60 liegt das mature
Protein in der mitochondrialen Matrix in seiner funktionellen Form vor (A). Der Aminosdureaustausch im varianten
Polypeptid verringert die Bindung von molekularen Chaperonen. Die Faltung/Aggregation erlaubt zwar noch die
Assoziation an das Mitochondrium, jedoch nicht mehr die Translokation durch den TOM-Komplex (B) (Abbildung
des TOM- und TIM-Komplexes aus [48], Proteinabbildung modifiziert nach NADYA, 2016,
http://www.clker.com/clipart-protein-strukture-.html, CC0O-Lizenz).

Dass eine beschleunigte Proteinfaltung mit korrelierender Chaperon-Bindung mit dem
Transport mitochondrialer Proteine zusammenhangen kann, zeigten Leiper et al. anhand von
Beobachtungen zum molekularen Mechanismus der primaren Hyperoxalurie Typ 1. Es wird
von einem second-hit-Mechanismus bei der molekularen Pathogenese der Erkrankung
ausgegangen. Ein Polymorphismus (P11L) generiert eine schwache MTS der
physiologischerweise peroxisomal lokalisierten Alanin-Glyoxylat-Aminotransferase (AGT). In
Anwesenheit eines zweiten Aminosaureaustausches fern des N-Terminus (G170R), wird AGT
in das Mitochondrium, anstatt das Peroxisom, importiert [291, 370]. Leiper et al. zeigten, dass
der mitochondriale Import mit der Faltungseffizienz zusammenhéngt. Je weniger das Protein
gefaltet ist, desto hdher ist seine Effizienz, in das Mitochondrium importiert zu werden [371].
Es wird angenommen, dass der Aminosdureaustausch im maturen Anteil des Proteins eine
energetische Instabilitat verursacht, deren einzige Auflésung die rasche Faltung, Fehlfaltung
oder Aggregation darstellt, noch bevor es molekularen Chaperonen méglich ist, durch ATP-
Hydrolyse dieser Spontanfaltung entgegenzuwirken [372].

Der reduzierte mitochondriale Proteinimport und der Verlust von Interaktionen zu
molekularen Chaperonen nukledr kodierter mitochondrialer Proteine weitet den Blick auf
andere zellulare Systeme, die diesem Phanomen entgegenwirken. Es wurde gezeigt, dass
persistierende precursors mitochondrialer Proteine im Cytosol eine unfolded protein response
activated by mistargeting of proteins (UPRam) induzieren kénnen [373, 374].

4.4 Proteostasis regulators und pharmacological chaperones

Die derzeitige Therapie mitochondrialer Stoffwechselstérungen, seien es Fett- oder
Aminoséaurestoffwechselstérung wie der Glutaryl-CoA-Dehydrogenase-Mangel, der Medium-
Chain-Acyl-CoA-Dehydrogenasen-Mangel oder Harnstoffzyklusdefekte, wie beispielsweise
der CPS1- und OTC-Mangel, basieren auf der Vermeidung der Akkumulation des Substrates
beziehungsweise auf der Forcierung der Exkretion toxischer Metabolite [62, 375]. Als ultima
ratio kann eine Lebertransplantation (bei Harnstoffzyklusdefekten) erwogen werden [376, 377].
Neben der Lebertransplantation besteht keine Mdéglichkeit, den Defekt kausal, im Sinne der
Wiederherstellung der enzymatischen Aktivitat des betroffenen Proteins, zu behandeln.

Wird die loss of function bei angeborenen Stoffwechselstérungen nicht primar als
Erldschen der Aktivitat eines Enzyms verstanden, sondern als eine Stérung der Proteostase,
so bieten sich neue pharmakologische Zielstrukturen neben dem varianten Indexprotein.
pharmacological chaperones (PCs) und proteostasis regulators (PRs) fassen small molecules
zusammen, die bei angeborenen Stoffwechselstérungen eingesetzt werden kénnen [369, 378,
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379]. PCs kdnnen direkt an fehlgefaltete Proteine binden und somit deren Faltungszustand
korrigieren und stabilisieren, wohingegen PRs Uber die Verdnderung des proteostasis
networks die Funktion eines Indexproteins verbessern kénnen. Neue Erkenntnisse zeigten
einen synergistischen Effekt beim simultanen Einsatz beider Substanzklassen [380].

Dass die proteostasis eine konkrete Bedeutung flir die Pathogenese und Therapie
angeborener monogenetischer Erkrankungen haben kann, zeigen Arbeiten zur zystischen
Fibrose. Bei der zystischen Fibrose induzieren Punktmutationen (pravalente Mutation: AF508)
einen Defekt des cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR), einem Chlorid-
Kanal der apikalen Membran der Epithelzellen [381]. Die Mutation fihrt zur Proteinfehlfaltung
mit loss of function. Pankow et al. zeigten, dass sich das Interaktionsnetzwerk des Wildtyp
CFTR deutlich von dem der AF508-Variante unterscheidet [123]. Eine Modulation des
proteostasis networks des CFTR-Kanals mittels proteostasis regulators fihrte zur Ausbildung
neuer (die Funktion stabilisierender) Protein-Protein-Interaktionen mit der CFTR-Variante und
konnte die Funktion des Kanals partiell wiederherstellen [123, 382, 383]. Dies zeigt, dass das
Verstandnis des proteomes ein wichtiger Angriffspunkt flir neue pharmakologische Strategien
darstellt. So kann bei monogenetischen Erkrankungen zwischen einem Verlust der
enzymatischen Aktivitat oder einer Reduktion der Proteinstabilitdt unterschieden werden. Je
nach Dominanz kann eine Intervention mit potentiators, also Substanzen, die die Funktion
unterstiitzen (beispielsweise Kofaktoren) oder correctors (beziehungsweise proteostasis
regulators), die Synthese, Faltung und den Transport unterstitzen, sinnvoll sein [382].

Pharmacological chaperones stabilisieren, wie molekulare Chaperone, den
Faltungszustand eines Proteins und reduzieren dessen freie Energie AG [45, 384]. Im Kontext
des ko- oder posttranslationalen Organellenimports muss diese Funktionseigenschaft jedoch
verstanden und Uberlegt eingesetzt werden. Mit einem frilhen Erreichen des finalen
Faltungszustandes (in Cytosol) erlischt die Importkompetenz eines Proteins [371]. Wenn ein
pharmacological chaperone demnach die Proteinfaltung forciert, wird der Wirkungsort der
Substanz sowie der exakte Pathomechanismus des Funktionsverlustes relevant. Ist die
Ursache des mitochondrialen Importdefekies, wie hier aufgezeigt, eine aufgehobene
Interaktion zu molekularen Chaperonen im Cytosol, so spielt der Einsatz von proteostasis
regulators zur Verbesserung der Chaperon-Klient-Interaktion wahrscheinlich eine gréBere
Rolle als jener der pharmacological chaperones. Dennoch bleibt unklar, welchen
Faltungszustand variante precursors im Cytosol aufweisen. Kommt zu der aufgehobenen
Interaktion eine Aggregationstendenz des Klienten, so kann der duale Einsatz von proteostasis
regulators und pharmacological chaperones synergistisch wirken [380]. Im Gegensatz dazu
kdnnte eine zu frihe Stabilisierung der Faltung (im Cytosol) die Importkompetenz des
precursors reduzieren. Eilers et al. konnten zeigen, dass Methotrexat, in diesem
Zusammenhang wie ein pharmacological chaperone agierend, den mitochondrialen Import der
Dihydrofolatreduktase (mit einer MTS fusioniert) inhibierte [32]. Sinnvoll ware demzufolge eine
extramitochondriale Regulation der Proteostase mittels proteostasis regulators, um das
cytosolische proteostasis network zu stabilisieren, und eine intramitochondriale
Faltungsassistenz durch pharmacological chaperones zum Erreichen des native states.
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Ein weiteres Ergriinden von Protein-Protein-Wechselwirkungen, des Faltungszustandes
des precursors sowie der Adaptation des proteostasis networks auf variante Proteine ist
notwendig, um neben den in der vorliegenden Arbeit fokussierten mitochondrialen Import und
cytosolischen proteostasis network weitere Zielstrukturen und Zielmechanismen einer
pharmakotherapeutischen Intervention zu eruieren und die bekannten Mechanismen besser
zu verstehen. Das Verstédndnis eines mutationsspezifischen und damit fir den Patienten
individualisierten proteostasis networks kann somit Grundstein einer personalisierten Medizin
und Ausgangspunkt fir die Etablierung neuer Therapiekonzepte sein [385, 386].
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cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
C/EBP homologes Protein

Clp-Protease

Coenzym A

CV-1 in origin, carrying SV40 genetic material
Carnitin-Palmitoyltransferase |
Carnitin-Palmitoyltransferase |

Dulbecco’s modified eagle medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

Dithiothreitol

homeodomain-containing transcription factor
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GAPDH
GCDH
HADH
HEPES
HRP
Hsp
HSR
iBAQ
lcp

IHF
IMM
IMS
Int
kb
kDa
KEGG
LB
LC
LDS
LonP
LOR

Enzym, reduziert

Enzym, oxidiert

Escherichia coli

Enoyl-CoA-Hydratase

enhanced chemiluminescence
endoplasmatisches Retikulum
electrospray injection
electron-transferring flavoprotein
Ameisensaure
Flavinadenindinukleotid

fetal bovine serum

Guanosin

Glutarséure
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Glutaryl-CoA-Dehydrogenase
Hydroxyacl-CoA-Dehydrogenase
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
horseradish peroxidase

heat shock proteins

heat shock response

intensity-based absolute quantification
intermediate cleaving peptidase
Immunglobulin G

integration host factor

inner mitochondrial membrane
intermembrane space

Integrase

Kilobasenpaare

Kilodalton

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
lysogeny broth

liquid chromatography
Lithiumdodecylsulfat

Lon-Protease
L-Lysin-2-Oxoglutarat-Reduktase
mitochondrial

Mittelwert
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m
MBP

MCAD
mGCDH
mMCAD
min
MM
MOPS
MPP
MS/MS
mt
mtDNA
MTS
NaDC3
NEF
NLS
n.s.
OMM
OTC
OXPHOS
PAGE
PAH
PBS
PC
PCR
pGCDH
PH1
pMCAD
PMSF
PR
ProtK
ROS
rem
RPMI
SDS
SEC
SEM
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mittlere Differenz
Maltose-bindendes Protein
Medium-Chain-Acyl-CoA-Dehydrogenase
mature GCDH

mature MCAD

Minuten

mitochondrial matrix
3-(N-Morpholino)propansulfonséure
mitochondrial processing peptidase
Tandem-Massenspektronomie
mitochondrial

mitochondriale Desoxyribonukleinsaure
mitochondrial targeting sequence
Na*-dependent dicarboxylate cotransporter
nucleotide exchange factor

nuclear localization sequence

nicht signifikant

outer mitochondrial membrane
Ornithin-Transcarbamoylase
oxidative Phosphorylierung
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Phenylalaninhydroxylase
phosphate buffered saline
pharmacological chaperone
polymerase chain reaction
precursor GCDH

primare Hyperoxalurie Typ 1
precursor MCAD
Phenylmethylsulfonylfluorid
proteostasis regulator

Proteinase K

reactive oxygen species

rotations per minute

Roswell Park-Memorial-Institute
Natriumdodecylsulfat

size exclusion chromatography
standard error of the mean
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SEM
SILAC
SV

TBE
TBS
TFA
TIM
TOM
TRIS
UBL
uf
UPR
UPRER
UPR™
uv
WT
YPD

Sucrose-EDTA-Mannitol

stable isotope labeling with amino acids in cell culture
simian virus

Thymidin

TRIS-Borat-EDTA

tris-buffered saline

Trifluoressigsaure

translocator of the inner mitochondrial membrane
translocator of the outer mitochondrial membrane
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

ubiquitin-like protein

unfolded

unfolded protein response

endoplasmatische unfolded protein response
mitochondriale unfolded proteins response
ultraviolet

Wildtyp

yeast-peptone-dextrose
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